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Variacién genética y produccion de semillas en poblaciones de Cylindropuntia bigelovii
con diferente ploidia.
Hernandez-Rosas Laura.

Resumen

Cylindropuntia bigelovii Engelman es una cactacea clonal que se distribuye en el
desierto de Sonora; México, C. bigelovii, a lo largo de su amplia area de distribucion en
el desierto de Sonora, presenta reproduccion sexual y clonal diferencial en las distintas
poblaciones. Los diferentes modos de regeneracion (sexual por semillas y clonal por
articulos) pueden afectar la diversidad genética en las poblaciones, ya que la
reproduccion sexual involucra recombinacion de los genotipos mientras que en la
clonal la descendencia producida es genéticamente igual a la planta madre. Los niveles
de ploidia impares afectan la produccion de semillas, por lo tanto limitan el éxito en la
reproduccion sexual, contribuyendo de manera favorable a la reproduccion asexual y
clonal y repercuten en la diversidad genética de las poblaciones, en general. En este
contexto se analizd la produccién de semillas y la diversidad genética usando
marcadores ISSR’s para determinar genotipos en 6 poblaciones de C. bigelovii, cuatro
poblaciones triploides y dos diploides; considerando a C. fulgida, localizada en Sonora,
como grupo externo. Encontramos que las poblaciones triploides presentaron una
produccion de frutos con semillas significativamente menor que las poblaciones
diploides, por lo que la ploidia afecta la reproduccion sexual. Sin embargo, algunas
poblaciones triploides mostraron frutos con una gran cantidad de semillas, por lo que
debemos realizar trabajos prospectivos para conocer el nivel de ploidia de las plantas
productoras de frutos con semilla, ademas de conocer la biologia floral de C. bigelovii.
Los resultados obtenidos no apoyan la hipdtesis de que los niveles de ploidia afectan la
diversidad clonal, ya que no encontramos diferencias significativas en la diversidad
entre poblaciones diploides y triploides. Tampoco encontramos diferencias para el
numero de genotipos encontrados, los indices de equitatividad, porcentaje de loci
polimorficos y heterocigosidad. Dado que no detectamos diferencias significativas se
proponen hipotesis alternas como el reclutamiento sexual, dado por individuos de
ploidia diferentes que se encuentran dentro de las poblaciones triploides o bien quiza se
deba a la generacién de mutaciones somaticas que han logrado persistir, 0 que los
genotipos actuales son un reflejo de los genotipos iniciales durante el surgimiento de las
poblaciones y que debido a la propagacion vegetativa han podido persistir. Por otra
parte, los resultados obtenidos con respecto al analisis del clima no apoyan la hipotesis
de que las poblaciones triploides habitan ambientes mas secos y variables que las
poblaciones diploides.



Abstract

Cilindropuntia bigelovii Engelman is a clonal cactus, distributed in the Sonoran
desert. The different kinds of regeneration (sexual by seeds and clonal by vegetative joins)
can affect the genetic diversity of populations, because sexual reproduction involves
recombination, while in clonal propagation the offspring are genetically identical to the
parent plant.

C. bigelovii has a wide distribution throughout the Sonoran desert, and exhibit both
sexual and clonal reproduction in different populations.

The available evidence indicates that odd ploidy levels affect seed production and
therefore limits the success of sexual reproduction. Triploid populations are known to adopt
asexual and clonal reproduction and consequently influence the genetic diversity of their
populations. Previous studies have demonstrated that triploid individuals have a great
resistance to extreme environments than its diploid relatives. Towards this end seed
production and the genetic and genotypic diversity of six populations of C. bigelovii using
ISSR’s molecular markers: four triploid and two diploid populations and one population of
C. fulgida as an external group were determined. It was also analyzed the index of aridity
and variation of precipitation in populations of different ploidy. Triploid populations show
significantly less seed production than diploid ones. However, in some triploid populations
we found a great number of seeds in some fruits. This finding suggests variation in ploidy
within populations and future studies should document ploidy levels within and between
populations as well as the floral biology of C. bigelovii. Our results on the genotypic
diversity do not support the hypothesis that ploidy levels affect the clonal diversity as no
significant differences were detected in the diversity of diploid and triploid populations.
Similarly, no significant differences were detected between ploidy levels for the equitability
index, percent of polimorphic loci and mean heterocigosity. | suggest alternative
hypotheses like sexual recruitment of individuals with different level of ploidy inside
triploids populations, or recurrent somatic mutations that persist throughout time. Other
alternative explanation is that current genotypes in triploid populations reflect the genetic
diversity from ancient sexual reproduction that persists due to vegetative reproduction. On
the other hand, the results on the analysis of climate do not support the hypothesis that
triploids population are more resistant to xeric and environmental variation than diploid
pupulations.



1. INTRODUCCION.,

1.1. Presentacion

Esta tesis es una aportacion al conocimiento sobre como los diferentes niveles de
ploidia afectan la variabilidad genética y los diferentes modos de reproduccidén. Numerosas
plantas perennes poseen diversos modos de regeneracion: la reproduccién sexual a traves
de semillas, la reproduccién asexual por apomixis 0 agamospermia y la propagacion clonal
(Richards, 1986). Se considera esta division entre la reproduccion asexual y la clonal,
debido a que en la primera existe un desarrollo embrionario, mientras que la clonalidad es
la regeneracion que experimenta un individuo (Hurst y Peck, 1996). Ademas aungue un
individuo sea idéntico a la planta madre y pueda considerarse como una extension de ésta,
es capaz de tener una existencia independiente, en este sentido se considera como una parte
importante del esfuerzo reproductivo y por lo tanto como una forma de reproduccion y no
solo de propagacion (Abrahamson, 1980).

La importancia relativa del reclutamiento sexual, asexual y clonal varia entre
especies y poblaciones de plantas (Eckert et al., 2000; Eriksson, 1992; Mandujano et al.
1998, Mandujano et al. 2001). Con frecuencia las especies con regeneracion asexual
también se reproducen sexualmente, pero_existen varios casos reportados en los que
algunas especies han abandonado la reproduccion sexual para adoptar exclusivamente
formas de propagacion clonal (Sculthorpe, 1967; Hutchinson, 1975; Philbrick y Les, 1996).

