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Presentacion

PRESENTACION

El presente trabajo intutulado “Estudio de la variabilidad genética de la
cactacea columnar Neobuxbaumia mezcalaensis’, fue realizado por Irma Rivera
Montoya, en el laboratorio de Bioquimica Molécular de la Unidad de Biotecnologia
y Prototipos (UBIPROQ) de la Facultad de Estudios Superiores Campus Iztacala de

la UNAM bajo la direccion del Dr. Jorge Eduardo Campos Contreras.
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Resumen

RESUMEN

El presente trabajo de investigacion observacional fue disefiado para
determinar la estructura genética y variabilidad del cactus columnar N.
mezcalaensis que se distribuye en la region de Oaxaca y Puebla, se realizaron
colectas en seis sitios (San Juan Raya; San Lucas; en las riberas del Rio Salado;
Tepenene, Nuevos Horizontes y Santiago Chazumba), con un total de 10
diferentes cuadrantes, colectados de acuerdo con su distribuciéon y abundancia.
Esta especie presenta la distribucion mas amplia de todo el género, en algunos
localidades llega a presentarse con una densidad poblacional de 1680 ind/Ha y es
polinizada principalmente por tres especies de quiropteros nectarivoros que
distribuyen el polen y las semillas.

Utilizando el sistema de marcadores moleculares RAPD, se determiné que N.
mezcalaensis tiene un nivel relativamente alto de variacién genética, todos los
organismos estudiados son polimérficos, para un total de 145 alelos, obtenidos con
cinco primers (iniciadores) para el analisis de 85 individuos colectados. Para estimar
la variabilidad genética se calculé el indice de Shannon, la estructura genética se
determiné mediante el analisis de AMOVA, el flujo génico que se determiné a partir
de la ®gr, que es equivalente a la Fst de Wright. Se construyé un dendrograma y un
andlisis de agrupamiento (UPGMA) y de ordenacion (PCO) a partir del indice de
similitud de Jaccard para apreciar las posibles relaciones entre poblaciones e
individuos.

La variabilidad genética encontrada entre las seis poblaciones de N.
mezcalaensis es del 23% (G'st =0.230), en cuyo caso un valor de 1 indica la
igualdad genética, este valor es similar al reportado para N. macrocephala, menor al
reportado para N. tetefzo y superior al encontrado para una cactacea clonal S.
stellatus estudiados con anterioridad en el laboratorio de Bioquimica Molecular.
Estos valores concuerdan con los obtenidos a partir del AMOVA, que indica que el

- i -



Resumen

91.9% de la variacion total se encuentra dentro de las seis poblaciones estudiadas
de las cuales San Juan Raya fue la mas variable (He 5.126) y Nuevos Horizontes
(con He 4.396) fue la menos variable. El valor de ®gr para todos los sitios fue de
0.081(1= igualdad genética); a partir de este valor se estableci6 el flujo génico que
existe (Nem= 1.81); estos valores refleja que no existe una estructuraciéon entre las
poblaciones, ya que existen pocas diferencias entre ellas y la presencia de flujo
génico. Asi mismo, se encontré que San Juan Raya es un centro de informacién
genética altamente variable y que N. mezcalaensis muestra niveles de variacién

genética superiores a los esperados para poblaciones endémicas.

Con base en los resultados obtenidos se concluye que N. mezcalaensis no
presenta estructuracion genética, que los sitios muestreados constituyen una sola
poblacién, probablemente influenciado por un proceso de polinizacién que es
realizado por los murciélagos, quienes favorecen el intercambio genético entre los
sitios. La diversidad genética encontrada para N. mezcalaensis esta intimamente
ligada a su distribucion, historia de vida y caracteristicas biologicas, y que el flujo
génico mantiene una pequena diferenciacién genética entre los sitios, lo que evita
la especiacion.

La informacién obtenida sera util para desarrollar estrategias de

conservacion.

-iv -



Introduccion

1 INTRODUCCION

1.1 LOS DESIERTOS MEXICANOS

En México los ecosistemas aridos constituyen los sistemas que dominan el

escenario ambiental. Se forman tanto por causas relacionadas con el patrén general
de circulacion atmosférica como por la sombra orografica producida por las cadenas

montafosas del pais (Valiente-Banuet, et al., 1995).

El territorio mexicano ubicado en la confluencia de dos grandes regiones la
neartica y la neotropical, una situacion mesocontinental entre dos océanos y una
ubicacion dentro de la trayectoria de migracion floristica hacia los trépicos retine una
de las mas grandes riquezas biolégicas del mundo (Rzedowski, 1978). Dentro de
esta gran riqueza se encuentran los ecosistemas aridos, que ocupan alrededor del
60% del territorio mexicano y constituyen el sistema que domina el escenario
ambiental del pais (Valiente-Banuet, op. cit.).

Los desiertos son el resultado de los patrones de circulacion atmosférica que
originan una franja arida entre los 15° y 35° de latitud, asi como por la sombra
orografica que producen las cadenas montafiosas del pais (Valiente-Banuet, op. cit.).
Es en estos ecosistemas se encuentra una de las mas grandes riquezas biolégicas,
ya que en ellos habitan el 14% de las plantas vasculares que existen en México
(Moreno y Sanchez, 1990; Rzedowski, 1991), en estas zonas se representa
aproximadamente una tercera parte de la flora fanerogamica del pais y concentra el
mayor nimero de endemismos de la flora mexicana (Rzedowski, 1962), ubicandonos
como el pais que presenta la mayor diversidad y riqueza de cactaceas y suculentas
(www.ine.gob.mx); sin embargo, se sabe muy poco de los procesos que mantienen
esta biodiversidad y sobre los procesos naturales de deterioro.

Es importante sefalar que la diversidad de los ambientes aridos ha sido
alterada por la modificacion de sus sistemas (Frankham, 1995), poniendo a varias
poblaciones naturales en serios problemas de sobrevivencia. El efecto de estos

cambios pueden verse reflejados en el genoma de los organismbs y pueden llegar a
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Introduccion

expresarse como cambios en el flujo génico y la diversidad genética de las
poblaciones, en cuyo caso pueden llevar al aislamiento, especiacion, e incluso a la
extincion local de una poblacién (Clark, 2000).

1.2 LA FAMILIA Cactaceae

La familia Cactaceae que es endémica de América, es una de las formas de
vida mas caracteristicas del paisaje mexicano. Su distribucion natural abarca
practicamente todo el continente, y aunque existen muy pocos registros fosiles de los
cactus, estudios realizados por especialistas consideran la zona tropical seca de
Sudamérica como el probable centro de origen de la familia, aunque a través de los
siglos se fueron concentrando tanto en algunos territorios de Africa (region
meridional y Este) y al paso de los siglos su distribucién fue ampliandose a varios
habitats del mundo. La mayoria de las especies, alrededor del 70%, se distribuyen
en regiones aridas y semiaridas, constituyendo en varias zonas elementos
dominantes de la vegetacion, (Valiente-Banuet, et al., 1995).

En los ultimos siglos, las especies que conforman la familia de los cactus han
sido clasificadas y reclasificadas repetidas veces. No fue sino hasta 1904 que dos
americanos: Britton (director de los jardines botanicos de Nueva York) y J. Nelson
Rose (administrador auxiliar del herbario nacional del museo Smithsoniano de
Estados Unidos), viajaron por todo el continente americano y a revisar las
colecciones europeas para organizar y clasificar los especimenes de cactus, tanto de
herbarios como de archivos; con la colaboracion de diversos botanicos, colectores e
individuos interesados lograron a partir de 1919 y hasta 1923 publicar cuatro
volimenes de Cactaceae. En estos volumenes, dividieron a la familia Cactaceae en
tribus, subtribus y de vez en cuando en series; estableciendo nuevos géneros y
eliminando otros. Esta division todavia es aceptada por muchos hoy en dia, no
obstante se han agregado nuevos descubrimientos y se han hecho algunas
modificaciones (www .Projeto_Cactaceas_Brasileiras.htm).

En 1958, la familia Cactaceae fue nuevamente dividida por Buxbaum en tres
subfamilias: Pereskioideae, Opuntiodeae y Cactoidea (Clark, 2000). Buxbaum

2.



Introduccion

(Gibson, 1998, citado en Clark, 2000) ademas, reconocié a 4 grupos dentro de la
tribu Pachycereae, conformados por las subtribus: Pterocereinae, Myrtillocactinae,
Pachycereinae y Stenocereinae. Basandose en datos bioquimicos y morfolégicos
Gibson y Horak (1978) propusieron que las subtribus Pachycereinae y Stenocereinae
tenian un origen monofilético. Recientemente Cornejo y Simpson (1997)
construyeron una filogenia de la tribu Pachycereae (Figura 1) basandose
principalmente en los trabajos realizados por Arthur Gibson con caracteres
morfolagicos. Aunque esta filogenia no esta completamente resuelta, ni incluye
informacion de la longitud de las ramas, concuerda en topologia con la filogenia
desarrollada por Wallace (Cornejo y Simpson, op. cit.) una de las mas aceptadas

actualmente.
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Stenocereus dumoertieri - Stdu
. griseus

ariceus

histrix

.longispinus

. pruinosus - Stpr

. fricii - Stfr

S.kerberi - Stke

alamoensis

. standleyi - Stsy
chacalopensis
chrysocarpus — Stcy
montanus

beneckei

quevedonis - Stqv
martinezii

thurberi - Stth

. littoralis - Stthl

eruca

gummosus - Stgu

. treleasey - Sttr

. stellatus - Stst
Myrtillocactus chocal - Myco
M. geometrizens - Myge

M. eichlamii

M. schenckii

Plaskia chichipe

P. chende

Escontria chiotilla — Esch
Lophocereus gatesii — Loga
L. schottii — Losc
Pachycereus marginatus — Pama
P. weberi

P. hollianus

P. peinglei - Papr

P. grandis

P. pecten-aboriginum — Pape
Backebergia militaris — Bami
Mitrocereus fulviceps
Neobuxbaumia polylopa

N. euphorbioides

N. tetetzo — Nete

Carnegiea gigantea —Cagi

N. mezcalaensis -Neme

N. macrocephala

N. scoparia

Cephalocereus purpusii — Cepu
C. gerrerensis

wuhhnh
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Figura 1: Filogenia de la familia Cactaceae (adaptada de Cornejo y Simpson,

1997).



Introduccion

La familia Cactaceae se ha convertido en una de las especies mas codiciadas
por los coleccionistas y la aficion de muchos coleccionistas por adquirir plantas
exoticas como los cactus representa una presion para la las poblaciones silvestres,
ya que la demanda internacional se ha abastecido fundamentalmente con la
extraccion de plantas y semillas de su habitat natural (de manera ilegal). La Norma
Oficial Mexicana (NOM_059 ECOL_1994) en la cual se establecen Ilas
especificaciones para la proteccién de especies de flora y fauna silvestres ya incluye
257 especies de cactaceas en alguna categoria en riesgo, 24 en peligro de extincion,
96 amenazadas, 135 raras y 2 sujetas a proteccién especial, es decir, cerca de la
tercera parte de la flora cactologica del pais se encuentra amenazada. Del total de
estos cactus, el 93% (238 especies) son endémicas de México, tal es el caso del
género Neobuxbaumia que esta constituido por nueve especies todas ellas
endémicas de México (Cuadro 1).

Cuadro 1. Especies de Neobuxbaumia y su distribucion en los estados de
la Republica Mexicana (adaptado de Arias, et al., 1997).

ESPECIE DISTRIBUCION

N. euphorbiodes (Haw.) Buxb. San Luis Potosi, Tamaulipas, Veracruz y Puebla

N. macrocephala (F. A. C. Weber) Puebla

Dawson

N. mezcalaensis (Bravo) Backeberg Guerrero, Jalisco, Michoacan, Morelos,
Oaxaca y Puebla

N. multiareolata (E.Y. Dawson) Bravo Guerrero

N. polylopha (DC.) Backeb. Guanajuato, Hidalgo, Querétaro y San Luis
Potosi

N. sanchez-mejoradae A. Lau Oaxaca

N. scoparia (Poselger) Backeb Oaxaca y Veracruz

N. squamulosa Scheinvar y Sanchez-mej.  Colima, Guerrero y Michoacan

N. tetetzo (j. Coult.) Backeberg Oaxaca y Puebla

Dado que la mayoria de las especies que se encuentran amenazadas,
pertenecen a poblaciones pequefias, presentan distribucion restringida, o son
especies recientemente descubiertas por la ciencia, se conoce muy poco de su
biologia (Becerra, 2000). Por lo tanto, resulta de vital importancia conocer y
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comprender la naturaleza de este tipo de organismos, que llegan a ser el elemento

dominante del paisaje.

1.3 Neobuxbaumia mezcalaensis (Bravo) Backeberg

Neobuxbaumia mezcalaensis, fue descrita originalmente por Helia Bravo H. en
1932, como originaria de Guerrero del Rio Mezcala en el canon del zopilote,
nombrandose originalmente como Pilocereus mezcalaensis, e incluida asi en los
Anales del Instituto de Biologia México (3:379 figs. 3-8). Posteriormente
Sukkulentenpflege lo denominé como Cephalocereus mezcalaenis Bravo en 1941,
W.T. Marshall lo clasifica como Camegiea mezcalaensis (Bravo) en Cactaceae
75:1941; al igual que P.V. Health, en Calyx 2:109 en 1992 (citas de Arias, et al.,
1997). Sin embargo, muchos taxénomos no concuerdan con esta nueva
reclasificacion de esta especie y siguen nombrandola como Neobuxbaumia.

1.3.1. Ubicaciéon Taxonémica
Taxonomicamente N. mezcalaensis pertenece a:
Subdivision: Angiospermae
Clase: Dicotiledénea
Orden: Cactales
Familia: Cactacea
Subfamilia: Cactoidea
Tribu: Pachycerea op cit

Subtribu: Pachycereinae

1.3.2. Anatomia

Son plantas columnares simples de crecimiento apical que ramifican solo por
dafio en el tallo, mide hasta 14 m de altura (Valiente-Banuet, et al., 1997; Rojas, 1996)
de color verde claro ligeramente amarillento, presenta de 13 a 25 costillas angostas.
Aréolas en las costillas, distantes entre si de 18 a 26 mm, provistas de fieltro blanco
amarillento, con las aréolas mas viejas grisaceas o negruzcas. Las aréolas contienen

de 5 a 9 espinas radicales extendidas radiantes aciculares de 8 a 20 mm de longitud,
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blancas o amarillentas con la punta morena o rojiza, grisdceas con el tiempo. Espinas

centrales de 1 a 4, mas largas que las radiales y con la base obscura (figura 2).

Figura 2: Neobuxbaumia mezcalaensis.

1.3.3. Morfologia y Fisiologia

Las flores de esta cactacea presentan corola de color blanco amarillento con
pétalos resistentes y muchas anteras con grandes cantidades de polen; muestran
una biologia floral de individuos masculinos y hermafroditas (6.5
hermafroditas/planta masculina), la apertura floral es nocturna, la flor permanece
abierta sélo por una noche (Fzegri y Van der Pijl, 1971; Grant y Grant, 1979; Gibson
y Nobel,1986; Howe y Westley, 1988) durante periodos que varian entre 13 y 15 h.
La produccién de néctar es elevada llegando a 510 ml (Valiente-Banuet, et al. 1997)
y se inicia poco antes de la apertura de la flor, se va incrementando a medida que
avanza la noche y desciende al amanecer (Feegri y Van der Pijl, 1971; Howe y
Westley, 1988; Valiente-Banuet, et al, 1996; Petit y Freeman, 1997). N.
mezcalaensis como todos los cactus tiene tejidos externos extremadamente gruesos,
llamados cuticulas, que lo aislan de su ambiente externo, limitando la pérdida de
agua, por lo tanto tienen la capacidad de sobrevivir en los ambientes que contienen
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una cantidad limitada de humedad. Casi el vastago entero del cactus es tejido fino
parenquimatoso que sirve de almacén de agua, asi 80-90% de un individuo es agua,
por lo en regiones aridas pueden soportar una pérdida considerable de agua (www
.Projeto_Cactaceas Brasileiras.htm).

1.3.4. Distribucion de N. mezcalaensis en el territorio
mexicano

N. mezcalaensis se distribuye en manchones , aunque se pueden encontrar
ocupando grandes regiones conformando bosques de cactaceas columnares en los
estados de Puebla, Oaxaca, Morelos, Jalisco, Colima, Michoacan y Guerrero (figura
3).

En la costa michoacana se le puede observar caracterizando la vegetacion
que crece sobre afloramientos rocosos en climas de tipo semidrido, con temperatura
alta; entre el bosque tropical caducifolio y el bosque tropical subcaducifolio. Este
clima se debe fundamentalmente al efecto de sombra de lluvia que producen las

serranias de Juarez y Zongolica (Villasefior, ef al., 1890).

En Puebla se distribuye desde la provincia denominada Mixteca-Oaxaquefia y
abarca varios valles, entre los que destaca el de Tehuacan-Cuicatlan, el cual es
considerado como un centro de megadiversidad y endemismo, declarado reserva de
la biosfera (Febrero 23, Diario Oficial); Huajuapan de Ledn, Tepelmeme y Zapotitlan,
que a su vez forman parte de la Cuenca Alta del Rio Papaloapan y en menor
proporcién de la cuenca Alta del rio Balsas. Sus limites orograficos principales son al
Este y Noreste la Sierra de Zongolica y al Sur por la Sierra de Juarez. Los valles que
conforma la provincia estan limitados por una serie de serrania que en conjunto se
conoce como Sierra Mixteca, la cual forma parte de la Sierra Madre Oriental.
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1. Distrito Federal
Gy 1 2. Morelos

Hayarit [§8 Gl 3. Tlaxcala

; 4. Queretaro

5. Aguascalientes

6. Colima

Figura 3: Mapa de distribucion de Neobuxbaumia mezcalaensis en los

estados de la Republica Mexicana (basado en Arias, et al., 1997).

1.3.5. Importancia y Polinizadores

Es muy comun su uso como cercas vivas, madera para tejados, y forraje para
el ganado, ademas sus flores y frutos son comestibles (Arias, 1993; Casas, ef al.,
1999), sin embargo, su importancia mas relevante es la ecolégica, ya que dentro de
las tetecheras (término genérico para los bosques de cactaceas columnares) se
encuentra el mayor nimero de especies de aves registradas en este tipo de
ecosistemas (90 especies); dentro de las cuales existen especies tanto frugivoras
como nectarivoras (Archilochus colubris, colibri) que se alimentan de los frutos y el
abundante néctar de las cactaceas; las cactaceas columnares constituyen un
recurso importante para muchas especies (Arizmendi y Espinosa, 1996), tanto de
aves como de mamiferos, y aunque se ha observado que varias especies de aves e
insectos pueden transportar el polen se ha indicado que los principales polinizadores
son tres especies de murciélagos, de las cuales, la mas frecuentemente observada
es Leptonycteris curasoae, seguida de Choeronycteris mexicana y Leptonycteris
nivalis, en menor proporcion (Valiente-Banuet, ef al., 1997); los cuales exhiben una
relacion mutualista de polinizacion y dispersion con muchas especies de cactus
columnares (Howell y Roth, 1981; Alvarez y Gonzalez-Quintero, 1570; Arita y

Cevallos, 1991; Valiente-Banuet, ef al., 1996), estos murciélagos son considerado
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como una especie migratoria (Barbour y Davis, 1969; Cockrum y Petryszyn, 1991)
que distribuye desde el Sudoeste de los Estados Unidos, hasta el Salvador. En
México se presentan en habitats subtropicales y secos por toda la vertiente del
Pacifico penetrando hacia la regiéon central. Su gradiente altitudinal va de 2400m a
1700m, sin embargo, resulta mas factible su presencia en altitudes menores a los
1700m (Cockrum y Petryszyn, op. cit.; Arita y Cevallos, 1991).

Debido a que N. mezcalaensis se describié recientemente, en diversas
ocasiones a sido reclasificada y cambiada de género, se conoce muy poco de su
biologia y debido a que las poblaciones naturales sufren constantes reducciones que
las llevan a encontrarse en peligro o amenazadas; es importante conocer la
naturaleza genética de esta especie que ademas de ser endémica de nuestro pais,

dentro de su género es la mas ampliamente distribuida.

1.4 TECNICAS MOLECULARES

El uso de las técnicas moleculares ha facilitado la elucidacion de una gran
variedad de posibilidades, aplicaciones y ventajas que brinda el analisis de los
organismos desde el punto de vista genético, ya que permite determinar varios
aspectos relacionados con la sistematica, taxonomia, flujo génico, especiacion,
variabilidad geneética y niveles de perturbacién que tienen los individuos de una
comunidad determinada (Waugh y Powell, 1992). Han permitido observar una gran
variabilidad genética en poblaciones naturales (Lenay, 1994; Hartl y Clark, 1989);
ademas de elucidar las estrategias de supervivencia que adoptan.

Un marcador de DNA es una técnica que permite detectar variabilidad
genética producto de mutaciones presentes en el DNA. En la actualidad existen
diversos métodos para el estudio variabilidad genética, sin embargo, hasta la década
de los 60's se contaba con muy pocas técnicas para determinar la variacion genética
que se basaban en caracteres morfolégicos, no obstante, la mayor variacién es la
que no se ve y se encuentra expresada en el genotipo.
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Estas técnicas se clasifican en:

Proteinas de reserva

MARCADORES BIOQUIMICOS

MARCADORES GENETICOS §

MARCADORES BASADOS EN ANALISIS
DE PRODUCTOS DE RESTRICCION

Fragmentos de Restriccién Polimérficos (RFLP)

\ MARCADORES DE ADN

MARCADORES BASADOS EN ANALISIS
DE PRODUCTOS DE AMPLIFICACION DE PCR

s ias polimérficos de ADN amplificadas al azar (RAPD)
Frag de iccion polimérficos amplificados (AFLP)
Minisatélites y Microsatélites

Una de las primeras técnicas son las proteinas de reserva, que se estudian
mediante: centrifugaciéon, cromatografia, analisis de aminoéacidos y electroforesis;
tanto en geles de almidén como de poliacrilamida, debido a que las proteinas
carecen de actividad enzimatica son detectadas en gel por medio de técnicas de
tincion. Esta técnica se basa en el hecho que las proteinas de diferentes individuos,
poblaciones y especies son homélogas y que al separarse en un gel, producen
bandas similares o diferentes. Los estudios genéticos han demostrado que los
patrones de bandeo de las proteinas de reserva son heredados como caracteres
discretos y en forma codominante, observandose en algunos casos un efecto
materno. El nUmero de genes que controlan estas caracteristicas es reducido y varia
de acuerdo a la especie. Como marcadores bioquimicos las proteinas de reserva
tienen una baja influencia ambiental, aunque existen algunas excepciones, y
permiten un analisis rapido por un método simple. Las variaciones en los patrones
electroforéticos pueden deberse a sustituciones, inserciones y pérdidas de
nucleétidos. Sin embargo, las diferencias también pueden ser causadas por
modificaciones pre y post transcripcional y/o traduccional (Becerra, 2000).
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En los afos 70's con el avance tecnologico del uso de geles de almidén y la
tincion histoquimica de las proteinas, se descubrieron las isoenzimas, formas
proteicas multiples que catalizan una misma reacciéon dentro de un organismo. El
efecto de modificaciones alélica es detectado a través de un cambio en la migracién
electroforética. La sensibilidad electroforética hizo que esta técnica revolucionara los
estudios de diversidad genética en diversas especies. La técnica consiste en el
macerado en crudo de diversos tejidos para obtener la proteina; posteriormente se
emplea una matriz permeable (almidén) que mediante una electroforesis logra la
separacion de las moléculas en base a la carga eléctrica neta, peso molecular,
seguido de una tincién histoquimica. La migracion electroforética logra separar
enzimas codificadas por familias de genes, llamados isoenzimas que son productos
de diferentes alelos de un mismo gen (Machado, et al., 1993)

Sin embargo, el desarrollo tecnolégico basado en el DNA (Acido
Desoxirribonucleico) ha permitido un gran y rapido avance en el numero de
marcadores, entre los que destacan los basados en fragmentos de restriccion RFLP
(longitud de fragmentos de restriccién polimoérficos), como los que se basan en
productos de PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa), que han dado origen a
multiples variantes tales como: La amplificacion aleatoria del DNA polimérfico
(RAPD), Fragmentos Polimérficos de DNA Amplificados (AFLP), minisatélites
(VNTR) y microsatélites (SSR), entre otros (Becerra, op. cit.).

Dentro de los marcadores de DNA los RFLP's, que se basan en el analisis
de productos de restricciéon, permiten estudiar el genoma con una mayor cobertura al
incluir secuencias codificadoras y no-codificadoras del DNA (exones e intrones). Esto
permite detectar con mayor eficiencia cambios genéticos puntuales, comparado con
las proteinas. Permiten la visualizacién de un gran nimero de marcadores, no son
afectados por el medio ambiente y pueden ser analizados en cualquier etapa de
desarrollo. La técnica se basa en la digestion del DNA total (genémico) de un
individuo con diferentes enzimas de restriccion. Los RFLPs son heredados en forma
Mendeliana simple, y su expresién es codominante, permitiendo detectar los hibridos
y estudiar el flujo génico entre poblaciones. El nivel de polimorfismo que esta técnica
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puede detectar depende en gran medida de la naturaleza de las sondas empleadas,
de las enzimas de restriccién utilizadas y de la complejidad y tamafio del genoma de
la especie en estudio (Becerra, op. cit.).

Por otro lado, los marcadores basados en Productos de PCR son mas
diversos, por ejemplo, una de las principales técnicas de multiples aplicaciones dentro
de la Genética de poblaciones son los marcadores moleculares RAPD’'s (Random
Amplified Polymorphic DNA) desarrollada a partir de 1990 por dos grupos
independientes (Welsh y McClelland, 1990; Williams, et al.,1980) como un método
que propone la utilizacién de iniciadores (“primers") arbitrarios para obtener
marcadores moleculares en cualquier tipo de genoma aplicando la técnica de la PCR,
la cual puede ser aplicado para detectar polimorfismos (expresados como bandas
separadas por electroforesis) en una amplia variedad de organismos usando
diferentes iniciadores de secuencias arbitrarias. Por lo que el método no requiere de
un conocimiento previo del genoma que se desea estudiar. Los iniciadores
preferiblemente deben pertenecer a grupos estandar ya conocidos para facilitar la
comparacion de resultados entre laboratorios y que tengan alrededor de 20 pares de
bases. Welsh y McClelland (1990) denominaron el método “arbitrarily primed PCR"
(AP-PCR) mientras que Williams, et al,1990, lo denominaron como “Random
Amplified Polymorphic DNA" (RAPD) y a los polimorfismos que se producen proponen
llamarlos “marcadores RAPD". Esta metodologia destaca como un proceso simple
basado en la amplificacién de DNA genémico con iniciadores (uno por reaccién PCR)
de secuencia de nucledtidos arbitraria, que detecta polimorfismos que funcionan
como marcadores genéticos. A diferencia de Welsh y McClelland, los iniciadores
propuestos por Williams, et al., 1990, tienen sélo 9 é 10 nucleétidos de longitud y una
composicion en G+C de entre 50% y 80%. Cada iniciador amplifica por PCR varios
segmentos de DNA (detectados por electroforesis en gel de agarosa tefido con
bromuro de etidio) y en muchos de ellos aparecen polimorfismos entre las especies
analizadas (tanto de organismos procariotas como de eucariotas). Una importante
particularidad que presentan los marcadores RAPD es su caracter dominante, ya que
no es posible distinguir cuando un segmento de DNA ha sido amplificado a partir de
un locus heterocigoto (+/-) u homocigoto (+/+) (Staub y Serquen, 1996).
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El método RAPD (como se conoce actualmente) (figura 4) es ampliamente
aplicado, por su simplicidad y bajo costo, no requerir de marcadores radioactivos y
utilizar cantidades minimas de DNA. El polimorfismo detectado puede deberse a un
simple cambio de un par de bases, inserciones o deleciones, que modifican o
eliminan el sitio de acoplamiento del “primer”. Debido a su “herencia dominante”, los
marcadores RAPD se expresan como presencia o ausencia de un producto
amplificado, lo cual se traduce en una pérdida de informacion si se les compara con
marcadores heredados como “codominantes”, como es el caso de las isoenzimas.
Sin embargo, los RAPDs proveen una enorme fuente de datos y por lo tanto pueden
ser mas informativos acerca de la estructura de las poblaciones y su diversidad
genética que las isoenzimas (Campbell, et al., 1999).

Una de las principales preocupaciones que se suscitd para la aplicacion del
método RAPD fue la reproducibilidad los resultados obtenidos. Para poder garantizar
la reproduccidon de los resultados, al iniciarse un estudio con aplicacion de este
método, deben establecerse las condiciones 6ptimas de trabajo en los dos pasos
fundamentales del proceso: extraccién y amplificacion del DNA, en el caso de la
extraccion existen protocolos bien establecidos para la extraccion del DNA de tejidos
vegetales (Doyle y Doyle, 1990; Guillemaut y Maréchal-Drouard, 1992; Luo, et al.,
1992; Thomson y Henry, 1993).

-14 -



Introduccion

DNA

_ Primer’s

:-."." o / ': o
Taq Polimerasa "y / Nucleétidos

Tubo de reaccion con
Buffer apropiado

Reaccion en
l termociclador

s

Genotipo 1 ﬂ" Genotipo 2
3

D
- - _I

Electroforesis en gel de Agarosa

Figura 4: Técnica de RAPD's

En el caso de la aplicacién del método RAPD se ha sugerido que las
sustancias contaminantes que precipitan junto al DNA en el etanol son una de las
primeras causas de la falta de reproducibilidad en los resultados, debido a que estos
contaminantes pueden afectar la insercién efectiva del iniciador (Micheli, et al.,
1994). Por lo que se debe de realizar una estandarizacién del protocolo de
amplificacion para establecer las concentraciones éptimas, de acuerdo al material a
utilizarse; Mg2+, enzima Taq DNA Polimerasa, el iniciador y el DNA. Una vez
estandarizadas las condiciones, éstas deben mantenerse invariables durante todas
las reacciones PCR en las cuales se utilice el material biologico para el cual fueron

=485



Introduccion

establecidas, en cuyo caso dichas precauciones no parecen garantizar un 100% de
reproducibilidad de los resultados, aunque Skroch y Nienhuis (1995), sostienen que
esta depende estrechamente de la uniformidad en las condiciones de amplificacion
de los experimentos.

Otra de las técnicas basada en el método de reaccion de PCR son los AFLP’s
(Polimorfismos en longitud de fragmentos amplificados), los cuales desarrollo
Zabeau en 1993. Esta técnica combina la especificidad, resolucién y poder de
muestreo de la digestion con enzimas de restriccién con la velocidad y practicidad de
deteccion de polimorfismo via PCR. Una de las mayores ventajas de esta técnica es
que en una sola reaccion se pueden identificar alrededor de 50 loci (Zabeau, op.
cit.).

Al igual que RAPD, el AFLP son heredados dominantemente. Esto quiere
decir que no es posible distinguir si una banda en el gel es resultado de la
amplificacion de uno (+/-) o de dos alelos (+/+).

Las secuencias de DNA de mini (VNTR) y microsatélites (SSR) son dos
técnicas de secuencias de repetidos que se presentan en eucariontes. Estas se
encuentran repetidas en “tandem” (sucesivamente) y dispersas a través del genoma
representando muchos loci. Cada locus tiene distinto nimero de repetidos variable,
asociandose de esta manera a alelos especificos de alta variabilidad. Los
minisatélites son usados como sondas de secuencias simples repetidas, la técnica
es de alta reproducibilidad, aunque requiere de un proceso de clonacién previo de la
sonda, ademas, se requiere de un DNA de alta calidad para el proceso de restriccion
y transferencia (Southern Blot) e hibridacion con la sonda, generalmente marcada
radioactivamente y finalmente de la visualizacién de los productos de hibridacién se

efecttia mediante la exposicién a una pelicula de rayos X.