La fertilidad en una planta se puede ver afectada tanto por factores ecolégicos como
por factores genéticos, y los diferentes modos de reproduccion que puede presentar una
planta estan ligados a la variacion de la ploidia. En general los diferentes niveles de ploidia
estan asociados a un tipo de reproduccion, debido a las implicaciones mecanicas dentro de
la meiosis, por lo que se ha observado que los niveles de ploidia impares afectan a la
reproduccion sexual favoreciendo la clonal, es decir, dependiendo del nivel de ploidia que
presente una especie puede disminuir su fertilidad (Ramsey y Schemske, 1998; Ekcert et
al., 2000; Soltis y Soltis, 2000; Comai, 2005).

La familia Cactaceae muestra una gran diversidad en sus sistemas de apareamiento
y reproduccion. Las especies globosas presentan individuos solitarios cuya forma de

reproduccion es sexual, al igual que las columnares, aunque existen algunas especies



clonales como Lophocereus schottii (Parker y Hamrick, 1992) y Stenocereus eruca
(Bravo-Hollis, 1978; Clark, 2000). Por otro lado, las formas arbustivas y rastreras que
presentan crecimiento por articulos o cladodios generalmente son clonales. En este grupo se
encuentran desde las especies que no presentan reproduccion sexual y por lo tanto producen
individuos genéticamente idénticos a la planta madre (Grant, 1971; Harper, 1985; Silander,
1985) hasta las especies facultativas que presentan exitosamente tanto la reproduccion
sexual como la clonal (Mandujano et al., 2001).

Cylindropuntia bigelovii Engelmann es una planta que posee dos tipos de
reproduccion, la clonal y la sexual. Tomando en cuenta el contexto anterior con respecto a
la importancia del tipo de reproduccién sobre la variabilidad genética, sugerimos que la
diversidad genética serd mayor en poblaciones donde predomina la reproduccion sexual y
menor en poblaciones predominantemente clonales. Por otra parte, como se ha sugerido en
la literatura que el nivel de ploidia afecta la reproduccidon sexual suponemos que al
encontrarse poblaciones con niveles de ploidia impares la reproduccion sexual sera casi
nula (Ekcert et al., 2000; Pinkava, 2002).

1.2. La reproduccion en plantas

La estructura genética y el potencial evolutivo en las poblaciones de plantas
dependen, en gran parte, de su modo de reproduccién (Hamrick et al., 1979; Richards,
1986). Las plantas pueden presentar diferentes tipos de reproduccion. En la propagacion
asexual, un individuo produce descendientes sin que exista recombinacion con otros
genotipos, es decir que no haya fecundacion. En la propagacion de clones, a través de
propagacion vegetativa, ya sea por medio de estolones, esquejes, tallos, bulbos, hojas, etc.
Por ultimo, la reproduccion sexual por medio de semillas, donde existe la union de gametos
de diferentes individuos (Richards, 1986; Harada et al., 1997). Estos tipos de regeneracion
confieren ventajas y desventajas.

Las plantas que se reproducen clonalmente producen plantas hijas que son idénticas
unas con otras asi como con la planta madre (Eckert, 2002). Cook (1979) definid a un clon
como un individuo que es genéticamente idéntico al individuo del cual se derivo (genet),
dicha unidad (ramet) tiene la capacidad de ser fisiologicamente independiente. Los nuevos

individuos vegetativos se pueden formar a través de diferentes mecanismos que implican la



fragmentacion de la planta progenitora, por ejemplo: bulbos, tallos, extensiones, rizomas,
raices, esquejes, entre otros (Harada et al., 1997).

La propagacion clonal y la asexual no involucran recombinacion, por lo que la
descendencia sera genéticamente igual entre ellos y también serd igual a la planta madre
(Ashton y Mitchell, 1989) y el genotipo de la planta persistira y afectard la variacion
genética (Eckert, 2002).

En 1947 Gustafsson consideraba que la clonalidad funcionaba como un mecanismo
para las plantas, el cual les permitia persistir cuando la reproduccion sexual no podia
ocurrir por algin motivo, por ejemplo cuando hay hibridizacion o la poliploidizacion. La
reproduccion asexual y clonal presentan una serie de ventajas sobre la reproduccion sexual.
Por ejemplo, la ventaja de la mitosis sobre la meiosis (en términos de costos reproductivos),
la rdpida propagacion y explotacion del habitat, la inmortalidad potencial, y el bajo costo
reproductivo (Harper, 1985). En particular la propagacion clonal tiene muchas ventajas.
Una de ellas es que el costo reproductivo no es muy alto, debido a que no se requiere de la
inversion de estructuras reproductivas, tienen un rapido crecimiento en el tamafo
poblacional, lo que le permite aumentar su potencial en la sobreviviencia y la reproduccion.
A pesar de su dispersion limitada, pueden explorar diferentes ambientes y mantenerse en
aquéllos que sean favorables. Los ramets generalmente presentan una menor tasa de
mortalidad que las plantulas provenientes de semillas (Mandujano et al. 1998; Silvertown y
Lovett, 1993). Por ultimo es que las combinaciones dptimas de genes (genotipos que
funcionan adecuadamente en un ambiente) pueden permanecer, siempre y cuando dicho
ambiente no sea muy cambiante (Bell, 1987).

Una de las desventajas que pueden presentar la reproduccion asexual y la
propagacion clonal es la posible disminucién de la poza génica y la vulnerabilidad de las
poblaciones a la depresién por endogamia que propicia el mantenimiento de alelos
deletéreos (Silander, 1985; Charlesworth y Charlesworth, 1987; Ellstrand y Roose, 1987,
Grant, 1971). En una revision Muirhead y Lande (1997) encontraron que la depresién
endogamica aumenta en especies que presentan reproduccion asexual y sugiere que esto
estd relacionado con la acumulacion de mutaciones somaticas sobre todo en especies
longevas, ya que dichas mutaciones pueden heredarse de una generacion a otra. La purga de

homocigos letales ocurre en las especies puramente sexuales, donde debido a la



recombinacion la proporcion de purga de alelos deletéreos es mayor que en las especies
asexuales, clonales e incluso en aquéllas que se autofertilizan (Muirhead y Lande, 1997).
En las especies clonales, la muerte de un clon con una mutacion deletérea es un mecanismo
de purga de deletéreos, aunque también esto genera menor diversidad genotipica. Ademas,
los niveles de depresion endogamica cambian con la intensidad relativa de los tipos de
regeneracion sexual-clonal en especies que mantienen autocruza parcial (Muirhead y
Lande, 1997). Sin embargo, para comparar los atributos de un grupo particular de especies
es necesario tomar en cuenta las relaciones historicas entre las mismas, ya que éstas no
representan puntos independientes (Harvey, 1985). Es por esta falta de independencia que
el método comparativo se ha empleado para identificar e interpretar adaptaciones, y para
realizar estudios comparativos de las adaptaciones reproductivas en las plantas (Barret et
al., 1997; Franco y Silvertown, 1997).

Otra desventaja es que las plantas que se reproducen vegetativamente, pueden tener
poca dispersion y por lo tanto se mantienen limitadas a un ambiente particular (Eguiarte et
al., 1999). Sin embargo existen otros procesos de reproduccion asexual, como la apomixis
0 agamospermia; la cual no requiere de fecundacion y produce semillas 2n a partir de la
planta madre; que permiten la dispersion de semillas aunque con el mismo genotipo
(Carman, 1997; Pimienta-Barrios y Del Castillo, 2002).

La reproduccion sexual involucra procesos de recombinacion, por lo que el sexo
permite producir progenie con mayor variabilidad y de ésta manera se puede incrementar la
probabilidad de que un genotipo funcione de manera dptima en un ambiente y por lo tanto
gue aumente su adecuacion, ya que las condiciones ambientales en el futuro son inciertas
(Maynard-Smith, 1978; Palleiro, 2001). La reproduccion sexual es muy compleja en las
plantas ya que existen diferentes sistemas de apareamiento, como consecuencia de su
estado sésil. Estos diferentes sistemas son importantes (en términos del reclutamiento
sexual), ya que varian de acuerdo con la especie y en muchos casos con los cambios en el
ambiente (Eguiarte et al., 1999).

La variacion de la importancia relativa en la reproduccion sexual y la clonal varia
entre especies y entre poblaciones de la misma especie (Eckert, 2002; Mandujano et al.,
2001; Mandujano et al., 2007). La propagacion clonal permite la persistencia de una

poblacion en un habitat determinado cuando la reproduccién sexual no puede ocurrir, ya



sea por falta de individuos del sexo opuesto (en organismos dioicos) o porque no hay
polinizadores; aunque reduce el flujo génico entre poblaciones (Eckert et al., 2003).

Existe un gran numero de especies que presentan diferentes tipos de reproduccion.
Estas mezclas de modos reproductivos mejoran la capacidad para adaptarse a las
fluctuaciones del ambiente, ya que permiten la reproduccion exacta de un genotipo bien
adaptado a las condiciones presentes y a la vez mantienen la capacidad de generar una
progenie variable que pueda adecuarse a los cambios en las condiciones ambientales
(Marshall y Brown, 1981).

La reproduccidn sexual, la asexual y la clonal con las diferentes combinaciones que
existan entre estos tipos de reproduccion tienen diferentes consecuencias en su dindmica

demogréfica y en sus historias evolutivas (Mandujano et al., 2001; Mandujano et al., 2007).

1.3. La poliploidia en las plantas.

En el genoma pueden existir diversos tipos de aberraciones cromosdmicas ya sea en
todos los cromosomas 0 en partes de éstos (Burns y Bottino, 1989), en este sentido se
reconocen cambios en el nimero de cromosomas o bien modificaciones estructurales.
Cuando se presentan cambios en el nimero de cromosomas podemos encontrar organismos
con células euploides o aneuploides. Las primeras presentan juegos completos de
cromosomas, mientras que las segundas presentan adiciones o pérdidas de cromosomas
(Burns y Bottino, 1989), es decir, su constitucién no comprende un nimero exacto de
juegos cromosémicos completos (Burns y Bottino, 1989).

Un organismo euploide con tres o mas juegos completos de cromosomas es
denominado poliploide (Burns y Bottino, 1989). La poliploidia es comun en plantas, Grant
(1981) considera que cerca 43.5% de los helechos son poliploides y 52% de todas las
especies de angiospermas, sin embargo algunos autores consideran que el 70 y 80 % de
especies de angiospermas son poliploides (Masterson,1994; Leitch y Bennet, 1997; Levin,
2002). Por otro lado se ha visto que alrededor del 70 % de todas las angiospermas han
sufrido por lo menos un evento de poliploidizacion (Soltis y Soltis, 2000), lo cual sugiere
que su composicién cromosémica ha aumentado a través del tiempo al menos una vez. En
la subfamilia Opuntioideae es comun el aumento de la ploidia, ya que existen niveles de
ploidia desde 2x hasta 30x (Pinkava et al. 1982; Johansen, 1993; Mufioz-Urias, 2004).



Dentro de las especies animales la poliploidia es menos comun, sin embargo no es
rara en peces, reptiles, insectos y anfibios (Lewis, 1980; Comai, 2005), aunque para otros
organismos la poliploidia es un evento letal, como normalmente ocurre en el ser humano
(Burns y Bottino, 1989).

La poliploidia habia sido tradicionalmente considerada como la “muerte subita” de
la evolucidon en el sentido genético, basandose en la premisa de que la poliploidia es un
evento raro y de origen diferente para cada especie (Ranker et al., 1989; Soltis et al., 1991,
Stebbins, 1950), en donde sélo se producen organismos estériles o con baja fertilidad
(organismos no adecuados). En éste contexto la reproduccién asexual y la clonalidad
habian sido consideradas como un escape a la esterilidad, ya que se conocia como la Unica
manera de regeneracion en aquellas especies poliploides o hibridas, las cuales habian
resultado ser estériles, debido a alguna disfuncién meidtica. Sin embargo se ha encontrado
que existen poliploides fértiles o casi fértiles, es decir con produccién de un pequefio
porcentaje de semillas (Silander, 1985; Pinkava, 2002). Algunas evidencias, como
mencionaremos mas adelante, han demostrado que la poliploidia puede reestablecer el
balance en el namero cromosémico, permitiendo un incremento en su fertilidad (Lumaret,
1988). Existen diferentes rutas por las cuales un organismo puede llegar a ser poliploide,
sin embargo en la mayoria de los casos no es facil conocer su origen (Ramsey y Schemske,
1998).

1.3.1. Origen de la poliploidia

Los mecanismos para la formacion de un organismo poliploide pueden ser
citoldgicos o somaticos o bien a partir de la formacién de los gametos. Dentro de los
mecanismos  citoldgicos (somaticos) se ha observado que generalmente son
poliploidizaciones inducidas, ya que presentan una disfuncion en el tejido meristematico
que le permite producir una quimera mixoploide. Mientras que en los mecanismos a partir
de la formacion de gametos, la poliploidizacién se debe a la no reduccion gamética o a la
disfuncion meiotica (Ramsey y Schemske, 1998).