La segunda categoria de secuencias repetidas son los microsatélites. Estos
son secuencias de 1 a 5 nucledtidos repetidas en tandem y existen en forma

abundante en plantas. Mediante los microsatélites se puede medir la diversidad
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entre genotipos amplificando mediante PCR la regién del ADN genémico que
contiene estas secuencias repetidas. Las regiones que contienen secuencias
sencillas repetidas son amplificadas individualmente a través de PCR a partir de un
par de partidores especificos, de 20 a 30 bases, complementarias a las secuencias
unicas que flanquean el microsatélite. Los segmentos amplificados a partir de estos
sitios presentan un extenso polimorfismo resultante de la presencia de diferentes
numeros de elementos repetidos. Asi, cada "isla" microsatélite, independientemente
del elemento repetido (CA, TG, ATG, etc.) constituye un locus genético altamente
variable, multialélico, de gran contenido informativo. Cada segmento amplificado de
diferente tamario representa un alelo distinto del mismo locus.

Aunque, el uso de marcadores bioquimicos y moleculares es limitado por el
costo de los reactivos, y en algunos casos por el elevado costo de los equipos, los
avances técnicos que estas tecnologias han alcanzado en los ultimos afos los hacen
mas accesibles a los genetistas y a los programas de mejoramiento. La eleccion del
marcador a usar depende de los objetivos del estudio, del costo y de las
caracteristicas que cada uno de ellos presenta (Cuadro 2).

Cuadro 2: Caracteristicas Generales de los Marcadores Genéticos
(tomado de Becerra y Paredes, 1999).

CARACTERISTICA PROTEINA  ISOENZIMA RFLP RAPD VNTR AFLP SSR
Polimorfismo a-lto bajo bajo- alto medio- alto medio- alto medio- alto medio- alto
Estabilidad alta moderada alta alta alta alta alta
Ambiental

Ndmero de bajo medio alto alto alto alto alto
Loci

Segun Ferreira y Grattapaglia (1989), en las Gltimas décadas se ha observado
un notorio aumento en el uso y aplicacién de los marcadores genéticos para estudios
de diversidad genética. Algunos de estos tienen diferentes bases moleculares, pero
todos estan enfocados a determinar la organizacion de la estructura genética en las

poblaciones naturales y cultivadas. Revelan la similitud entre y dentro de las
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poblaciones, evitando el efecto ambiental observado en los andlisis morfoldgicos.
Estimar la variabilidad entre los individuos y entre las poblaciones es de gran utilidad
en los programas de mejoramiento genético y conservacion, ya que permite ademas
de conocer la organizacion del material genético, realizar una seleccion adecuada de
los genotipos superiores que complementada con datos fenotipicos y agronémicos
permite desarrollar poblaciones mejoradas o mejor representada.

1.5. GENETICA DE POBLACIONES

La variabilidad genética se ilustra mediante la genética de poblaciones que es
un método cuantitativo y predictivo, el cual trata de explicar los procesos de
adaptacién y ayuda a entender los procesos de especiacion (Hartl y Clark, 1989)
mediante el analisis de los cambios en las frecuencias alélicas (evolucion). Por lo
tanto, cualquier fuerza o fenémeno que genere cambios en las frecuencias alélicas
genera evolucién. Este tipo de estudios se encuentran ubicados dentro del estudio
de la microevolucion y junto con la ecologia son una de las pocas disciplinas
biolégicas que cuentan tanto con un desarrollo teérico como con uno observacional
(Lewontin, 1974)

El desarrollo de la genética de poblaciones se basa en las leyes y teorias
Mendeliana y Darwiniana; asi como los modelos matematicos y estadisticos de
Fisher y Wright, entre otros, que actualmente constituyen la teoria Neodarwiniana
(Clark, 2000).

Los cambios microevolutivos dentro de las poblaciones son generados por las
fuerzas evolutivas tales como: mutacion, deriva génica, migraciéon y seleccion
natural. Estas mismas fuerzas son las responsables de las variaciones (aumento o
disminucién) en las frecuencias alélicas; y son estas variaciones de las que son
cuantificadas dentro de la estructura génica, lo que permite determinar y predecir el
estado actual de las poblaciones, hacer predicciones o reconstruir su historia
evolutiva (Wallace, 1974).
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Las principales herramientas de esta disciplina fueron planteadas por Hardy y
Weinberg los cuales establecieron en términos algebraicos el comportamiento de las
frecuencias alélicas a través del tiempo bajo el supuesto de la ausencia de fuerzas
evolutivas (mutacién, deriva génica, migracién y seleccion natural) Estableciendo la
ley del equilibrio de Hardy-Weinberg, la cual evalia lo que sucederia si no existiera
evolucion y predice que:

D= p1
H=2pq
R= q?

Donde D es la frecuencia genotipica de los homocigotos AA, H es la
frecuencia genotipica de los heterocigos Aa, R es la frecuencia de los homocigos
recesivos aa, p es la frecuencia del alelo dominante A y q la frecuencia del alelo

recesivo a ; para lo que se establece la siguiente igualdad
D+H+R= 1, es decir, (p*+2pq+q® )=1

Esta ley nos permite establecer el efecto de las fuerzas evolutivas mediante
las proporciones de las frecuencias alélicas. Este caso hipotético esta sustentado en
una serie de supuestos, como son: Que los organismos dentro de la especie se
aparean todos con todos, y de manera aleatoria (panmixia), que el tamario de la
poblacién es infinito, que las generaciones no se sobrelapen y que el material
genético de los organismos no sufra alteraciones (no hay mutaciones), lo que
permite que las frecuencias alélicas sean constantes y se traduciria en la ausencia
de evolucion, aunque esto no se observa dentro de las poblaciones naturales. Es
aqui donde entra el marco observacional y la predicciéon tratan de explicar los
fenomenos que han llevado a la poblacién a su estado actual (Loveless y
Harmick,1984).

Sus principales aplicaciones son la comprensién y prediccién de los procesos
evolutivos, reconstrucciones filogenéticas, asi como describir la estructura espacio
temporal de las poblaciones (Wallece, op. cit.).
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1.6. DIVERSIDAD MORFOLOGICA Y GENETICA

1.6.1 Diversidad morfolégica

La variacion morfolégica o fenotipica esta ampliamente descrita y estudiada
desde los primeros naturistas, sin embargo la mayor variacion es la que no se ve y
se encuentra expresada en el genotipo. Esta variacion es regida por las bases
genéticas y moldeada por los aspectos y condiciones ambientales, los cuales,
pueden lograr que individuos genéticamente iguales en condiciones diferentes
expresen caracteristicas morfolégicas muy diferentes, lo cual puede atribuirse a la
plasticidad fenotipica. Es aqui donde deben de integrarse los aspectos cuantitativos
y observacionales dentro de la genética de poblaciones en las predicciones sobre el
estado espacio temporal de las poblaciones.

1.6.2 Diversidad genética

El estudio moderno de los procesos evolutivos esta basado en comprender
los niveles de variacion genética, los procesos por los cuales esta se origina y los
factores que alteran los patrones de variaciéon en las poblaciones (Futuyama, 1998).
La variacién genotipica es un estimador proporcional de los loci polimérficos,
denominada como P y es una medida directa de la variacion entre individuos,
familias, géneros o especies.

1.7. FUENTES DE VARIACION GENETICA

La variabilidad genética expresada en los organismos diploides se
fundamenta en el principio de Hardy-Weinberg, el cual establece que en las
poblaciones panmiticas y en ausencia de fuerzas evolutivas las frecuencias alélicas
permanecen constantes y no hay evolucién (Futuyama, op. cit. ). Estas fuerzas estan
constituidas por: la seleccién natural, la migracién, la deriva génica, la endogamia y
la mutacién, que expresan su efecto en el genotipo de las poblaciones y por tanto
logran modificar las frecuencias alélicas y por tanto la variacién. La manera como se
distribuye la variacién genética dentro y entre poblaciones constituye su estructura
genética. Describir la estructura genética de las poblaciones es el paso previo para
comprender como las fuerzas evolutivas han actuado en la evolucién de estas
poblaciones (Loveless y Harmick, 1984).
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1.7.1_La seleccidn natural es basicamente un proceso que ocurre cuando

existe una sobrevivencia y reproduccion diferencial de genotipos; es decir, cuando
los genotipos difieren en su habilidad para sobrevivir y reproducirse en un ambiente.
Como resultado las frecuencias alélicas pueden cambiar gradualmente o
permanecer estables promoviendo una mayor adaptacion al ambiente (Hartl y Clark,
1989).

1.7.2 La deriva génica es una fuerza por medio de la cual hay fluctuaciones
impredecibles de las frecuencias alélicas de una poblacién, es decir, es un cambio
en el reservorio génico que ocurre como resultado del azar. Los genetistas de
poblaciones y otros bidlogos evolutivos generalmente concuerdan en que la deriva
génica desempefia un papel determinante en el curso evolutivo de las poblaciones.
Sin embargo, su importancia relativa, comparada con la de la seleccién natural, es
un asunto que se debate. Hay cuando menos dos situaciones en las cuales se ha
demostrado su importancia.

1.7.24 El efecto fundador: En el cual, una poblacién pequefia que deriva por
bifurcacion de una mas grande puede ser no representativa genéticamente de esta
dltima. Algunos alelos raros pueden estar representados en exceso o perderse por
completo. En consecuencia, cuando la poblacién pequefia aumenta de tamario,

tendra una composicién y un reservorio genético diferentes al del grupo de origen.

1.7.2.2 El cuello de botella de la poblacién: aparece cuando el nimero de
miembros de una poblacion se reduce drasticamente por un acontecimiento que
tiene poca o ninguna relacion con las fuerzas habituales de |a seleccién natural. Un
cuello de botella en una poblacion no soélo tiende a eliminar por completo algunos
alelos, sino también a que otros estén representados excesivamente en el reservorio

génico.

Debido a que el tamaiio de las poblaciones restringidas es generalmente bajo,
la deriva génica es la principal causa de la pérdida de diversidad.
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La dispersion de las frecuencias alélicas, producida en la deriva es mayor
cuando el nimero de individuos es muy reducido, y por lo tanto, la deriva puede
considerarse como presente en todas las poblaciones naturales cuyo tamano
poblacional es pequefio y /o poblaciones que han pasado por un cuello de botella. La
deriva génica se asemeja considerablemente a la endogamia ya que en ambos
casos se produce una deficiencia de heterocigosidad (Futuyama, 1998).

1.7.3 La _endogamia es un fendmeno que reduce la frecuencia de
heterocigos e incrementa la frecuencia de homocigos dentro de una poblacion
(Futuyama, op. cit.). Los efectos en las frecuencias genotipicas son especialmente
evidentes en especies de plantas que practican la autopolinizacion, ya que la
autopolinizacién reduce la heterocigosidad (Futuyama, op. cit.). La endogamia puede
ser ocasionada también por cruzas entre parientes, motivada por un numero
pequefio de individuos efectivos, que contribuyen a la reproduccion en poblaciones
naturales (Ellstrand y Elam, 1993).

1.74 La migracion o flujo génico puede contrarrestar el efecto

homogenizador entre las distintas poblaciones y si esta continua por mucho tiempo,
paulatinamente las poblaciones seran mas idénticas (Futuyama, 1998). Este proceso
depende de dos cosas: A) la tasa de migracion (m), definida como la proporcion de
individuos que llegan a la poblacién; y B) la frecuencia alélica de los individuos
migrantes. El flujo génico puede aumentar la variabilidad genética existente de una
poblacién y dicha variacion puede ser importante desde el punto de vista selectivo,
sin embargo, la migracion puede también introducir genes adaptados a otras
condiciones y en consecuencia disminuir la adaptacién promedio de la poblacién
(Slatkin, 1987). El movimiento de genes entre poblaciones tiene una influencia
significativa sobre la estructura genética de las poblaciones. Las altas tasas de flujo
génico incrementan los tamaros efectivos de la poblacion y reducen la diferenciacion
genética entre poblaciones, que podria darse por procesos de deriva génica o
seleccion. De esta forma, las especies con mayor flujo génico muestran una menor
diferenciacion entre poblaciones que las especies con un flujo génico restringido
(Hamrick y Godt, 1989).
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1.7.5 La mutacion es una de las fuerzas mas importante ya que es la fuente
original de la variacién, sin embargo, las tasa de mutacién en la naturaleza son muy
bajas: en promedio un locus presenta una tasa cercana a 10® a 10”° mutaciones por
gameto por generacion, mientras que la tasa de mutaciéon promedio para pares de
bases es de aproximadamente 10°. Por lo que, la mutacion es una fuerza que
produce pocos cambios en las frecuencias alélicas (Futuyama. 1998).

1.8 DISTRIBUCION AMPLIA vs. RESTRINGIDA

Aunque son pocos los estudios comparativos con especies de diferente
rangos de distribucion geografica, en plantas se sabe que las especies con una
distribucién mas restringida, tales como las endémicas (Kruckeberg y Rabinowitz,
1985; Hamrick y Godt, 1996) o especies que en el pasado han presentado
problemas reproductivos o incluso un cuello de botella (Eguiarte y Pifiero, 1990)
llegan a presentar patrones de diversidad genética bajos, comparados con especies
que presentan una distribucién mas amplia (Karron, 1987; Waller, et al., 1987).

En estos casos se deben de combinar los datos genéticos con otro tipo de
estudios ecolégicos de los habitats para tratar de comprender los bajos niveles de
variacion que pueden deberse a lo especifico del habitat de las especies, problemas
en la dispersién de las semillas e incluso ausencia del o los polinizadores. Por su
parte, Hamrick, ef al., (1979) aseguran que los factores histéricos pueden explicar de
mejor manera los niveles de variacion de especies con diferentes tipos de
distribucién geografica. Por el contrario, Patrick (1980, citado en Clark, 2000) sugiere
que las especies restringidas en ocasiones tienen una mayor variacién genética
dentro de sus poblaciones que especies de amplia distribucién. Debido a que estas,
pueden tener una mayor adaptacion local al ambiente, que contribuye a que sus
poblaciones sean genéticamente diversas.

Existen excepciones en las que se observa mayor variacién genética en
especies con distribucion restringida, como por ejemplo en los estudios realizados

por Systsma y Schaal (1985) con cuatro especies de habitat restringido y una de

-5



Introduccion

amplia distribucion del género Lisianthius, ellos encontraron que las especies
restringidas presentan mayor variabilidad en términos de polimorfismo y niumero de
alélos por locus, con respecto a las especies de amplia distribucion en la que no se

detecto variacion en ninguno de los loci analizados.

1.9 ANTECEDENTES

A pesar de que son pocos los estudios comparativos entre especies cercanas
filogenéticamente y con distribuciones geograficas constantes, se ha observado que
el patron encontrado generalmente es de mayor diversidad genética en especies
mas ampliamente distribuidas, con relacién a especies de habitat restringido (Karron,
1987). Por ejemplo, Pleasants y Wendel (1989) encontraron que la especie
Erythronium albinum presenta mayor diversidad genética que la especie endémica E.
propullans. Sin embargo, existen excepciones en las que se observa mayor variacion
genética en especies con distribucion restringida, como por ejemplo en los estudios
realizados por Systsma y Schaal (1985) con cuatro especies de habitat restringido y
una de amplia distribucion del género Lisianthius, ellos encontraron que las especies
restringidas presentan mayor variabilidad en términos de polimorfismo y nimero de
alélos por locus, con respecto a las especies de amplia distribuciéon en las que se
detectdé muy poca variacién entre los loci analizados.

El enfoque que ha sido usado para estimar el efecto de caracteristicas
ecologicas sobre la estructura genética de plantas es la comparacion de especies del
mismo género que difieren en uno a mas atributos ecolégicos (Clark, 2000).

En la actualidad, el método RAPD ha sido ampliamente utilizado para
determinar los niveles y modelos de diversidad genética tanto en especies sexuales
como clonales (individuos genéticamente idénticos). Chalmers, ef al, (1992)
realizaron un trabajo pionero sobre la utilizacion de los marcadores RAPD para
estimar la variacion genética intra e interpoblacional en poblaciones naturales del
género Gliricidia, arbol leguminoso americano, de fertilizacion cruzada (alégamo), de
multiples usos, como un requisito para optimizar estrategias de muestreo y
conservacion de recursos genéticos; encontrando en este caso una alta diversidad
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interpoblacional mayor que la intrapoblacional.