Los poliploides generalmente se clasifican en dos grupos de acuerdo a su
composicion cromosomica y la manera de su formacion. Estos grupos son los

autopoliploides y los alopoliploides (Kihara y Ono, 1926; Comai, 2005). Kihara y Ono



(1926) definen a los autopoliploides como aquéllos que se forman en poblaciones de
especies individuales, mientras que los alopoliploides son producto de una hibridizacion
interespecifica. Cuando el juego de cromosomas de un individuo poliploide es igual
entonces es un autopoliploide, cuando son distintos entonces es un alopoliploide y
dependiendo del numero de juegos cromosomicos se denomina con el prefijo tri, tetra,
penta, hexa, etc. (Comai, 2005). Durante la meiosis los individuos poliploides tienden a
formar multivalentes, que estan dados por la asociacion de los cromosomas iguales de los
distintos juegos de cromosomas (genomios). Estas asociaciones difieren de acuerdo al tipo
de ploidia (auto o alopoliploide), la cual aumenta en complejidad por efecto de las
deleciones y adiciones de cromosomas; que generalmente ocurren en los alopoliploides
(Comai, 2005). Sin embargo se ha observado que la formacion de multivalentes son mas
comunes en los autopoliploides, ya que pueden formar mas de dos juegos de cromosomas
homologos. Sin embargo, durante la meiosis estos pueden migrar en cantidades diferentes,
obteniendo asi gametos con distinto numero de cromosomas, lo cual evita la fertilizacion
entre gametos, por lo tanto tenemos organismos estériles (De Wet, 1979; Guerra, 1988;
Ramsey y Schemske, 1998). Por esta razon durante mucho tiempo se ha pensado que los
organismos autopoliploides son raros en la naturaleza (De Wet, 1979; Guerra, 1988). Sin
embargo en una revision que realizaron Soltis y Soltis en 2000 sobre el nimero
cromosomico de un amplio nimero de plantas, observan mudltiples citotipos de varias
especies que difieren con los niveles de ploidia ya establecidos, por lo que sugieren que la
autopoliploidia es mucho méas comudn en la naturaleza que lo que se esperaba. Los
organismos alopoliploides se caracterizan por sus altos niveles de heterocigocidad, lo cual
es resultado de la combinacion de los genomas parentales, por lo que también funciona
como una fuente de diversidad y de especiacion; aunque estos Ultimos efectos no son
solamente propios de los organismos alopoliploides sino que de la poliploidia en general
(Soltis y Soltis 2000; Comai, 2005).

En este sentido es evidente que las variaciones en el nivel de ploidia poseen
implicaciones importantes dentro de la dindmica evolutiva de los organismos, en particular

las plantas.

1.3.2. Consecuencias ecologicas y evolutivas de la poliploidia



Los niveles de ploidia tienen diferentes consecuencias en el curso evolutivo de las
plantas; para empezar debemos mencionar como afectan de manera proximal la
composicion de ellas. Es evidente que al duplicarse o al no reducirse el material genético,
hay una transformacion en la células a nivel nuclear, lo cual tiene consecuencias en toda la
planta, pues el tamafio de las células es mas grande (Stebbins, 1971). Por ejemplo, el
volumen de una célula tetraploide es cerca del doble en tamafio con respecto a su
progenitor diploide; se ha observado que hay diferencias significativas en el tamafios de los
estomas y el poro, lo cual implica, a su vez, cambios fisioldgicos dentro de la planta (Levin,
1983). Mooney y Johnson (1965) analizaron las diferencias entre poblaciones de plantas
alpinas diploides y triploides del género Thalictrum (Ranunculaceae) y encontraron que las
poblaciones triploides generalmente son mas vigorosas y poseen una mayor capacidad
fotosintética a diferencia de las diploides, dichas diferencias estan relacionadas con la
habilidad de colonizar un sitio u otro. Levin (1983) menciona que Weiss y sus
colaboradores en 1975 investigaron la relacion entre la actividad enzimatica, la geometria
celular, y los niveles de ploidia en Sacharomyces cerevisiae (familia Saccharomycetaceae,
Reino Fungi), y descubrieron que los parametros bioquimicos basicos de la célula estan
determinados principalmente por la geometria de la célula. En este sentido Cavalier-Smith
(1978) sugiri6 que las celulas poliploides presentan un metabolismo y crecimiento
retrasado debido, a la alteracion geométrica que presenta la célula entre el nicleo y el resto
de la célula. Tal (1977) observo que la actividad enzimatica se encuentra también alterada,
ya que observo que la tasa de sintesis de proteinas se encontraba inhibida en un 45% en
células tetraploides y que disminuia la actividad de RNAasa y por lo tanto el contenido de
RNA; sin embargo, no todas las enzimas se encontraban afectadas de esta manera de tal
modo que se podia observar cierto equilibrio en el funcionamiento de la célula. A pesar de
estas diferencias, que pudieran verse como desventajas de la poliploidia, es evidente que las
especies poliploides se encuentran mucho mejor adaptadas a diferentes ambientes, es decir,
la poliploidia les confiere resistencia y un grado de adaptabilidad mucho mayor. Esto se ha
visto representado en diferentes casos, tal como el caso de la flora de Alaska, en donde se
observa que a medida en que aumenta el nivel de ploidia, la resistencia y capacidad de
colonizar nuevos ambientes es mayor (Johnson y Parcker, 1965). Otro ejemplo es el ya

mencionado sobre Thalictrum, donde los individuos triploides se encuentran en ambientes
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donde las condiciones son mas extremosas (Mooney y Johnson, 1965). Se ha observado
que en el género Opuntia al incrementarse el nivel de ploidia aumenta su resistencia al frio
(Mufioz, 2004). Es posible que exista un patron de distribucion, donde los organismos con
un nivel de ploidia mayor puedan incrementar sus areas de distribucion, principalmente en
aquéllas donde los progenitores diploides no pueden sobrevivir (Levin, 2002; Mufoz,
2004).

Ramsey y Shemske (1998) mencionan que existe una alta incidencia de formacion
de poliploides en altas latitudes y altitudes, asi como en areas congeladas 0 que cuentan con
condiciones extremas que inducen a los gametos 2n a la formacion de poliploides.

En 1950 Manton sugirio que los poliploides poseen ventajas selectivas en aquellas
condiciones donde las fluctuaciones climaticas han sido frecuentes y en ocasiones
catastrdficas, lo que permite mantener a las plantas poliploides distribuidas en zonas
diferenciales a las de sus progenitores diploides, en otros casos se ha observado que
colonizan altitudes mayores que las diploides o bien zonas con mayor estrés ambiental. Los
cambios que presentan las plantas poliploides no s6lo son en este sentido, implican ain mas
ventajas y desventajas y por lo tanto una fuente de modificaciones que dan lugar a historias
de vida diferenciales y por lo tanto a diferentes historias evolutivas.