Un estudio de variacién intra e interpoblacional realizado por Nebauer, ef al,,
(1999) utilizando marcadores RAPDs en la especie medicinal Digitalis obscura
(especie también alégama), mostro que la mayor variacion ocurria entre individuos

dentro de las poblaciones, que segln los autores es lo esperado en especies con
fertilizacion cruzada.

En un analisis de variacion genética entre diferentes poblaciones de la conifera
Picea mariana en Canada (Isabel, ef al., 1995) en el cual, los autores reportan una
total congruencia entre los estimados de diversidad genética obtenidos tanto por
datos isoenzimaticos como por los loci RAPDs. En un estudio similar, Porebski y
Catling (1998) al comparar dos subespecies norteamericanas y una sudamericana de
Fragaria chiloensis encontraron por medio de RAPDs, que la mayor diversidad
genética se encuentra en las poblaciones de la subespecie canadiense, sugiriendo
que el germoplasma de la Fragana silvestre canadiense debe ser protegido y utilizado
para mejorar los cultivos.

En ofros estudios se analiza la cosegregacién de marcadores RAPD (en F2)
junto con caracteres fenotipicos contrastantes, para encontrar genes relacionados
con la evolucion fenotipica, como es el caso de la especie Asteracea Microseris
pymeaea de aparicion reciente (Van Houten, et al., 1994).

El mayor campo de aplicacién de los RAPD a nivel intraespecifico ha sido en
poblaciones de plantas cultivadas. Este método ha servido miiltiples veces en la
separacion e identificacion de cultivos, como por ejemplo, en coles (Brassica
oleracea) (Kresovich , et al., 1992, Divaret, ef al., 1999), crisantemos (Dendranthema
grandiflora) (Wolf y Peters-Van Rijn, 1993) y chicharos (Pisum sativum) (Samec, et
al., 1998). Ademas, ha permitido evaluar las relaciones genéticas, por ejemplo, entre
cultivos (ancestrales, modernos, regionales) y poblaciones naturales indigenas del
tomate (Lycopersicon esculentum) (Williams, 1993); entre subespecies y cultivos de

arroz (Oryza sativa) de tierras altas, adaptados a sequia y tierras bajas, adaptados a
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humedad (Yu y Nguyen, 1994) y entre variedades de maiz (Zea mays) desarrolladas
por culturas agricolas nativas norteamericanas de la region de “Las Grandes
Planicies" (Moeller y Schaal, 1999).

Para cactaceas, son pocos los estudios que se han realizado utilizando
marcadores moleculares, y se limitan casi todos a aspectos morfolégicos, fisiolégicos
o ecologicos como en el estudio realizado por Bernal y Terrazas (1997), en el cual
hizo un estudio de comparacion anatémica de Neobuxbaumia tetetzo, de Zapotitlan
de las Salinas, Puebla, que puede ser afectada por factores genéticos, geograficos y
ecolégicos, encontrando diferencias entre individuos que crecen en regiones
contrastantes y las diferencias de individuos de una misma zona, indican que las
caracteristicas estan asociadas a la edad de los individuos. Vite, et al., (1997),
estudiaron individuos que parecian combinar caracteristicas de las dos especies de
cactaceas columnares mas conspicuas del Valle de Zapotitlan, Puebla:
Chephalocereus columna trajani y N. tetetzo, por lo que realizaron un estudio
morfométrico de individuos de las dos especies y de sus supuestos hibridos,
comprobando su hipétesis.

Guzman y Aranda (1997), analizaron el porcentaje de germinacion y latencia
de diversas cactaceas entre ellas N. fetefzo a diferentes temperaturas, encontrando
que las semillas guardan estrategias para germinar cuando las condiciones son
adecuadas. Rojas, et al., (1996), en camaras de germinacion estudiaron el efecto de
la temperatura en siete especies de cactaceas columnares como N. tefetzo y cuatro
biznagas, para conocer el efecto de las fluctuaciones de temperatura que se
presentan en diferentes épocas del afio en el sitio de estudio, reportando que las
especies columnares tienen un rango mas amplio de respuesta y que son mas
tolerantes a las bajas temperaturas que las biznagas.

Clark (2000) realizé un estudio sobre la estructura genética de dos cactaceas
columnares del desierto sonorense: Stenocereus gummosus y S. eruca (Cactacea).
Esparza, et al., (1997), realizaron un estudio poblacional de N. macrocephala, para

analizar su estado de conservacion en base a su densidad, encontrando que el 74%
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de los individuos son plantulas, lo que genera una tasa de crecimiento positiva.
Godinez-Alvarez (2000), estudié la demografia de N. tetefzo en el Valle de
Tehuacan, Puebla, reportando que estadisticamente esta poblacién se encuentra en
equilibrio, para N. macrocephala y Esparza, et al. (1999) realizaron un estudio de

dinamica poblacional en el mismo lugar.

Algunos de los primeros estudios sobre variabilidad genética que se han
realizado con marcadores moleculares en el género Neobuxbaumia son los
realizados en el laboratorio de Bioquimica Molecular en la Unidad de Biotecnologia y
Prototipos (UBIPRO) de la FES lztacala, UNAM, por Martinez-Garcia, et al. (enviado)
y Alejos (2002) en las especies N. tetetzo y N. macrocephala respectivamente. En
donde se encontraron niveles de diversidad genética superiores a los esperados
para especies endémicas de distribucion restringida y en el caso de N. tetefzo, se
encontrd que las poblaciones se encuentran en proceso de estructuracion, en el
cuadl, el flujo de la informaciéon genética solo ocurre dentro de los sitios en donde se
distribuye.

Por lo que en el presente trabajo se planteo la siguiente hipétesis y objetivos:
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2 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 HIPOTESIS

A pesar de que son pocos los estudios comparativos entre especies cercanas
filogenéticamente y con distribuciones geograficas constantes, se ha observado que
el patrén encontrado generalmente es de mayor diversidad genética en especies
ampliamente distribuidas con relacion a especies de habitat mas restringido y
presentan mayor diversidad genética que las especies endémicas. Por lo que para
N. mezcalaensis, debido a su mayor distribucion, se espera encontrar un patron de
mayor diversidad genética con respecto a sus congéneres N. tetefzo y N.
macrocephala, analizados anteriormente y que presentan una distribucion mas

restringida.

2.2 OBJETIVO GENERAL

Estimar el grado de variabilidad genética de la cactacea columnar
Neobuxbaumia mezcalaensis en las localidades del Valle de Tehuacan-Cuicatlan y

la cuenca del rio Balsas, mediante marcadores moleculares tipo RAPD'’s.
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2.3 OBJETIVOS PARTICULARES

. Estandarizacion del analisis de polimorfismos genéticos utilizando técnicas
moleculares RAPD's, en fragmentos de costila de los organismos

muestreados.

. Comparar la diversidad genética inter e intrapoblacional de N. mezcalaensis
mediante indice de Shannon.

Determinar el flujo génico y la estructura poblacional de N. mezcalaensis por

medio del Analisis de Varianza Molecular.

. Realizar comparaciones de los parametros de diversidad de N. mezcalaensis
en los diferentes sitios muestreados.

. Realizar comparaciones entre diferentes especies a partir de los valores de

diversidad. ‘ZT.

Realizar correlaciones de los parametros biolégicos y edaficos con los datos
genéticos.

UNAM. FES
IZTACALA
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 ZONA DE ESTUDIO

Para la realizacion del presente trabajo se seleccionaron 6 localidades
comprendidas entre los 18 y 21° de latitud Norte; en esta franja se localizan dos zonas
importantes, la cuenca del Rio Balsas y el Valle de Tehuacan-Cuicatlan (figura 5) que
son considerados el centro de diversificacion de las cactaceas (Arizmendi y Espinosa,
1996). Tanto el Valle de Tehuacan-Cuicatlan como la cuenca del Balsas son regiones
cdlidas semiaridas que se caracterizan por una alta concentracion de endemismos y

porque las cactaceas columnares constituyen el elemento dominante del paisaje
(Rzedowski, 1978).

© puebla
® * lzucar de
Matamoros
. - £ 1-Tepenene
. Sénbaga el 2-Nuevos Horizontes
Er— - T;r Chazupriba 3-Chazumba
,'"‘-.fl '---' 4-San Juan Raya
e : LHuajuapan de 5-San Lucas
Guerrero; Oaxaca Leén 6-Rio Salado

Figura 5: Mapa de la zona de estudio, ubicacion geografica de los sitios de
colecta en el Valle de Tehuacan-Cuicatlan y la Cuenca del Rio Balsas.
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Se colectaron un total de 100 individuos adultos de N. mezcalaensis en 10
cuadrantes de 6 diferentes poblaciones, dentro del Valle de Tehuacan—Cuicatlan, en
San Juan Raya se muestrearon tres cuadrantes (SJR1, SIR2 y SJIR3); en San Lucas
dos cuadrantes (SL1 y SL2) y en las riberas del Rio Salado dos cuadrantes (RS1 y
RS2) y para la Cuenca del Rio Balsas se realizaron muestreos en tres localidades;
Tepenene (T), Nuevos Horizontes (NH) y Santiago Chazumba (CH). El nimero de
Individuos y cuadrantes colectados varié dependiendo de la distribucion y densidad en
las poblaciones (Cuadro 3).

Cuadro 3: Datos de colecta, sitios, cuadrantes, ubicacion y numero de
individuos de N. mezcalaensis colectados para el estudio.

COLECTA SITIO/CUADRANTE UBICACION IND. IND.
COLECTADOS ANALIZADOS
Tepenene N 18°13' 32.9" 10 9
0 98° 08' 4.7"
1 Nuevos Horizontes N 18°30" 0.05" 10 10
O 98° 24' 17.9"
Chazumba N 18° 11" 54.4" 10 9
0 97° 39' 56.8"
San Juan Raya (1) N 18° 19’ 18" 8 3
0 97° 39’ 53"
2  SanJuanRaya(2) N 18° 19" 08" 10 6
0 97° 38' 21"
San Juan Raya (3) N 18°19' 59" 10 7
O 97° 38' 38"
San Lucas (1) N 18°18' 55" 6 5
O 97°37" 45"
San Lucas (2) N 18° 19' 39" 12 12
0 97° 35' 47"
3  Rio Salado (1) N 18° 19" 25.9" 12 12
O 97° 33'43.1"
Rio Salado (2) N 18° 19' 25.9" 12 12
O 97° 33'43.1"

Las distancias calculadas entre los sitios de colecta mediante GPS y las
cartas geograficas fueron de 7.23 hasta 92 Km.
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3.2 COLECTA DEL MATERIAL BIOLOGICO

Se realizaron tres salidas de campo para los muestreos en el Valle de
Tehuacan-Cuicatlan y Cuenca del Balsas, en los cuales, se colectaron 6 diferentes
poblaciones de N. mezcalaensis, en las que se trazaron cuadrantes de 50X50 m y se
colectaron de 5-13 individuos por poblacién, estos presentaban una altura de mas de
10m, en algunos casos se redujo el nimero de individuos analizados por dificultades
en la obtencion del DNA gendmico del material biolégico, debido a la presencia de
compuestos secundarios.

Para detectar una mayor variabilidad entre los individuos, se procuro colectar
plantas alejadas por lo menos dos metros entre individuos dentro de una misma
poblacion y un kilometro entre cuadrantes.

Las coordenadas de los sitios de muestreo se estimaron via satélite con la
ayuda de un Sistema de Posicion Global (GPS) y cartas geograficas del INEGI (escala
1:250000).

Las muestras colectadas fueron fragmentos de costilla de aproximadamente 10
cm de largo tomados a una altura de aproximadamente 1.5 m de la base (figura 6),
estos fragmentos se envolvieron en papel de estraza cada una por separado, se
etiquetaron con los datos de colecta y se transportaron a temperatura ambiente al
laboratorio de Biogquimica Molecular de la UBIPRO de la FES-Iztacala, para su
posterior tratamiento y analisis.
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Figura 6: Obtenciéon de la muestra de tejido parenquimatico de N.
mezcalaensis.

Una vez en el laboratorio se cortaron en rebanadas delgadas transversales de
tejido parenquimatico (10-15 g) que facilitan el macerado, los fragmentos se
envolvieron en papel autoadherible y aluminio antes de ser sumergidos en un
recipiente con nitrégeno liquido para evitar la degradacion y actividad de las
nucleasas, después de lo cual se trasladaban a un ultra congelador vertical (REVCO )
a —-70° C para su almacenamiento hasta ser procesadas y analizadas de acuerdo al
siguiente diagrama (figura 7).
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Figura 7: Diagrama de flujo del manejo de las muestras y analisis
estadistico realizados a 85 muestras de N. mezcalaensis y 7 referencias
externas (5 de N. macrocephala y 2 de N. tetetzo).

3.3 EXTRACCION DEL DNA

La extraccion de DNA gendmico de cactaceas columnares se fundamentoé en
dos protocolos diferentes: el primero desarrollado por Dellaporta, ef al., (1983) y el
segundo de acuerdo con la técnica de CTAB (Doyle y Doyle, 1990) con algunas
modificaciones (Anexo 2). Ambas técnicas consisten en pulverizar el tejido congelado
con nitrogeno liquido. El polvo resultante es sometido a diferentes reacciones basadas
en su afinidad quimica, las cuales van a purificar el DNA, que posteriormente es
almacenado a 4°C.
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De acuerdo a la técnica de CTAB (Doyle y Doyle, op cit.) se empleé el polvo
fino del tejido parenquimatico al que se le agrego buffer de extraccion CTAB 2x (CTAB
2% PV40 2% Tris pH 8.0 100mM, EDTA pH 8.0 20mM, NaCl 1.4M, B-Mercapto-etanol
0.2%) el cual fue precalentado aproximadamente a 40°C antes de agregar el polvo
obtenido. Esta mezcla se mantuvo durante 30 min a 62°C, trascurrido este tiempo se
le agregd cloroformo-isoamilico (24:1) que permite la separacion del DNA vy las
proteinas, esta mezcla se mantuvo 5 min en Vortex para homogeneizar. Se procedio a
un ciclo de centrifugacion a 15,000 rpm durante 10 min a 4°C. Se precipitd el DNA con
isopropanol frio a —20° C. Para facilitar la precipitacion se mantuvo durante 15 min a
4° C. Mediante otra centrifugacion a 15,000 rpm durante 10 min a 4° C se obtuvo una
pastilla, la cual se lavé con etanol frio (-20° C) al 70%, en dos ocasiones; al término de
este procedimiento la pastilla de DNA resultante se resuspendié en 100 pl de buffer
TE (Tris HCI 10mM pH 8.0, EDTA 1mM) al DNA se le verifico su integridad a partir de
la visualizacién de una alicuota de 5 pl de DNA en un gel de agarosa al 0.8 % tefiido
con 2 ul de EtBr (10 mg/ml) a 100 mV, sumergido en buffer TBE 0.5X, por
aproximadamente 40 min y visualizados en un digitalizador de imagenes con
transluminador de luz UV.

Una vez asegurada la integridad del DNA se cuantificd la concentracion de
este, tomando una alicuota de 3 pl en 1 ml de H;0 y con un espectofotometro Perkin
Eimer UV/NVIS Spectromer lamda 2S; programado a 260, 280 y 320 nm de
Absorbancia para cuantificar DNA de doble cadena, proteinas y fenoles
respectivamente; ya que estos dos Ultimos pueden interferir la reaccion de PCR. Para

obtener la concentracién de DNA libre de contaminantes se aplicé la formula:

_ [(Aze0- A320)(50,000)]
3

ng / pl

En donde, A 260 representa la lectura a 260nm, Aszg representa la lectura a 320
nm y 50,000 es el coeficiente de extincion de los nucledtidos constituyentes del DNA y
3 es la dilucion que se manejo (3ul DNA /1 ml H20).
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3.4 MARCADORES TIPO RAPD’s

La técnica de amplificacion RAPDs se trabajoé mediante diluciones del DNA que
variaban de 200 a 300 ng / pl de cada dilucién se agregé 2.5 pl de DNA total, 17 pl de
H20 destilada desionizada y esterilizada; 2.5 pl de buffer para PCR sin magnesio; 0.75
pl MgCl; (50 mM); 2 pl de nucledtidos premezclados para PCR (dNTP's) 200 mM, 1U
de Taq polimerasa y 1.0 pyl de alguno de los primer decanucleétido J13
(°CCACACTACC®), E14 (*TGCGGCTGAG®), C08 (*TGGACCGGTG®), C07
(®GTCCCGACGA?) y B10 (*CTGCTGGGAC?), todos de Operon Technologies Inc.,
para obtener un volumen final de 25 pl para cada reaccion.