De acuerdo a Comai (2005) existen otras tres importantes ventajas de ser poliploide.
Una de ellas es la heterosis, la cual hace a las plantas méas vigorosas que sus progenitores,
ademas debido a que no existe recombinacion en aquellas especies que s6lo se pueden
reproducir asexualmente o por propagacion vegetativa, se mantienen los niveles de
heterocigosidad a través de las generaciones (Comai, 2005). La segunda ventaja es la
redundancia genética, que protege a los poliploides de los efectos de las mutaciones
deletéreas, ya que se enmascaran los alelos recesivos. Ademas evita la genotoxicidad
(agentes con accion quimica, fisica o bioldgica que dafian al ADN) sobre todo cuando las
poblaciones se encuentran muy aisladas o en un cuello de botella. Por otra parte le confiere
la habilidad de diversificar funciones genéticas alterando copias redundantes de genes
esenciales. Por ultimo, la tercera ventaja es el favorecimiento de la reproduccion asexual y
clonal. Se han realizado diferentes trabajos en donde se ha visto que el nivel de ploidia
afecta directamente el tipo de reproduccion en las plantas. Es evidente que esto estd

relacionado con el numero cromdsomico (Dorken y Eckert, 2001) y a las disfunciones
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meidticas. La relacion entre los niveles de ploidia y el tipo de reproduccién, de acuerdo con
la teoria de Stebbins (1950), establece que el nivel de ploidia tiene un efecto sobre los
mecanismos reproductivos que presenten los taxa, es decir, aquéllos que mantienen altos
niveles de ploidia, presentan autofertilizacion o apomixis, como ocurre en algunas
cactaceas. Por otro lado se ha propuesto que la agamospermia 0 apomixis esta asociada a la
poliploiodia, la cual funciona como un factor que origina esta forma de reproduccion
(Bashaw y Hanna, 1990).

La poliploidia en cactaceas es originada por medio de procesos premeidticos
anormales en conjuncion con los mecanismos antes mencionados (Ross, 1981). Un claro
ejemplo es el género Opuntia, donde la extensa poliploidia registrada es la causa de su alta
frecuencia en la propagacion vegetativa, que a su vez le permite el mantenimiento de la
ploidia debido a la misma propagacion que contribuye al aumento de su distribucidn
(Pinkava, 2002).

La poliploidia puede afectar a la sexualidad alterando los sistemas de
autoincompatibilidad y permitiendo asi la autofertilizacion (Comai, 2005). En muchos
casos la poliploidia también estd asociada con la formacion de especies apomicticas
(Comai, 2005). Se ha observado que las especies triploides generalmente adoptan tipos de
reproduccion asexual, como la apomixis y la propagacion clonal, debido a que forman
gametos aneuploides después de la meiosis que les impiden reproducirse normalmente
(Stebbins, 1950; Khush, 1973; Soltis et al. 1991; Henry et al., 2005). Sin embargo, a pesar
de que la apomixis se ha considerado como una condicidn que interfiere en la evolucion, ha
sido evidente que a partir de este tipo de reproduccion se puede reestablecer la sexualidad,
ya que existen individuos que tienen la capacidad de producir polen que puede llegar a ser
fértil, logrando de esta manera producir algunos individuos que pueden ser sexuales.
Asimismo los sexuales pueden producir individuos apomicticos y por lo tanto se puede
constituir un ciclo sexual-asexual (Verduijn, 2004). Ademéas de esto la apomixis
proporciona una ventaja ya que permite reproduccién de los individuos cuando no hay
parejas disponibles (Comai, 2005).

Eckert (2003) reporta en las poblaciones de la planta acuética Butomus umbellatus
(Butomaceae) que se han observado los dos tipos de reproduccion, sexual y a través de

propagacion vegetativa. La variacion en su reproduccién estd asociada a la variacién en la
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ploidia, tal y como ocurre en C. bigelovii. Las poblaciones diploides producen abundantes
semillas. Las poblaciones triploides producen pequefias cantidades de semillas y
generalmente las que producen no son viables. También observd que cuando se cruzan
individuos triploides de dos poblaciones se obtiene como resultado escasas semillas con
muy baja viabilidad, es decir, son poblaciones consideradas infértiles (Eckert et al., 2003).
La infertilidad es causada por la interaccion de factores genéticos y ecoldgicos que dan
como resultado cambios en sus historias de vida que a su vez modifican su curso evolutivo.
En muchas ocasiones la esterilidad permanente a nivel del genet es causada por la ploidia
(niveles de ploidia impares), o por irregularidades cromosdmicas, mas que por mutaciones
somaticas (Eckert, 2002).

También se ha visto que a pesar de que los individuos triploides producen progenie
aneuploide no es una condicion terminal, es decir, estos aneuploides a su vez, y a través de
las generaciones pueden producir organismos euploides y por lo tanto seguir con su curso
evolutivo, como ocurre en Arabidopsis thaliana (Henry et al., 2005). La triploidia ocurre de
una manera frecuente, ya que puede resultar de la hibridizacion de un organismo diploide
con uno tetraploide, o bien, de dos diploides, en donde el resultado es la no reduccion de
alguno de los gametos y por lo tanto surge la triploidia (Levin, 1983; Ramsey y Schemske,
1998). Como ya se habia mencionado, la triploidia reduce la fertilidad y por lo tanto es un
mecanismo clave para la interrupcion de la ruta evolutiva, o de la fecundidad de cualquier
especie. A esta idea se contraponen varios elementos donde ha sido evidente el
reestablecimiento de una ploidia que puede mantener altos niveles de fertilidad (Ramsey y
Schemske, 1998; Joly y Bruneau, 2004; Henry et al. 2005). La importancia radica en que
los triploides pueden funcionar como un puente hacia la tetraploidia, lo cual se ha visto en
estudios de poblaciones naturales, ademas de que recientes estudios han considerado a los
triploides como parcialmente estériles y que no tienden a perpetuar, ya que cuando logran
generar descendencia, menos del 10% es triploide y el resto son individuos diploides o
tetraploides (Ramsey y Schemske, 1998; Joly y Bruneau, 2004; Henry et al. 2005).

Es evidente que la formacion de organismos poliploides puede tener diferente
origen, como en el caso de los triploides, ya que pueden ser autotriploides (diploide x
diploide) o alotriploides (diploide x tetraploide). Ademas podemos encontrar organismos

tetraploides que pueden ser producidos por autotriploides que se autofertilizan o que se
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retrocruzan con diploides, o bien la formacion de autotetraploides que se forman
directamente de poblaciones diploides, que no reducen ninguno de sus gametos como en el
caso de Costus speciosus (Zingiberaceae) (Ramsey y Schemske, 1998).

Ademas un poliploide pudo haber experimentado méas de un evento de
poliploidizacion, lo cual hace mas complicado conocer su origen. Pero a la vez proporciona
diferentes niveles de diversidad dentro de las poblaciones (Ramsey y Schemske, 1998).
Debido a que los cambios que pueden experimentar los poliploides a nivel genético pueden
diversificar rapidamente, en muchos casos la progenie resultado de una hibridizacion ya no
puede mantener un flujo génico con la poblacién origen. Es decir se establecen barreras
reproductivas (Ramsey y Schemske, 1998) que pueden dar lugar a la especiacion. Ademas
los poliploides muestran mayor fijacion de heterdcigos que los diploides, y debido a los
diferentes mecanismos por los que se origina la poliploidia, pueden aparecer genotipos
novedosos que se establecen y persisten. Por lo que los organismos poliploides no son
genéticamente despreciables como se habia sugerido, ya que la variacion genética de
especies poliploides es una respuesta a diferentes procesos evolutivos (Soltis et al., 1992).
Logrando de este modo una mayor variabilidad de genotipos capaces de colonizar
ambientes diversos (Levin, 1983; Soltis y Soltis, 1995; Levin, 2002). Cuando existen
maultiples poliploidizaciones dentro de una especie también se crea una barrera
reproductiva. Este fendmeno origina altas tasas de especiacion ya que aumenta las
posibilidades de generar genotipos novedosos y adaptaciones a diferentes ambientes, lo
cual le permite una rapida evolucion (Levin, 1983; Soltis y Soltis, 2000).

1.4. El caso de Cylindropuntia bigelovii

Como ya hemos mencionado con anterioridad, los géneros Opuntia Yy
Cylindropuntia presentan diferentes tipos de reproduccion, sexual, asexual (principalmente
por agamospermia) y clonal (Philbrick, 1963; Benson, 1982; Baker, 1985), ademés de
presentar una alta incidencia de poliploidia dentro de la subfamilia Opuntioideae (cerca del
64.3%) incluyendo especies, 2x, 3X, 4x, 6x, 8x, 10x, 13x, 19x, 20x y 30x (Johansen, 1933;
Katagiri, 1953; Pinkava et al.,1973; Yuasa et al., 1973; Jonson, 1978; Weedin y Powell,
1978; Pinkava, 1982; 1985).
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La evidencia disponible indica que el nivel de ploidia afecta de manera directa al
modo de reproduccion. En este sentido, Cylindropuntia bigelovii es un ejemplo excelente
debido a que posee poblaciones que presentan diferentes niveles de ploidia (2x y 3x) y
reproduccion sexual y propagacion clonal (Pinkava, 1985; Rebman, 1995). Pinkava (2002)
sugiere que las poblaciones triploides de C. bigelovii se originaron a partir de la
fertilizacion de gametos reducidos 1x y de gametos no reducidos 2x por lo que es un
hibrido.

C. bigelovii, presenta 2 variedades, presentes en el Desierto Sonorense: var. ciribe
(diploide) y var. bigelovii (triploide), la primera se encuentra principalmente en Baja
California Sur, mientras que la otra abarca el resto del intervalo de su distribucion que
comprende Baja California Norte, Sonora y Arizona (Rebman, 1995). Debido a la
distribucion que presenta en donde las poblaciones estdn bien diferenciadas podemos
evaluar el efecto del nivel de ploidia en la variacién genética de esta especie. Estudios
previos sugieren que C. bigelovii presenta bajos niveles de diversidad genética, tiene
relativamente pocos alelos, pocos loci polimorficos y estos presentan un exceso de
heterocigotos (Zunino, 1987); sin embargo es importante integrar los resultados de la
variacion de poblaciones con diferente nivel de ploidia ya que podemos inferir como se ve
afectada la relacion: nivel de ploidia - variacion genética - modo de reproduccion.

De esta manera podemos construir la secuencia de los episodios que conllevan a la
historia evolutiva de esta especie, considerando cémo son los atributos (en este caso el
modo de reproduccion) que afectan su historia de vida y por lo tanto su curso evolutivo.
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1.5. Objetivo

El presente trabajo pretende estimar el efecto del nivel de la ploidia sobre la
variacion genotipica y la reproduccion en 6 poblaciones de Cylindropuntia bigelovii
(Engelm.) con diferentes niveles de ploidia (diploides y triploides) localizadas en el
desierto Sonorense.

Por lo tanto como objetivo particular se evaluo la cantidad de semillas producidas
por los frutos de las poblaciones con diferente nivel de ploidia.

Otro objetivo particular fue, por medio de un marcador molecular obtener diferentes
parametros, comparar la variacion genética entre las poblaciones.

Ademas se describieron los sitios donde se encuentran para evaluar la resistencia de
las poblaciones triploides a la variacion de los factores ambientales como los cambios
bruscos de temperatura y la precipitacion.

Finalmente, todos los resultados se integraron para obtener la informacién global

sobre el nivel de ploidia y las implicaciones que tienen en un contexto evolutivo.

1.6. Hipotesis

De acuerdo a las evidencias sobre el tipo de reproduccion, el nivel de variacion
genética y de heterosis en las poblaciones poliploides, se espera que en las poblaciones
triploides de C. bigelovii, la propagacion clonal sea mas frecuente resultando en una menor
diversidad genética, que se presente un menor porcentaje de loci polimorficos y una mayor
heterocigosidad promedio que en las poblaciones diploides.

Se espera que las poblaciones triploides presenten menor cantidad se semillas con
respecto a las diploides. Ademas que las poblaciones triploides estén establecidas en sitios

donde las condiciones son mas extremas.
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2. METODO

2.1. Especies de estudio

2.1.1. Cylindropuntia bigelovii Engelmann.

Arbusto de 1 m de altura aproximadamente, con un solo tronco bien definido. Tiene ramas
cilindricas, cortas, extendidas lateralmente y las superiores erectas. Articulos de 5 a 20 cm
de longitud, targidos casi globosos, con tubérculos prominentes, angulados de 1 cm de
ancho. Sus aréolas se encuentran muy proximas con espinas (6 a 10 o mas), de 2 a 3 cm de
longitud, barbadas con vaina papirdcea de color paja, cubren completamente el tallo, posee
gloquidas pequenas y amarillas. Las flores nacen en la punta y miden de 3 a 4 cm de
didmetro con segmentos del perianto verde amarillento o blancos, con rosado purpurino y
florecen de febrero a mayo. El fruto es obovoide, de 2 cm de didmetro, verde con o sin
espinas, con gloquidas, umbilicado y enraiza al caer al suelo y se propaga. Las semillas son
pequeiias y se encuentran adheridas a la pared del carpelo (Britton y Rose, 1919-1923;
Bravo Hollis, 1978) (Fig. 2.1).