Las reacciones PCR se realizaron con un Termociclador GeneAMP PCR
System 9700 el cual fue programado (figura 8) con un primer ciclo a 94°C durante 2
min y 40 ciclos de un min a 94°C (desnaturalizacion del DNA), un min a 37°C
(alineacion del primer)y un min a 72°C (polimerizaciéon de la cadena complementaria)
y un ciclo final de 15 minutos a 72°C, tras lo cual, la temperatura se mantuvo a 4°C
indefinidamente hasta ser retirado para realizar una electroforesis.

40 CICLOS
! 1
! I
94°C, 2 min 1 94°C, | min |
1 7°C,Imin | 72°C,15 min
t I
! 1
| [
I I
1 37°C | min |
I I 4°Ce

Figura 8: Ciclos y temperaturas empleadas para la amplificacion de los
marcadores tipo RAPD.

Los productos de la amplificacién se separaron por electroforesis en geles de
agarosa (1.2%) tefiidos con bromuro de etidio (EtBr) en las condiciones anteriores
junto con un marcador de peso molecular de 1 kilobase para estimar el tamafio de los
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fragmentos amplificados y se visualizaron con luz UV, las imagenes se almacenaron

digitalmente para su posterior analisis en el programa Alphalmager 2000.

Para corroborar la amplificacion y robustecer el andlisis se emplearan
referencias externas en este caso 5 muestras de N. macrocephala obtenidas en los
Reyes Metzontla (RM3, RM5, RM8), San Martin (M28, M32, M25), y San Juan Raya
(R14) asi como 2 individuos de N. tetetzo (TZ1y TZ2).

3.5 ANALISIS ESTADISTICOS

Las bandas visualizadas de los polimorfismos moleculares encontradas en los
geles analizados fueron codificadas a manera de datos binarios y se construyeron
matrices de presencia /ausencia, en donde el alelo dominante representa la presencia
de la banda en la que los individuos +/+ y +/- (homocigotos dominantes y
heterocigotos) tienen el fenotipo (1) y los individuos -/- (homocigotos recesivos) tienen
el fenotipo (0) (Criscy y Lopez-Armengol, 1983).

3.5.1 DIVERSIDAD GENETICA

El porcentaje de loci polimérficos es un estimador denominada como P y es
una medida directa de la variacién entre individuos, familias, géneros o especies. Se
considera un locus polimérfico a aquel alelo comin que no excede el 99% de
presencia en la poblacién o simplemente si se encuentra mas de un alelo (Hedrick,
1983). Se obtiene dividiendo el nimero de loci polimérficos sobre el nimero total de
loci analizados. Un valor de cero indica que los loci muestreados son monomarficos,
mientras que un valor del cien por ciento sefialara que todos los loci son polimérficos y
por lo tanto existe una alta diversidad genética (Futuyama, 1998).

Las frecuencias alélicas se determinaron mediante el método Bayesiano
(Zhivotovski, 1999), el cual permite obtener estimaciones de las frecuencias alélicas
de manera no sesgada. Estas frecuencias nos permite determinar la heterocigocidad
esperada (He) presente en la especie y establece el efecto de las fuerzas evolutivas
en las frecuencias; estas pueden adoptar valores entre 0 y 1 (Wallace, 1974).
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3.5.2 INDICE DE SHANNON
La diversidad genética se estima para cada locus RAPD’s a partir de la
relacion, mediante el indice de diversidad de Shannon, el cual es uno de los mas

usados para evaluar la diversidad de las especies (Daniel, 1998).
n
Ho=->Pilog , Pi
i=1

Donde Pi es la frecuencia del iesimo locus de la presencia del marcador
RAPD’s en la poblacion. El promedio de la diversidad para todas las poblaciones fue
calculado para cada locus como:

. 1
H PopP=— T H'j

En la que n es el nimero de marcadores, j es cada uno de los marcadores.

La diversidad de las especies fue calculada para cada locus como :

H'sp -XPlog
P
Donde Ps es la frecuencia del marcador RAPD en la muestra total.
De esta forma, para cada locus los componentes de diversidad dentro de las

poblaciones son:

H pop/H " sp

Y la diversidad entre poblaciones es :
H ' sp-H  pop
—
Que es equivalente a la G’st, que &8 un indice de diversidad que provee de una
estimacion relativa del grado de variacion de la especie (Hartl,1999; Busell,1999). Este

analisis se realizd para todos los individuos.
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3.5.3 ANALISIS DE ORDENACION

Un analisis que permite establecer mas claramente las relaciones entre
individuos es el analisis de Coordenadas Principales (PCO) que representa
graficamente las interrelaciones entre individuos por agrupamiento tridimensional de
los datos; el cual se obtiene mediante la transformacion de las matrices de valores y
vectores a una de dispersion central con el programa NTSyS-pc 2.02i; para definir las
posibles conexiones entre poblaciones cercanas se aplico el analisis de PCO que se
superpone con una red de tendido minimo (MST).

3.5.4 ANALISIS DE AGRUPACION

De acuerdo con las leyes de probabilidad se espera que los entrecruzamientos
entre individuos de diferentes poblaciones, ocurra con mayor frecuencia entre
poblaciones cercanas debido al “aislamiento por distancia” establecido por Wright
(1958), por lo que se procedid a analizar la matriz de presencia/ausencia mediante el
indice de Jaccard; uno de los mas empleados en este tipo de estudios; con el
programa NTSyS-pc 2.02i, que realiza comparaciones mediante matrices de valores y
vectores, y genera un dendrograma mediante el método UPGMA (Analisis de
Agrupacion por Promedio Aritmético no Ponderado, por sus siglas en ingles) de
Swofford y Olsen (1990), el cual se compara un n nimero de permutaciones (en
nuestro caso 1000) para definir la proporcidn de pseudoréplicas que soporta cada
nodo; lo que permite obtener una representacion grafica de las distancias genéticas,
que se basa en la similitud establecida por el indice de Jaccard con las que podemos

deducir las relaciones filogenéticas entre las poblaciones analizadas.
Para corroborar la representacion grafica de las distancias genéticas se empleo
la Prueba de Mantel (1967). Esta prueba se aplica a partir del supuesto de que las dos

matrices no estan correlacionadas y se intenta analizar si cualquier aparente relacion
es efecto del azar. Esto se logra calculando el estadistico Z:

Z=2 2 myey,
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Donde m corresponde a los elementos de la matriz 1(distancia genética) y e a
los elementos de la matriz 2 (distancia geografica). Para lo cual, se realizan un n
numero de permutaciones (de 1000 a 10 000) azarosas de las posiciones de los
elementos de una de las matrices (cualquiera de ellas), generando una distribucion
normalizada; si Z observada es mayor que Z promedio obtenida de las permutaciones
aleatorias indica una correlacion positiva. De este modo el programa NTSyS-pc 2.02i
calcula la Z observada y un coeficiente de correlacion de Z promedio a partir de las
permutaciones, asi como la proporcion de permutaciones que coinciden con la Z
original; a partir de lo cual se genera una grafica de la dispersion de los datos.

Las agrupaciones en el dendrograma se analizaron con la prueba del mejor
corte que mediante 1000 permutaciones origina un valor que indica las distancia a la
cual las congregaciones son originadas por diferencias genéticas y no son debidas al
azar. Las agrupaciones que se conserven del lado derecho son agrupaciones
significativas (Strauss, 1982).

3.5.5 ANALISIS DE VARIANZA MOLECULAR (AMOVA)

El 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 alto nivel de autofecundacion (Stewart y Excoffier, 1996). Se aplico
para determinar la variacién genética homogénea entre las poblaciones contrarresta la
diferenciaciéon que pudiera darse por adaptaciones a las condiciones locales y por lo
tanto la especiacion, pero a la vez promueve la dispersion de genes y/o la
recombinacién genética a lo largo de toda el area de distribucion de la especie

(Slatkin, 1987). La estructura génica o diferenciacion interpoblacional es calculada ;
mediante valores como la F, G o O (theta) (Slatkin, 1994). Estas estimaciones se
basan en el modelo de islas de Wright (1951) y modificado por Crow y Aoki (1984), en

N.m =[ 1 [—1— -1
4 os

el cual tendremos:
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enlaque * = (n.*(n-1))2 y n constituye el nimero de poblaciones; Nem

representa el flujo génico( nimero de inmigrantes por generacion).

El modelo de islas de Wright (1965) predice originalmente, que si Nem es
mayor a 1 se debe esperar poca diferenciacion, ya que el flujo génico no permite que
se presente deriva génica, pero Kimura (1983) argumenta que en algunos casos con
valores de N.m mayores a 5 se puede seguir detectando cierta diferenciacion
genética. Mientras que Slatkin (1994) menciona que el flujo génico disminuye al
aumentar la distancia fisica que separa las poblaciones. Un flujo génico constante
impide que exista una gran diferenciacién genética entre ellas y/o que el tiempo
transcurrido ha sido insuficiente para alcanzar el equilibrio.

Aunado a este analisis se aplico el estadistico de Bartlet, que es una prueba no
paramétrica de varianza molecular para corroborar si los resultados de la diversidad
genética de N. mezcalaensis son reales y estadisticamente significativos o producto

del azar.
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4 RESULTADOS

4.1 EXTRACCION Y PURIFICACION DEL DNA

Se realizd la extraccion de DNA de los 100 individuos de N. mezcalaensis
(figura 9), de las cuales solo se obtuvo el DNA de 85 debido a una rapida degradacion
de algunas muestra, de los 85 DNA's obtenidos inicialmente solo se obtuvo la
amplificacion de 55 individuos, debido a una alta presencia de metabolitos
secundarios, principalmente fenoles que interfieren la reaccién de amplificacion del
PCR, los cuales se determinaron mediante una lectura en espectrofotémetro a 260 nm
(nanémetros).

DNA’s

Figura 9: Electroforesis en gel de agarosa para corroborar la integridad del
DNA empleado.

Para evitar el efecto de los fenoles, las muestras con dificultades de
amplificacion fueron pasadas por una columna de PVP (Polivilin Pirrolidona), para
reducir la concentracién de estos, de acuerdo a su afinidad quimica, esto realizado a
los organismos de Rio Salado, que presentaban una concentracién de fenoles
significativamente mas elevada al momento de cuantificar y una vez eluidas las
muestras mostraron una reduccién significativa en las lecturas (datos no mostrados),
que son directamente proporcionales a la concentracién de estos componentes. Para
determinar estas deferencias se aplico una prueba de t de Student para muestras
pareadas que arrojé un valor de P <0.001.
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Una vez realizadas las extracciones del DNA de N. mezcalaensis a los 85
individuos empleados se les cuantificaron las concentraciones del DNA's obtenidos y
se observaron concentraciones que variaban de 60-1150 ng/l.

Para el andlisis de RAPDs se realizaron diluciones a una concentracion
determinada de entre 200-300 ng/pl.

4.2 AMPLIFICACION DE LOS MARCADORES TIPO RAPD’s

Para la amplificacién de los marcadores tipo RAPD’s se probaron 3 individuos
con 20 primer y se seleccionaron 5 primers (J13, B10, C08, E14 y J07 ), basandose
en el nimero de polimorfismos presentados y en la reproducibilidad de los mismos.
Los 5 primers decanucleétidos empleados se probaron en los 100 individuos de N.
mezcalaensis y en las 9 referencias externas de las especies de N. macrocephala y N.
tetetzo. De los individuos amplificados solo se obtuvieron 85 individuos que
amplificaron con los 5 primers y las referencias, se obtuvo un total de 145 marcadores,
de los cuales 7 son especificos para N. macrocephala y 10 son especificos para N.
tetetzo; para N. mezcalaensis solo se obtuvieron 4 bandas monomérficas, el nimero
de loci polimorficos vario segln el primer empleado; de 17 bandas por primer hasta 43
cuyos pesos moleculares oscilaron de 202-3463 pares de bases (pb) (Cuadro 4).

Cuadro 4: Namero y rango de peso molecular de los marcadores generados con
los cinco primers.

PRIMER SECUENCIA # MARCADORES RANGO DE Plisg MOLECULAR
p
E14 *TGCGGCTGAG?® 43 1974-202
C08 °TGGACCGGTG?® 25 2743-218
C07 *GTCCCGACGA™ 25 2058-261
J13 S CCACACTACC?® 34 1659-309
B10 ®CTGCTGGGAC™ 35 3463-310

En la figura 10 se muestra un ejemplo de amplificacion con el primer C 07 en
donde se presentan claramente las diferencias génicas, es decir, los polimorfismos
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(bandas) que expresan diferentes individuos de N. mezcalaensis, los cuales son

observados como presencia o ausencia de las bandas.

1%
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Figura 10: Polimorfismos expresados entre individuos de Rio Salado
cuadrante 1 (RS-1) de N. mezcalaensis, utilizando el primer CO7 en el extremo
izquierdo se encuentra un marcador de peso molecular de 1 Kb, para estimar el peso
de los marcadores RAPD.
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4.3 ANALISIS ESTADISTICO

4.3.1 DIVERSIDAD GENETICA
La proporcion de loci polimorficos encontrada para N. mezcalaensis fue de P=

97.24%. La heterocogocidad esperada calculada mediante el método Bayesiano fue
de He=0.21 para la especie.

4.3.2 ANALISIS DE AGRUPACION

Las bandas encontradas se codificaron a manera de matriz binaria y de los 94
individuos del estudio se detectaron 145 marcadores, a partir de la cual se
determinaron las distancias genéticas por medio del indice de similitud de Jaccard; las
distancias se transforman a una representacion grafica a manera de dendrograma,
mediante el método UPGMA (figura 11), el cual, permite observar que los individuos
no se agruparon por sitio de colecta y que el parecido genético entre los individuos
ocurre entre OTUS muy alejados geograficamente. Asi mismo, se observo que la
técnica fue capaz de separar a las tres especies que se compararon, originando
grupos compactos de cada especie; los individuos de N. mezcalaensis se unieron
entre ellos a una distancia 0.15, N. macrocephala a 0.61, mientras que los individuos
de N. tetetzo se unieron a una distancia de 0.52 y las agrupaciones interespecie
unieron a N. mezcalaensis con N. macrocephala a una distancia de 0.13, mientras que
a N. tetetzo se unieron a ambas con una similitud de 0.9. Considerando que la escala
va de 0 a 1, y 1 corresponde a la mas alta similitud los valores mas cercanos a cero
son los que presentan un menor parecido genético y por tanto son muy variables.
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Figura 11: Dendrograma obtenido mediante el método UPGMA y el indice
de similitud de Jaccard para los 85 individuos de N. mezcalaensis (de SJIR1, SIR2 y
SJR3 que corresponden a San Juan Raya, SL1y SL2 a San Lucas, RS1y RS2 a las
riberas del Rio Salado, T es Tepenene, NH Nuevos Horizontes y CH Santiago
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La representacion del analisis grafico de las distancias genéticas se cotejo a
partir del indice de Jaccard y una matriz cofenética mediante la prueba de Mantel
(1967) obteniendo un coeficiente de correlacién de r = 0.78 que indica una muy buena
representacion de los datos en el dendrograma obtenido.

La prueba del mejor corte realizada al analisis de agrupacion (linea discontinua,
Figura 12) correspondié a un valor de 0.26. Esta linea establece varias agrupaciones
tanto significativas como grupos dispersos (A, B, C, D, E, F, G). En estos grupos
aunque se encontré que no se agruparon de acuerdo al sitio de colecta si se percibio
que la mayoria de los individuos que conformaron un grupo son de la misma region,
como es el caso del grupo A en el cual se agruparon los individuos T1,T2 y T3 de
Tepenene (T); CH1, CH2, CH3, CH4 y CH5 de Chazumba, asi como el individuo 3 del
cuadrante 1 de San Juan Raya (SJR1-3), SJR2-3 y NH3 de Nuevos Horizontes; en el
grupo B se encontraron 4 individuos de San Juan Raya (SJR) , 5 individuos de San
Lucas (SL), 1 de NH y 17 del Rio Salado (RS); en el grupo C se presentaron 4
individuos de T, 2 de CH, 1 de NH, 4 de RS y 1 SJR; en el grupo D tenemos 4
individuos de T, 2 de NH y 3 de SL; en el grupo E se agrupan 1 de NH, 1 de SJR, 5 de
SL (Cuadro 5), asi mismo, se observa que dos individuos de San Lucas (SL1-2 y SL2-
1) y dos del Rio Salado (RS2-5 y RS2-7) no forman grupos con los demas individuos
de N. mezcalaensis.