Se localiza principalmente en areas desérticas y chaparrales, asi como en sitios
rocosos y areas arenosas en México, Baja California, Baja California Sur y Sonora; en
Estados Unidos, Arizona, California y Nevada. Existen dos variedades conocidas
(var.bigelovii y var. ciribe) (ver Tabla 2.1), ambas se encuentran en la Peninsula de Baja
California. La variedad bigelovii generalmente es triploide, sin embargo organismos
diploides han sido encontrados en la parte noreste de Arizona y en el sureste de Baja
California, mientras que la var. ciribe, generalmente diploide se localiza en Baja California
Sur (Baker 1985, Pinkava et al. 1998; Rebman 1995; Rebman 2001). La propagacion clonal
0 vegetativa es muy comun en los individuos triploides, ya que los frutos generalmente son
estériles. Esta especie es la cholla mds comun en el desierto de Sonora, especialmente var.
bigelovii, la cual es conocida como “Teddy Bear Choya” (oso Teddy) o “Jumping Choya”
(choya saltarina).

Debido a las espinas, los segmentos de los tallos se adhieren facilmente a los
animales o humanos que funcionan como vectores de dispersion, lo cual permite ampliar su
distribucion vegetativamente, se cree que gran parte de su distribucion tiene relacion con

las actividades antropogénicas (Rebman, 1995).
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Tabla. 2.1. Caracteristicas morfologicas de las dos variedades de Cylindropuntia
bigelovii: var. bigelovii y var. ciribe.

Caraceteristica

Cylindropuntia bigelovii var.
bigelovii

Cylindropuntia bigelovii var.
ciribe

Tallos Espinosos de 5-20 x 2.5-5 cm. Espinosos de 9-13 x 3.5- 5 cm.

Tubérculos 8-12 x 6-10 mm y de 3-5 mm de 9-13 x 6-10 mm y de 4-6 mm de
altura altura.

Areolas 3-4 x 2-4 mm 5-7 x 2-3 mm

Espinas 6-12 espinas por areola de 3-10 mm  2-7 espinas por areola de 7-12
de largo. mm de largo

Flores color amarillo muy palido a verdes color amarillo verdosas a blancas

con la base mas verde

Frutos Tuberculados, comunmente estériles  tuberculados

Semillas Color crema a pardo de 2.5-4 mm de  Color crema a pardo de 3-4 mm
diametro. de diametro.

Numero 2n=33 2n=22

cromosdmico

Tomado de Rebman (1995).
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Fig. 2.1 Imagen de Cylindropuntia bigelovii en fructificacion. Foto: Laura Hernandez R.

2.1.2. Grupo externo. Cylindropuntia fulgida Engelmann.

Planta arbustiva y de tronco lefioso en la base, que llega a medir hasta 3 metros de largo. Su
tronco es muy ramificado y forma artejos cilindricos. Los artejos terminales pueden medir
de 10 a 12 cm de largo y de 3 a 5 cm de diametro y se pueden desprender facilmente. Son
suculentas y tuberculadas con espinas amarilla o cafés de 2 a 3.5 cm de largo con pequefias
gloquidas (Britton y Rose, 1920).

Sus flores son rosas o blanquecinas con pocos pétalos y sus frutos muestran tubérculos y
son suaves, en forma de pera y de color verde, usualmente son muy proliferos y llegan a
formar largas cadenas y contienen semillas pequeias de 4 mm de ancho (Bravo-Hollis,

1937) (Fig. 2.2).
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Se distribuye en el sureste de Arizona, Sonora y Sinaloa, y se han encontrado individuos
diploides y triploides, generalmente los triploides pertenecen a la variedad fulgida y lo
diploides a la variedad mammillata (Pinkava, 1985).

Se ha observado que las semillas no germinan en la naturaleza, solamente dentro de
invernadero, generalmente su propagacion esta dada por lo artejos terminales (Britton y
Rose, 1920).

Se considerd esta especie de Cylindropuntia como grupo externo debido a la estrecha
relacion que tiene con C. bigelovii, y las caracteristicas que posee y su distribucion, esta

planta también es conocida como “choya plateada”.

af e el

Fig. 2.2 Imagen de Cylindropuntia fulgida. Foto: Laura Hernandez R.
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2.2. Sitio de Estudio

El desierto Sonorense es una region arida que cubre 120,000 km?, que corresponden al
sureste de Arizona y California en Estados Unidos, la mayor parte de Baja California y
parte oeste del estado de Sonora en México. La region que comprende el desierto
Sonorense es una de las mas calientes que existe en el norte de América y debido a que
presenta un patréon bimodal de precipitacion hay una gran diversidad bioldgica. La
precipitacion anual en Sonora y Baja California es de 40 a 356 mm aproximadamente

(Larson, 1977).

El Desierto Sonorense es uno de los biomas mas jovenes de Norteamérica, su
vegetacion se caracteriza por ser un matorral y poseer una gran diversidad en cuanto a
formas de vida vegetales. Podemos encontrar gran cantidad de especies anuales, arboles,
arbustos espinosos y cactaceas. De acuerdo a estudios previos realizados por Rebman en
1995 y por Pinkava (1982, 1985), donde determinaron el cariotipo de cada una de las
poblaciones de C. bigelovii y sus dos variedades, podemos conocer la distribucion de C.
bigelovii y la localizacion exacta de las poblaciones triploides y diploides. Por lo tanto se
colectd el material bioldgico (frutos y tejido) de 6 poblaciones que presentan diferentes

niveles de ploidia, diploides y triploides (J. Rebman, 1995).

Las poblaciones se localizaron en el Desierto Sonorense que abarca los estados de
Sonora, Baja California y Baja California Sur, basandonos en las localidades analizadas por
Rebman (1995). Los sitios de Baja California presentan un clima seco semicalido (BWhs
(x)) cuyas caracteristicas principales son lo extremoso de sus temperaturas diurnas y la gran
sequedad ambiental, ello se debe a la interaccion de los factores: latitud, relieve y corrientes
marinas. La temperatura media anual va de 18 a 22° C. Presenta una vegetacion de tipo

sarcocracicaule de neblina, y un suelo de tipo Rogosol (Van Devender, 1998) (Fig. 2.3).