Cuadro 5: Presencia de individuos en los 7 diferentes grupos que se forman en
el dendrograma a partir de la similitud genética.

Grupo/poblacion A B CDEF G
T-Tepenene 3 - 4 2 - - -
NH-Nuevos Horizontes 1 1 1 2 1 3 1
CH-Chazumba 5 - 2 - - - 2
SJR-San Juan Raya 2 1 - 4 4
SL-San Lucas - - 3 5 1
RS-Rio Salado - 17 4 - 1 - -
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4.3.3 Analisis de Ordenacién

A partir del indice de similitud de Jaccard se realizo el Analisis de Coordenadas
Principales (PCO), al cual se le superpone con una red de tendido minimo (MST) para
definir las interrelaciones existentes entre individuos. En este analisis se mostré que
con las tres primeras coordenadas se explica el 13.99 % de la variacion y un
porcentaje acumulado de 45 marcadores contribuye a explicar el 80% de la variacion
genetica (Cuadro 6).

Cuadro 6: Porcentaje de componentes principales empleado en el andlisis de
ordenacion, para todos los individuos.

COMPONENTES VALOR DEL PORCENTAJE DE PORCENTAJE

COMPONENTE VARIANZA ACUMULADO
1 3.61 5.523 5.523
2 2.99 4.573 10.096
3 2.54 3.891 13.987
4 2.36 3.614 17.601
5 2.04 3.120 20.721
6 1.6 2.995 23.716
7 1.87 2.867 26.584
8 1.76 2.691 29.275
9 1.66 2.540 31.816
10 1.61 2.472 34.287
43 0.53 0.802 79.076
44 0.51 0.779 79.855
45 0.50 0.757 80.613

Con el analisis PCO se advirtid una tendencia similar al dendrograma, los
individuos no se agruparon de acuerdo al sitio en que fueron colectados, se observé
una interaccién entre todos los individuos (Figura 12).

A excepcion de los sitios del Rio Salado en donde se observa una tendencia a
agruparse de manera similar a lo que ocurriria en una poblacién estructurada, en
donde la informacion genética solo fluye dentro de cada uno de los sitios en donde se

distribuye la especie.
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Figura 12: El Andlisis de Coordenadas Principales (PCO) con red de tendido
minimo (MST) de los 85 individuos de N. mezcalaensis (SJR1, SIR2 y SJR3 que
corresponden a San Juan Raya, SL1y SL2 a San Lucas, RS1 y RS2 a las riberas del
Rio Salado, T es Tepenene, NH Nuevos Horizontes y CH Santiago Chazumba).
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Para poder apreciar las agrupaciones de cada una de las poblaciones se
realizé un extracto de los individuos del PCO original (figura 12), de acuerdo al sitio en

donde fueron colectados (figura 13).

Tepenene

Sm Locas

Figura 13: Analisis de Coordenadas Principales (PCO) con red de tendido
minimo (MST) de cada uno de los sitios de colecta de N. mezcalaensis: (A Tepenene,
B Chazumba, C San Lucas, D Nuevos Horizontes, E San Juan Raya y F Rio Salado,
las lineas punteadas muestran una relacion directa del flujo de la informacién
genética.
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Figura 13: (Continuacion). . .
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En el dendrograma y andlisis de coordenadas principales de toda la especie
no se observa estructuracion; es decir, que las distancias genéticas no los agrupan
de acuerdo al sitio en que son colectadas; separando del PCO original las 6
poblaciones analizadas se observa en las figuras 13-E y 13-F, que los individuos de
las localidades de San Juan Raya y Rio Salado se encuentran formando grupos, es
decir que de acuerdo a los tres primeros componentes estos sitios comparten con
una alta afinidad su informacién genética, de manera similar a lo que se observaria

en una poblacion estructurada.

Para determinar las relaciones existentes entre las tres especies de
Neobuxbaumia se realizo el PCO con red de tendido minimo para N. mezcalaensis,
N. macrocephala y N. tetetzo, en donde se observa que con tres componentes N.
tetetzo es mas parecida a N. mezcalaenisis y N. macrocephala forman grupos
separados(Figura 14).

Figura 14: PCO con red de tendido minimo para N. mezcalaensis (circulos e, N.
macrocephala (triangulos A )y N. tetetzo (estrellas*).
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4.3.4 Analisis de Varianza Molecular (AMOVA)

El analisis de AMOVA realizado a todos los individuos de N. mezcalaensis y
considerando 6 poblaciones arrojo un valor de 91.91% (Cuadro 6) que indica la
varianza dentro de las poblaciones, es decir, entre los individuos; mientras que la
variacion entre las poblaciones es solo del 8.09%. Estos resultados indican que no
existe una estructuracion entre las poblaciones de N. mezcalaensis, ya que las

diferencias en esta es menor que la que se observa entre los individuos (Cuadro 7).

La ®sy obtenida a partir del analisis de AMOVA fue de 0.081, este resultado
comparado con los valores del indice de Shannon caen dentro de los valores
observados para otras especies con fertilizacién cruzada (Harmick y Godt, 1996;
citado en Busell, 1999).

Cuadro 7: Resultados diversidad genética obtenidos a partir del AMOVA, al
analizar 85 individuos de N. mezcalaensis.

Componentes de gl Varianza %variacion ®gsy P
variacion total
V(A) 6 0.948 8.09
Vv (B) 79 10.782 91.91
Total 85 0.081 <0.0010

gl: grados de libertad; ®s7:Phi estadistica homologa a la Fsr de
Wright (1951); V(A) varianza entre las poblaciones; V(B) Varianza dentro
de las poblaciones; P probabilidad de obtener un valor similar al
observado después de 1000 permutaciones al azar.

4.3.5 indice de Shannon

La variabilidad genética se estimé utilizando el indice de Shannon, que sirve
para obtener la variabilidad genética por sitios y por primer, ademas se obtuvo la
variabilidad contenida entre las poblaciones (G'st = 0.203), Con este anadlisis se )
observo la variabilidad de los sitios en orden decreciente: San Juan Raya (He 5.126),
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Tepenene (He 4.730), San Lucas (He 4.639) Rio Salado (He 4.589), Chazumba (He
4.517) y Nuevos Horizontes (con He 4.396) (Cuadro 8).

También se determind la heterocigocidad esperada a partir del cociente
(Hpop/Hsp), observandose que los valores obtenidos estan cercanos a 1, los cuales
reporta Navarro (1999) Eguiarte y Pifiero (1990) son un indicador de la cantidad y
distribucion de la variabilidad genética.

Los valores de heterocigocidad para las poblaciones, son en promedio altos
(Hpop) (Cuadro 8), lo que sustenta la hipétesis de que N. mezcalaensis presenta una
alta variacion genética.

Cuadro 8: Valores de diversidad genética obtenidos mediante el indice
de Shannon, para cada uno de los primer empleados por sitio de colecta
analizados para N. mezcalaensis.

Hsp-
NH CH SJR SL RS Hpop Hsp Hpop/Hsp Hpgprsp
E14 4.370 5.061 6193 6112 7245 7.387 6.061 7.048 0.860 0.140
cos 3.768 4006 3348 3781 2451 4.715 3.678 5.148 0.714 0.286
co7 6.143 4.196 5047 5921 5348 4.853 5.251 6.651 0.790 0.210
J13 2.960 3438 2738 3655 1955 3235 2.997 3.893 0.770 0.230
B10 6.407 5.278 5258 6163  6.196 2.754 5.343 6.526 0.819 0.181
promedio 4730 4396 4517 5126 4639 4.589 4.666 5.853 0.797 0.203
G'sr 0.203

Hpop: diversidad dentro de las poblaciones; Hsp: diversidad dentro de la
especie; (Hpop/Hsp): proporcion de la diversidad dentro de la especie; (Hsp-
Hpop/Hsp) proporcién de la diversidad entre poblaciones y Gsr parametro de
diversidad homologo a la Fsr de Wright (1965).

Para determinar las posibles relaciones existentes entre los diferentes sitios se
realizé un dendrograma con los valores de ®gr pareadas de las 6 poblaciones
obtenidos con el AMOVA en el que se empleo el PCO de 2 dimensiones MST (Figura

15) en que se aprecia un centro de unién en la poblaciéon San Juan Raya.
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Figura 15: El PCO de dos dimensiones de los 6 diferentes sitios de colecta
empleados para el analisis de N. mezcalaensis.

Con los valores de ®gr estadisticas pareadas de los 10 cuadrantes
muestreados obtenidos con el AMOVA se realizé un PCO de dos dimensiones MST
(Figura 16) en que se aprecia un centro de union en la poblacion San Juan Raya,
particularmente del cuadrante 1.
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Figura 16: PCO de dos dimensiones de los 10 diferentes cuadrantes para el
andlisis de N. mezcalaensis.

4.3.6 Distancias genéticas vs. Distancias geograficas
La Teoria de Nei (1972) predice que de acuerdo a la distribucion geografica
las poblaciones mas cercanas geograficamente o espacialmente son las mas
cercanas genéticamente este principio se le conoce como aislamiento por distancia,
ya que deduce que los individuos tienden a aparearse con aquellos mas cercanos
geograficamente.

Para corroborar este principio se realizé una correlaciéon entre la matriz de
®gr pareadas obtenidas con el AMOVA (que indican las distancias genéticas) y la
matriz de distancias geogréﬂqas, las cuales, para homogenizar los valores se
transformaron a logs (Cuadro 9).
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Cuadro 9: Matriz de distancias geograficas vs. distancias genéticas (en
Km). Por encima de la diagonal se encuentran las distancias geograficas para
cada sitio de muestreo (en negritas) y por debajo de la diagonal las ®gy
pareadas obtenidas a partir del AMOVA.

T NH CH SJR1 SJR2 SJR3I  SL1 SL2 RS1 RS2

T - 4150 86.00 79.50 80.50 80.88 8550 88.25 91.00 92.00
NH 0.07 - 50.50 50.63 51.38 51.75 56.25 58.13 62.13 63.00
CH 0.02 0.09 - 1463 1413 1550 17.00 18.00 19.00 20.00
SJR1  0.01 0.01 0.00 - 1.00 1.25 5.50 875 11.25 12.00
SJR2 0.02 0.05 0.03 0.01 - 1.50 5.25 8.25 10.75 12.30
SJR3 0.08 0.00 0.10 0.00 0.07 - 4.50 8.13 10.50 11.00
SL1 0.08 0.04 0.1 0.03 0.06 0.04 - 3.38 6.23 7.23
SL2 0.08 0.06 013 0.01 0.05 0.06 0.02 - 26.25 4.25
RS1 0.14 017 020 0.1 0.15 0.19 0.12 0.12 - 1.00
RS2 0.09 0.09 0.16 003 007 0.12 0.07 0.09 0.02 -

Se realiz6é la comparacion de estas matrices mediante la prueba de Mantel
del programa NTSyS-pc 2.02i, que después de 1000 permutaciones obtuvo un
coeficiente de correlacion r =0.01 (Figura 17) que indica que no existe una relaciéon
directa entre las distancias genéticas y geograficas de los sitios de colecta de N.
mezcalaensis de igual forma se realizé una regresion lineal que generé un valor Ade
0.013 confirmando que no existe una tendencia lineal, sin embargo existe una
incipiente relacion no significativa entre las distancias genéticas y las geograficas. Los
datos aportados por esta prueba ponen de manifiesto que en analisis de coordenadas
principales asi como los anteriores analisis no existe una agrupacion de acuerdo a las
distancias geograficas lo que permite que los sitios de colecta sean estudiados como
una sola poblacion que abarca desde el Valle de Tehuacan-Cuicatlan, hasta la cuenca
del Rio Balsas.
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Figura 17: Distancias geograficas (log 10) vs. distancias genéticas (st
pareada) de cada cuadrante en que se colecto N. mezcalaensis.
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5 DISCUSION

La diversidad que presenta la familia Cactaceae en cuanto a formas, variedad
de especies y rangos de distribucion; son indicadores de una alta variabilidad, sin
embargo, existen muy pocos estudios sobre variabilidad genética de estas especies,
que constituyen el elemento predominante del relieve en las zonas aridas del Valle de
Tehuacan-Cuicatlan y la cuenca del rio Balsas. Estas zonas han sufrido diferentes
grados de perturbacion que pueden deberse a factores tanto naturales como
originados por el hombre, y que pueden favorecer la especiacion, principalmente entre
las zonas que quedan mas alejadas entre si geograficamente, en este caso Tepenene
y Rio Salado, entre las cuales la distancia geografica es de 92 Km.

Cabe destacar que por observaciones de campo, existen muy pocos individuos
juveniles y la identificacion del género resulta complicada en ellos, debido a que aun
no han adquirido sus caracteristicas diacriticas, concordando con lo que reporta
Godinez-Alvarez (2000) quien menciona que el establecimiento de nuevos individuos
de cactaceas columnares ha decrecido en los ultimas décadas; asi como Zavala-
Hurtado y Diaz-Soltis (1995) afirman que hace 100 afos existieron condiciones
favorables para el establecimiento de las cactaceas como Neobuxbaumia aunque
posiblemente en la actualidad estas condiciones ya no son favorables. En estas
condiciones, las estrategias reproductivas favorecen la autofecundacién o presentan
proporciones inusuales de apareamiento que generalmente presentan una variabilidad
genética baja, y en condiciones particulares hace muy vulnerable a las poblaciones y
en casos extremos llegar incluso a la extinciéon. Por lo que es importante conocer el
estado de estructuracion genética de las poblaciones. Hamrick y Godt (1996)
aseguran que las especies endémicas tienden a presentar una menor variacion
debido a que se ha demostrado que los bosques de cactaceas columnares dependen
de un conjunto de muiltiples interacciones bidticas para su mantenimiento, su
conocimiento detallado resulta de vital importancia al elaborar planes de manejo y

conservacion (Valiente Banuet, et al .1995).
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El género Neobuxbaumia originario de Mexico, presenta caracteristicas
particulares dentro de las cactaceas columnares ya que solo producen semillas hasta
después de que estas han sido visitadas por sus polinizadores (murciélagos), y
durante el dia la flor no estd activa y no produce néctar, otra fase critica es el
establecimiento y germinacién de las semillas, debido a que sus dispersores primarios
deben transportar las semillas hasta un sitio en el cual esta encuentre el microclima y
suelo adecuado para que se lleve a cabo la germinacién. Estas complicaciones,
aunadas al constante deterioro de los ambientes en donde se desarrollan crean un
fragil equilibrio, en el cual, se han desarrollado interacciones muy especificas entre el
género Neobuxbaumia, sus polinizadores y sus dispersores, quienes afectan directa o

indirectamente su composicion genética.

La aplicacion de los marcadores moleculares se ha convertido en una
herramienta indispensable en los estudios de conservacion y manejo sustentable
principalmente en especies en donde no se conoce informacion alguna sobre su
genoma; con estas se ha podido estudiar la construccion genética de especies tanto
silvestres como cultivadas, por lo que los RAPD's son una de las metodologias mas
empleadas para detectar la variacion genética; debido a sus caracteristicas, el nimero
de marcadores detectables y el relativo bajo costo (Otero, et al.1997), ademas de la
deteccion de variacion genética en toda la longitud del DNA de manera neutral y
aleatoria (Clark, 2000).

Como menciona Micheli, et al.(1994), una de las principales problematicas de la
reproducibilidad de los marcadores tipo RAPD son los contaminantes que precipitan
junto con el DNA, ya que estos contaminantes pueden afectar la insercion efectiva del
iniciador; sin embargo, en nuestro caso, la amplificacion se vio afectada por un alto
contenido de fenoles, por lo que se procedié a realizar una eliminacion de estos
componentes mediante la utilizacién de una columna con PVP, que aunque no esta
reportado anteriormente para este tipo de muestras, la elucién resulto efectiva, ya que,
segun los resultados muestra una disminucion significativa de estos en las
extracciones de DNA y comparando las lecturas de estas muestras con alto contenido
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de fenoles con las muestras que amplificaban sin problema, aplicando una prueba de t
de Student se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos, a las
muestras que se les aplico el PVP se aplico una prueba de t de Student para muestras
pareadas y se observaron diferencias significativas entre los resultados antes y
después de pasar las muestras por la columna de PVP (P<0.01).

La presencia de fenoles puede deberse a un estrés diferencial en estas
localidades que se ubican en ambas riveras del Rio Salado, lo que constituye un
microambiente diferencial para estas localidades o al ataque de plagas. La presencia
de estos metabolitos fue la razén por la cual se emplearon dos diferentes técnicas de
extraccion asi como columnas de PVP.

En el caso particular del presente estudio, de un total de 100 organismos
colectados, solo se utilizaron 85 para los analisis estadisticos, debido a la rapida
degradacién del DNA o a la falta de amplificacion de algunas muestras, considerando
también a aquellos que presentaban los datos completos para las amplificaciones con
los cinco primers, y considerando Unicamente los marcadores que resolvian
confiablemente (Weeden, et al. 1992, citado en Divaret, ef al. 1999). Consideramos que
el numero de individuos y poblaciones analizadas proporcionan un buen andlisis ya
que de acuerdo con la revision bibliografica realizada por Nybom y Bartish (2000), en
el cual, reportan que de 150 estudios revisados, el nUmero promedio de individuos
analizados es de 12-17; el promedio de poblaciones en otros estudios es de 7; el
numero de marcadores varié de 57-71 en promedio, por lo que valores por encima de
estos logran afinar ain mas este tipo de andlisis y de igual manera, el nimero de
marcadores obtenido en este analisis es de 145, que en el caso de tener un bajo
numero de individuos lograria compensar el numero reducido de estos (Krauss, 2000,
en Alejos, 2002).

Para este estudio, el nimero de loci detectados por primer fue alto, puesto que
se detectaron 145 marcadores con la utilizacion de 5 primers, y por primer se
detectaron de 17 hasta 43 locus, este niUmero es muy elevado, ya que Diveret, et al.
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(1999) han reportado emplear marcadores de bajo y alto polimorfismo, considerando
como de alto polimorfismo los marcadores a partir de los cuales se obtiene un nimero
mayor de 15 loci; mientras que Clark (2000) considera que 15 marcadores son un
numero alto de loci. De los siete primers utilizados el E14 produjo un mayor niamero
de bandas por primer (43), mientras que el J13 generé el menor numero de bandas
(17). El nimero de marcadores obtenido fue muy similar al de las otras dos especies
de N. tetetzo y N. macrocephala (Alejos, 2002 y Martinez-Garcia, ef al.enviado), que
cohabitan en el Valle de Tehuacan, aunque el nimero de primer empleados para N.
mezcalaensis fue menor, lo que nos habla de una alta variabilidad de esta especie. El
numero promedio de marcadores fue de 29, en un rango de 202-3463 pares de bases,
el nimero promedio de marcadores obtenidos fue superior al de sus congéneres N.
tetetzo y N. macrocephala el cual fue en promedio de 22. Otros autores han reportado
numeros elevados de bandeo como es el caso de Moodle, et al. (1997) quienes
reportaron 22 bandas en promedio para la mostaza silvestre (Sinapis arvensis).
Palacios y Gonzalez-Candelas (1997) obtuvieron 21 bandas en Limonium dufourii

(Plumbaginaceae).

Del analisis de agrupacion se observé la formaciéon de agrupaciones tanto
significativas como dispersas de acuerdo con el punto de mejor corte (¢=0.26), en el
dendrograma (figura 11),esto indica que las agrupaciones entre individuos son mas
significativas que las agrupaciones por poblacion.

La representaciéon grafica del indice de similitud de Jaccard nos permite
distinguir entre diferentes especies, ademas se observé una agrupacién mas
compacta de los grupos externos, indicando que las distancias genéticas de ambos
grupos externos son menores que la observada para N. mezcalaensis. La falta de
unién a un grupo de los individuos de San Lucas (SL1-2 y SL2-1) y del Rio Salado
(RS2-5 y RS2-7) se debe a la presencia de dos bandas Unicas las cuales sélo se

encuentran presentes en estos cuatro individuos.
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El analisis de PCO mostré que los individuos de las localidades de San Juan
Raya y Rio Salado se encuentran formando grupos separados de manera similar a
una poblacién estructurada aun cuando estas poblaciones se encuentran muy
cercanas (7.23 Km), no se asocian entre si, una posible explicacién puede deberse a
las rutas de alimentacién de sus polinizadores, los murciélagos Leptonycteris
curasoae, L. Nivalis y Choeronycteris mexicana, y aunque pueden desplazarse hasta
30 Km en una sola noche (Rojas, 1996) estas diferencias génicas se pueden asociar
con diferencias en el relieve del Valle, el cual, presenta un corredor biolégico a lo largo
de los sitios de distribucién por donde los murciélagos pueden desplazarse en una
sola direccién, prefiriendo ciertas rutas de alimentacion y visitar algunos sitios hasta
que el alimento es escaso.

El andlisis de PCO (figuras 15 y 16), muestraN que la localidad de San Juan
Raya es un posible centro de distribuciéon de informacién genética creando un puente
que evita la especiacion de las poblaciones. En el dendrograma 13-E y 13-F, se
observa que los individuos de las localidades de San Juan Raya y Rio Salado se
encuentran formando grupos, es decir que de acuerdo a los tres primeros
componentes estos sitios comparten con una alta afinidad su informacion genética, de
manera similar a lo que se observaria en una poblacion estructurada, esta
conformacion puede estar relacionada con una estructuracion que hasta el momento
no resulta significativa. También, se debe de observar que las distancias geograficas
utilizadas en este estudio resultan pequefias en términos de la capacidad de
dispersion de los polinizadores (Clark, 2000), que en este caso es de hasta 200 Km?®
en una semana (Rojas, 1996).

Los valores de ®sr (0.081)y la Gsr (0.23) son valores que indican la
variabilidad entre las poblaciones y nos indican que la variabilidad es mayor dentro de
las poblaciones y que las diferencias que existen entre ellas son pocas. Estos
parametros coinciden con lo predicho por Hamrick y Godt (1996) y Bussell (1999),
aseguran que las especies con fertilizacion cruzada tienden a presentar una mayor
diversidad dentro de las poblaciones y presentan pocas diferencias entre las
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poblaciones, por su parte Bonning, et al(1996) sugiere que en nivel de
entrecruzamiento originado por la dispersion de polen y semillas mediante animales

es suficiente para generar altos niveles de polimorfismo.

Los valores de diversidad genética encontrados para N. mezcalaensis son
comparables a los reportados para un conjunto de especies de diversas plantas
(Gs71=0.29), de igual manera es muy similar a los indices encontrados anteriormente
para especies de vida larga (Gsr=0.23) y entrecruzamiento (Gsr=0.23), asi como para
especies de plantas con dispersion de semillas mediante animales (Gs1=0.17); este
valor en comparacion con otras cactaceas es muy similar al de su congénere N.
macrocephala (Gs1=0.229), pero inferior al de N. tetetzo (Gsr=0.357). Todos estos son
superiores a los valores encontrados para otro tipo de cactaceas clonales como S.
stellatus (Cornejo, en prep.) y para otras especies obtenidos mediante isoenzimas
(Hamrick, et al.2002), en cuyo caso reporta que el valor promedio para cactaceas es
de Ggs1=0.12, para plantas con entrecruzamiento y polinizadas por animales
Gs7=0.099.

El Andlisis de AMOVA revela que para las tres especies de Neobuxbaumia la
mayor parte de la varianza esta dentro de las poblaciones y que solo una parte esta
distribuida entre estas (N. tetetzo 73.13% y 26.87%; para N. macrocephala 89.38% y
10.62% y para N. mezcalaensis 91.91% y 8.09% ), solo que en el caso de N. fefetzo
existe una tendencia al agrupamiento por localidades. Estos resultados son
ventajosos para N. mezcalaensis, ya que generalmente se relacionan de manera
favorable con la habilidad de resistencia a enfermedades al incrementar las
posibilidades de sobrevivencia (Olftel, et a/.2001).

Por lo que los resultados del AMOVA, del Andlisis de agrupacién asi como los
del analisis de ordenacion tanto para individuos como para las diferentes localidades
sugieren que las condiciones ecoldgicas en el Valle de Tehuacan-Cuicatlan al
momento de establecerse estos fueron optimas y eficientes, por lo tanto hay una
tendencia hacia la homogeneidad de la variabilidad genética, al encontrar un alto flujo
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génico mayor a 1, en el caso de N mezcalaensis y de N. macrocephala, el cual debe
estar siendo ocasionado por la alta eficiencia de los murciélagos, que como se
menciond anteriormente, estas cactaceas son polinizadas por murciélagos. Presentan
corola de color blanco amarillento o verde palido, con apertura floral nocturna, la flor
permanece abierta sélo por una noche, muestran adaptaciones florales para atraer y
facilitar la polinizacion por los visitantes nocturnos, la produccion de néctar es elevada
durante la noche y desciende al amanecer (Faegri y van der Pijl 1971, Howe y
Westley, 1988, Valiente-Banuet, et al. 1996, Petit y Freeman, 1997). En conjunto estas
caracteristicas biolégicas favorecen la alta relacion con sus polinizadores y por tanto
una interaccién especies especifica muy estrecha entre las cactaceas y los
murciélagos, que actian tanto como polinizadores y como dispersores primarios y son
capaces de depositar las semillas en lugares seguros para su germinacion bajo el
dosel de los arbustos donde se perchan para comer los frutos generando asi un
patrén de distribucién no aleatorio y favoreciendo el flujo génico entre los sitios en

donde se distribuye N. mezcalaensis.

En el caso de N. mezcalaensis, presenta un sistema de flores macho y
hermafrodita con un valor de 6.5 hermafroditas /macho en donde ambas flores son
viables, lo que favorece la fertilizacion cruzada (Rojas, 1996). En N. mezcalaensis, se
conoce también que es visitada en el dia por colibries Cynanthus sordidus que
consume el néctar y dos especies de abejas Aapis mellifera y Trigona sp. que
probablemente obtienen néctar y polen (Valiente-Banuet, et al. 1997) actuando como
polinizadores secundarios o de “emergencia” que pueden ser vitales en ausencia de
los murciélagos. Acerca de los visitantes diurnos todavia se conoce poco,
particularmente sobre como estos visitantes interaccionan y su contribucion para el
éxito reproductor de la planta, Groman y Pellmyr, (1999) sugieren que mientras la
polinizacién diurna contribuye menos a la variabilidad de reproduccion de la planta por
algunos afios, puede ser importante cuando se considera la evolucién de un sistema
de polinizacién nocturno. Los datos de variacion genética en los que se mantiene una
gran variacién genética y una bajo diferenciacién entre las poblaciones, se deben en

parte al flujo génico que no presenta barreras geograficas para la dispersion de la
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informacion genética permite mantener un efecto homogeneizante en los parametros

de la variacion genética.

En el caso de N. tetetzo se observéd un bajo flujo génico y estructuraciéon de las
poblaciones, que puede deberse a que esta especie solo es polinizada por dos
especies de murciélagos (Leptonycteris curasoae y Choeronycteris mexicana)
(Martinez-Garcia, enviado), en cuyo caso la polinizacion y dispersion pueden ser
eficientes, pero el establecimiento esta siendo influenciado por caracteristicas
particulares de la especie como lo es su asociacién con el arbusto Mimosa luisana que
le brinda un microambiente propicio para su desarrollo (Valiente-Banuet y Escurra,
1991), pero que también puede limitar su establecimiento.

Para N. mezcalaensis se ha estudiado la germinacion en condiciones de
laboratorio, que indican que la germinacion de semillas en estas especies, es un
proceso rapido que se inicia por lo general entre los tres y 6 dias, alcanzando
porcentajes de germinacién superiores al 80% en un lapso de tiempo relativamente
corto (Loza, et al2002), de igual manera, Esparza, et al.,(2002) realizaron
transplantes reciprocos de semillas y plantulas, observaron que pueden existir
limitaciones por restriccion de habitat, al menos a nivel de germinacion de semillas,
encontrando que N. macrocephala es la especie con mayor reproduccién y mejor
sobrevivencia, en donde sugieren la existencia de “afos semilleros” en N.
mezcalaensis y N. tetetzo para explicar su mayor abundancia en la region, por otro
lado, Ramirez y Valverde (2002) determinando las caracteristicas germinativas de las
tres especies como limitantes de la distribucion encontrando que N. tetetzo presenta el
mayor porcentaje de germinacion, las fluctuaciones de temperatura no afectan la
germinacién, aunque para N. mezcalaensis se encontré que a temperaturas de 60°C
producen una germinacion mas rapida. Conforme el potencial hidrico disminuye
decrece el porcentaje y velocidad de germinacion en las tres especies siendo N.
tetetzo la que soporta mas el estrés hidrico y que N. macrocephala germina mejor en
suelos de su propia localidad, ademas de que se encontré que N. macrocephala en

condiciones experimentales siempre presentdé un porcentaje de germinacién
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ligeramente menor al de las otras dos Neobuxbaumias, por lo que los autores
sugieren que su nivel de rareza puede estar relacionado con sus caracteristicas

germinativas.

Estos datos sugieren que para N. mezcalaensis, la germinacion no es un
proceso limitante y que su incremento de germinacién a altas temperaturas favorece
su rapido establecimiento, la eficiencia de los polinizadores, el empleo de estrategias
particulares de fecundacion, los rangos de distribucion y las caracteristicas de tipo de
suelo en los cuales se establece son en conjunto las condiciones que le permiten
presentar la mas alta distribucién de todo el género.

Todos estos factores contribuyen a que aunque el habitat de las cactaceas
columnares se encuentre aparentemente perturbado y fragmentado, estas cactaceas
no presente una estructuracién, si no una sola poblacion no subdividida, lo que indica
que aunque la distribucién de estas especies es en manchones las diferentes zonas
estudiadas para N. mezcalaensis en realidad son una sola poblacién que hasta el
momento presenta una diversidad genética comparable a la de otras especies
vegetales y un alto flujo génico, ya que de a cuerdo con los datos del AMOVA, se
puede observar una mayor diferenciaciéon se encuentran dentro de cada zona, lo que
se traduce en un comportamiento similar al de especies no endémicas, de fertilizacion
cruzada y con ciclos de vida largos.

Correlacionando la distribucién que ocurre en manchones, los valores de
diversidad de la especie y sus caracteristicas edaficas obtenidas del estudio de suelos
realizado por Rivas (2003), reportadas para los sitios de colecta ubicados dentro del
Valle de Tehuacan-Cuicatlan reporta la presencia de suelo tipo Feozem calcarico, con
textura franco arcillosa, con una alta pedregosidad y pendientes fuertes de 15-25%,
con una vegetacion de Matorral crasicaule con un pH promedio de 8.48 y un rango de
materia organica que oscila entre los 0.6-4.07%. En comparacion con los datos
encontrados para las otras dos Neobuxbaumias (Cuadro 10, Anexo 1), encontramos

que el tipo de suelo si puede ser una limitante en el establecimiento de estas especies
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ya que la tolerancia a ciertas condiciones edaficas es hereditaria como un proceso
mocroevolutivo y de seleccion y la adaptacion a diferentes tipos de suelos ocurre
mediante cambios genéticos pero que en el caso de especies de vida tan larga
pueden llevar a la extinciéon antes de acumular los cambios que le permitan adaptarse
(Pepper y Norwood, 2001).

Slatkin (1994) menciona que el flujo génico disminuye al aumentar la distancia
fisica que separa las poblaciones. Un flujo génico constante impide que exista una
gran diferenciacion genética entre ellas y/o que el tiempo transcurrido ha sido
insuficiente para alcanzar el equilibrio.

Se encontré que los datos de variacién genética son muy similares tanto de
AMOVA como los obtenidos con el indice de Shannon. La estructuracion genética se
mide a partir de los datos obtenidos con la ®sr (0.081) y la Gst (0.23) en los que se
observa que son cercanas a cero e indican que la poblacion esta muy cerca del
equilibrio de Hardy-Weinberg, y que existen pocas diferencias entre las poblaciones
ya que los valores de ®syy Gsr indican la afinidad genética entre las poblaciones
cuyos valores son inversamente proporcionales al flujo génico que en este caso es
igual a 1.81, este valor de flujo génico es superior a 1, lo que nos indica que existe
poca o nula diferencia entre las poblaciones. Estos valores indican variabilidad para N.
mezcalaensis (Cuadro 12, Anexo 1), debida al flujo génico que se traduce en un gran
parecido entre los individuos que constituyen una poblacion (sitio de colecta), por lo
que los sitios estudiados aunque se distribuyen en manchones en realidad son una
sola poblacién que comparte informacion genética.

Dado, que las especies endémicas tienen una mayor probabilidad de extincién
que las especies con mayor distribucion (Esparza, et al.2002), y son pocos los
estudios que analizan este tipo de especies, por lo que se realizaron comparaciones
con los valores obtenidos para otras especies asi como con los valores encontrados
en la bibliografia, en donde de acuerdo con Hamrick, et al. (2002) (cuadro 11, anexo

1), en datos obtenidos mediante isoenzimas determinando valores de diversidad
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encontrados para plantas en general, plantas lefiosas de vida larga, cactaceas, asi
como plantas con entrecruzamiento y polinizadas por animales, arrojaron que N.
mezcalaensis presenta valores de diversidad que coinciden con especies de vida
larga, dispersion de sus semillas mediante animales y patrones de diversidad de
especies no endémicas. Comparando estos datos con los reportados por Nybom y
Bartish, (2002), obtenidos mediante marcadores RAPD, para las plantas en general,
lefiosas de vida larga, especies con entrecruzamiento y las dispersadas por animales;
otros datos de gran importancia son los que se han encontrado en el laboratorio de
Bioguimica Molecular donde se realizd este trabajo, al realizar comparaciones entre
las tres especies de Neobuxbaumia todas endémicas de México, que cohabitan dentro
del Valle de Tehuacan-Cuicatlan y que difieren en su rango de distribucion, N.
macrocephala es la especies mas restringida ya que solo se presenta dentro del Valle
en el estado de Puebla, se encuentra en densidades de 200 ind/Ha, N. tetetzo se
distribuye en los estados de Oaxaca y Puebla y sus densidades son de 1680 ind/Ha y
N. mezcalaensis la mas ampliamente distribuida, presente en los estados de
Guerrero, Jalisco, Michoacan, Morelos, Oaxaca y Puebla, las tres son polinizadas por
murciélagos (Leptonycteris nivalis, Leptonycteris curasoae y Choeronycteris
mexicana, en el caso de N. tfetetzo solo es polinizada por las dos primeras); se ha
demostrado que sus congéneres que cohabitan en el Valle presentan una diversidad
similar aunque mas baja en el caso de N. tetetzo y muy similar para N. macrocephala,
(Alejos) asi como también se encontré que la cactacea clonal, S. stellatus (Cornejo, en

prep.) presenta una diversidad muy baja debido a su reproduccién asexual.

En estos datos encontramos que un parametro de facil comparacién debido a
que esta presente tanto en datos realizados con isoenzimas como en datos obtenidos
a partir de RAPD's es la Ggr y los parametros de loci polimérficos, que se observa
(Cuadro 10, Anexo 1) que la diversidad de N. mezcalaensis es menor a la reportada
para las plantas en general, y menor a la de su congénere N. tetefzo, pero su valor de
Gst corresponde con los datos encontrados para especies de plantas en general, con

entrecruzamiento y dispersadas por animales obtenidos a partir de RAPD's.
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Finalmente, se traté de correlacionar los valores de diversidad y distribucion en
manchones de la especie con sus caracteristicas edaficas, reportadas para los sitios
de colecta ubicados dentro del Valle de Tehuacan-Cuicatlan reportados por Rivas,
2003, que reporta la presencia de suelo tipo Feozem calcarico de acuerdo con la
clasificacion FAO (1994), con textura franco arcillosa, con una alta pedregosidad y
pendientes fuertes de 15-25%, con una vegetacién de Matorral crasicaule con un pH
promedio de 8.48 y un rango de materia organica que oscila entre los 0.6-4.07%. En
comparacién con los datos encontrados para las otras dos Neobuxbaumias (Alejos,
2002) (Cuadro 13, Anexo 1), estos datos muestran que N. mezcalaenis requiere de un
pH alcalino, aunque la materia organica no es una limitante para su establecimiento,
mientras que N. macrocephala requiere de suelos mas neutros, lo que explicaria de
manera parcial la presencia de N. mezcalaensis y N. tetetzo, en una misma region, ya
que esto no se observo para N. macrocephala pues esta especie por lo general en los

sitios donde se encuentra no esta asociada a otros cactus columnares.

En el caso de N. mezcalaensis, a pesar de que es una especie endémica con la
distribucion mas amplia del género, que abarca 7 estados y presenta una distribucion
en manchones, se encontraron valores de diversidad altos, sin embargo, los estudios
comparativos con especies de diferente rangos de distribucion geografica, en plantas
consideran que para especies endémicas o especies que han presentado problemas
reproductivos o incluso un cuello de botella o comparados con especies que
presentan una distribucién mas amplia llegan a presentar patrones de diversidad
genética bajos (Kruckeberg y Rabinowitz, 1985; Hamrick y Godt, 1989; Eguiarte y
Pifiero, 1990; Karron, 1987; Waller, et al.1987). Por lo que para N. mezcalaensis se
esperaria que su variabilidad genética fuera superior al de las otras Neobuxbaumias,
sin embargo, estos valores son muy similares, estas excepciones en las que se
observa mayor variacion genética pueden ser atribuidos a diferentes factores, como la
especificidad de sus habitats, historias de vida, polinizadores e incluso a cambios
ambientales o a la actividad humana, los cuales llegan a tener efecto sobre las
poblaciones naturales.
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6 CONCLUSIONES

e Mediante un analisis de datos a partir de la prueba de t de Student para
muestras pareadas se establecid que la columna de PVP no elimind
totalmente los fenoles, pero si redujo su concentracién a niveles que
permitieron la amplificacion del DNA.

* Los marcadores RAPD tuvieron la capacidad de discernir entre tres especies
del mismo género (Neobuxbaumia) demostrando su capacidad resolutiva
para cumplir con los objetivos planteados en el presente estudio.

e Elvalor de Nom encontrado (1.8) expresa un valor de flujo génico mas alto en
esta especie que en las dos especies de Neobuxbaumia anteriormente

estudiadas, conformando una poblacién no estructurada.

« El flujo génico encontrado pone de manifiesto la eficacia y una interaccion
muy estrecha con los polinizadores murciélagos nectarivoros (Leptonycteris
nivalis, Leptonycteris curasoae y Choeronycteris mexicana), que realiza una
amplia dispersion y homogenizado del polen y las semillas, que se comprobo
con |la prueba de Mantel, que confirma que en esta especie no existe
aislamiento genético por distancia.

e Los datos de diversidad genética dentro y entre las poblaciones coinciden
con lo predicho para especies de fertilizacion cruzada, polinizados y
dispersados por animales y con ciclos de vida largos. No se encontré una

variabilidad genética superior a la de sus congéneres de menor distribucion.
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La variabilidad genética encontrada para N. mezcalaensis es muy similar a la
encontrada para N. macrocephala aunque esta Ultima presenta una
distribucién mas restringida.

La diversidad genética resulté superior a la esperada para especies
endémicas.

La similitud en los valores de diversidad genética de las tres especies del
género Neobuxbaumia se debe a la similitud de sus caracteristicas biologicas
y de historia de vida.

La distancia geografica entre las poblaciones estudiadas no es suficiente
como para observar una divergencia genética importante entre las
poblaciones, ya que sus principales dispersores los murciélagos
Leptonycteris nivalis, Leptonycteris curasoae y Choeronycteris mexicana
cubren estas distancias con facilidad.

Se establecio que los sitios de colecta estudiados en realidad conforman una
sola poblacion no estructurada.

La estructura genética encontrada para N. mezcalaensis esta intimamente
ligada a su distribucion, y el flujo génico mantiene una pequena
diferenciacion genética entre las poblaciones, lo que evita la especiacion.
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Cuadro10: Caracteristicas Biologicas y genéticas de las tres especies de Neobuxbaumia que cohabitan en el

Valle de Tehuacan-Cuicatlan.

Especie Abundancia Distribuciéon Variabilidad g V(A) Nem Estructura
G’st, cién

N. Macrocephala’ 200 ind/Ha Baja 0.226 0.106 89.38% 1.19 NO

N. tetetzo? 1200 ind /Ha Media 0.357 0.288 73.13% 0.47 Sl

N. mezcalaensis 1680 ind /Ha Alta 0.23 0.081 91.91% 1.81 NO

®gr.Phi estadistica homdloga a la Fst de Wright; V(A) varianza entre las poblaciones; N.m, flujo génico

Datos obtenidos en el Laboratorio de Bioquimica Molecular de la FES-Iztacala, Unidad de Biotecnologia y

Prototipos (UBIPRO)
! Alejos, V.L.P. 2002.
2 Martinez-Garcia, et al., en prensa
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Cuadro 11: Niveles promedio de diversidad genética en plantas con caracteristicas de historia de vida
similares. Los datos que se muestran estan basados en isoenzimas y marcadores RAPD.

Grupo P(%) APs Hes Gsr Hsp Hpop @sT
Todas las plantas ' 51.3 289 0.150 0.288
Lefiosas de vida larga 65.0 2.88 0.177 0.084
Lerquas con entre.cruzanzlento y 63.2 287 0.211 0.099
polinizadas por animales
Cactaceas ' 915 338 0211 0.120
Todas las plantas ? 0.29 0.214 0.35
Lefiosas de vida larga 2 0.23 0.242 0.25
Especies con entrecruzamiento 2 0.23 0.260 0.28
Especies dispersadas por animales 2 0.17 0.228 0.29
S. stellatus (Cornejo, en prep.) 79.72 0.085 0.236 0.226 0.093
Neobuxbaumia tetetzo (Martinez-
Garcia, et al., 2002) 0.357 0.402 0.314 0.288
N. macrochepala (Alejos, 2002) 0.226 0.348 0.359 0.106
N. mezcalaensis 97.24 0.21 0.230 0.28  0.380 0.081

P= proporcion de loci polimérficos; APs = numero de alelos por locus polimoérfico; H, = proporciéon esperada de loci heterécigos
por individuo = diversidad genética; Gsr = proporcién de diversidad genética debida a diferencias entre poblaciones; H;,
diversidad genética obtenida con el indide de Shannon; H,,, diversidad promedio dentro de poblaciones; ¢sr pareada.

' Datos tomados de Hamrick et al., 2002, obtenidos mediante isoenzimas.

2 Datos tomados de Nybom y Bartish, 2000, obtenidos mediante marcadores RAPD.
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Cuadro 12: Valores de diversidad genética obtenidos mediante AMOVA e indice de Shannon y flujo génico

calculados para N. mezcalaensis.

V(A) V(B) (Hsp- Hpop/Hsp Dst Gst Nem
Hpop/Hsp)
8.09% 91.9% 23% 77% 0.081 0.23 1.815

V(A): diversidad entre poblaciones, V(B): diversidad dentro de las poblaciones, Hpop/Hsp: proporcién de la diversidad
dentro de la especie; (Hsp-Hpop/Hsp) proporcion de la diversidad entre poblaciones, ®st y Gsr: estructura genética, N.m: flujo

génico en donde N, es el nimero. efectivo de la poblacion y m: No. de inmigrantes por generacion.

Cuadro 13: Datos edaficos y ecolégicos encontrados para las tres especies de Neobuxbaumia.

Especie Ind/Ha Suelo pH m.o.
N. tetetzo 1200 Franco-areno-limoso 6.5-9.66 4.28
N. macrocephala 200 Franco areno arcillosos 7.76 4.55
N. mezcalaenisis 1680 Franco arcilloso 8.48 0.6-4.07

Ind/Ha: individuos por hectarea; m.o: materia orgénica presente en el suelo.
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ANEXO 2

|
TECNICA DE CTAB (Doyle y Doyle, 1990)

1. Calentar el Buffer de CTAB 2x* a 60°C

2. Moler 70mg de tejido en un mortero, con nitrogeno liquido hasta obtener un
polvo fino.

3. Agregar 1.5 ml de buffer de CTAB 2X tibio y moler, hasta obtener una mezcla
homogénea.

4. Transferir el homogenizado aproximadamente 2m1 a un tubo Eppendorf e
incubar a 62°C, por 30min.

5. Agregar 10 pl de Proteinasa K 10mg/ml, incubar a 37°C por 30 min.

6. Agregar un volumen igual de CIA (Cloroformo-alcohol isoamilico, 24:1 y
mantener en vortex invertido por 10min.

7. Centrifugar por 10 min a 15,000 r.p.m. y colectar el sobrenadante en un tubo
nuevo.

8. Agregar 2.5 pl de RNAsa (10 mg/ml) agitar fuertemente e incubar a 37° C por
30 min.

9. Agregar un volumen igual de CIA y homogeneizar en Vortex con el tubo
invertido por 5 min.

10. Centrifugar por 10 min a 15,000 r.p.m. Colectar el sobrenadante en un tubo
nuevo.

11. Agregar 2/3 del volumen de isopropanol frio. Mezclar fuertemente, incubar por
15 min a 4°C.

12. Centrifugar por 10 a 15,000 r.p.m. y remover el sobrenadante a un tubo nuevo.
13. Lavar la pastilla de DNA con 250 ml de etanol al 70%.

14. Dejar secar.

15. Agregar de 50-100 ml de buffer de TE y mezclar suavemente por 30 min o
toda la noche para resuspender a 4°C.

16. Correr una alicuota de 3 pl de DNA con 1-2 pl de colorante 6X en un gel de
agarosa 0.8% para determinar la integridad del DNA.

*CTAB2X

2% CTAB 2g

1.4 M NaCl o 28 ml de NaCl5 Mo 8.19 g de NaCl.
100 mM de Tris-HCI pH 8.0 0 10m1 de Tris HCI M.
20 mM de EDTA 0 4 ml de EDTA 0.5 M.

1% o 1 g de PVP-40

0.25% o 200 ml de 2-mercaptoetanol.

Aforar a 100 ml con Hz0 destilada.
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ANEXO 2

TECNICA DE EXTRACCION DE Dellaporta, et al.(1983).

I. Agregar 500 pl de buffer de mercaptoetanol (Tris 100rnM, EDT A 50rnM, NaCl
500 mM y mercaptoetanol 10 mM).

2. Adadir 1 g muestra.

3. Agregar 34 ul de SDS al 20%.

4. Mantener en bafo Maria |10 min a 65°C.

5. Agregar 167 pl de acetato de potasio 5M.

6. Mantener 20 min en hielo o en congelador a -20°C.

7. Centrifugar a 14,000 r.p.m. durante 20 min.

8. Pasar el sobrenadante a otro tubo con 350 pl de isopropanol.
9. Mantener a -20°C por 30 min.

10. Centrifugar a 14,000 r.p.m. durante 15 min.

11. Secar con papel.

12. Resuspender la pastilla en 600 ul de agua estéril. 'Y

13. Agregar 500 pl de fenol-cloroformo 1:1. -

14. Agitar por inversion, y dejar de 2- 5 min y volver a agitar. %
15. Centrifugar a 14,000 r.p.m. durante 20 min sl

16. Recobrar la fase acuosa (aprox. 500 pl)

17. Agregar 50 pl de acetato de Sodio 3 M.

18. Agregar | ml de etanol absoluto.

19. Mantener 60 min a -20°C.

20. Centrifugar a 14,000 r.p.m. por 30 min.

21. Lavar con etanol al 70%

22. Secar con papel.

23. Resuspender la pastilla resultante en 50 ul de agua estéril.
24. Guardar a 4°C.

25. Correr una alicuota de 3-5 pul de DNA con 1-2 pl de colorante 6X en un gel de
agarosa 0.8% para determinar la integridad del DNA.
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