Los sitos muestreados fueron:

a) Triploides: Sonoyta, (N 31° 52.445", W 112° 50.867") Sonora; San Felipe (N
31°17.730°, W 115° 23.587"), B.C.; El Colorado (N 28° 17.775", W 111°
24.48"), Sonora; El Pinacate (N 32°7.703", W 113° 53.270"), Sonora.
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b) Diploides: San Isidro (N 26° 20.302°, W 111° 52.646"), B.C.; La Purisima,
B.C. (N 26°8.604", W 112° 6.594")
c) Grupo externo: C. fulgida, San Francisco, carretera Hermosillo-Guaymas, a

40 km del sur de Hermosillo (N 28°44.280°, W 110° 58.616").

Fig. 2.3 Distribucion potencial de Cylindropuntia bigelovii (lila), los puntos rojos
representan las poblaciones localizadas para C. bigelovii y los puntos azules
representan las poblaciones que se muestrearon. Triploides: 1. Sonoyta, Sonora, 2.
San Felipe, Baja California N; 3. El Colorado, Sonora; 4. El Pinacate, Baja
California N. Diploides: 5. San Isidro, Baja California S; 6. La Purisima, Baja
California S. Grupo Externo: GE. C. fulgida, San Francisco, carretera Hermosillo-
Guaymas, Sonora.
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2.3. Métodos

2.3.1. Produccion de frutos

Para cada poblacion se realizé un muestreo en el campo, donde se colectaron frutos
de 30 plantas al azar para cada poblacion (Tabla 2.2). Posteriormente se contd el nimero de
semillas que habia en cada fruto. Se obtuvo el nimero de frutos con semillas, el nimero de
frutos abortados y el nimero de semillas total para cada una de las 6 poblaciones. A partir
de estos datos se realizd un Andlisis de Varianza (ANdeVA) anidado, para conocer el
efecto de la ploidia y de la poblacion (poblaciones diploides y poblaciones triploides) sobre
la produccion de semillas (Zar, 1984). Para esto se utilizé el programa JMP V3.2.1 (SAS
Institute, Inc. 1989). Los datos del nimero de semillas fueron transformados a la raiz
cuadrada del valor mas 0.5 para cumplir con los supuestos de normalidad (Sokal y Rohlf,
1981). Ademas se analiz6 el efecto de las poblaciones y de la ploidia sobre la produccién
de frutos con semillas y el nimero de semillas encontradas por fruto por medio de modelos
log lineales, considerando una distribucion del error binomial para los frutos (con semillas
= 1, sin semillas = 0) y con distribucion del error Poisson para el nimero de semillas (JMP

V 6.0).

Tabla 2.2. Numero de frutos muestreados para cada una de las seis poblaciones de C.

bigelovii.
Poblacion Numero de frutos

Sonoyta, Son. 45
San Felipe, B.C. 70
El Colorado, Son. 58
El Pinacate, B.C. 55
San Isidro, B.C. 42
La Purisima, B.C. 58
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2.3.2. Variacion genética
De cada poblacion, incluyendo al grupo externo, se colectd en el campo, una muestra de
tejido de 35 individuos en cada poblacion, cortando uno de los artejos finales de las planta.
La colecta se hizo considerando una distancia de al menos 10 m entre plantas y se elegia
una planta al azar. El tejido obtenido fue almacenado en el laboratorio, donde se preservo a
-20° C. Esto se llevo a cabo para cada una de las 6 poblaciones, de las cuales 4 son
poblaciones triploides: 1. Sonoyta, Sonora, 2. San Felipe, Baja California N; 3. El
Colorado, Sonora; 4. El Pinacate, Sonora; y dos son poblaciones diploides: 5. San Isidro,
Baja California S; 6. La Purisima, Baja California S (Fig. 2.3).

A partir del tejido colectado se extrajo el ADN de cada individuos y se determind
el genotipo de cada uno mediante la comparaciéon de los patrones de bandeo entre
individuos usando ISSR’s (Intersequence simple repeats) (Wolfe et al., 1998; Zietkiewicz
et al., 1994; Nagaoka et al., 1997). Se utilizé un protocolo de extraccion de ADN total con
Kit FastPrep, para el cual se utiliz6 0.01g de tejido por cada muestra, del cual se tomo
unicamente el clorénquima y este fue molido por el FastPrep Cell Disrupter (modelo
FP120, Qbiogene). Se caracterizd genéticamente a los 35 individuos de cada una de las
poblaciones estudiadas.

El ADN extraido se amplifico utilizando reacciones en cadena de la polimerasa
(PCR). Cada reaccion de amplificacion se llevo a cabo con un volumen de 15pl que
contienen 2l de DNA genomico, 1ul MgCl2, 1.5 yl de Buffer, 0.3 pl de ATP's (CTP, d
GTP y d TTP), 0.2 yL de Taq DNA polimerasa, 0.8 yl de primer y 9.2 pl de agua destilada.
A cada reaccion se le agregd una gota de aceite mineral estéril. La amplificacion se realizd
en un Termociclador (MJ Research) programado para 36 ciclos de 7 minutos a 94 °C, 30
segundos a 94 °C, 45 segundos a 52 ° C, 2 minutos a 72 °C. Con un final de 7 minutos de
72°C hasta enfriar a 4 °C. Los productos amplificados se separaron con agarosa al 1.5 %
(GibcoBRL) TAE y se corrieron en el gel a 120 Volts por 4 2 h. Los geles se tifieron con
Bromuro de Etidio (0.5 mg/ml) y se fotografiaron bajo luz UV (de la Cruz et al., 1997).

Los primers utilizados fueron el 8§17 (CAC ACA CAC ACA CAC AA) 841 (GAG
AGA GAG AGA GAG AY(C) y 842 (GAG AGA GAG AGA GAG AYQ) (secuencia 5" a
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3") (Invitrogen custom primers; The University of British Columbia, Nucleic Acid — Potein
Service Unit, Dr. J.B. Hobbs, Director c¢/o Biotechnology Laboratory).

Para determinar el peso molecular de las bandas se utilizé un marcador de 100 pares
de bases (100pb DNA Ladder, Invitrogen) que se colocaba en los extremos del gel. Para
cada uno de los geles se ley6 el patron de bandeo por medio del software LabWorks (Media
Cybernetics, UVP, Inc. 1998) (Fig. 2.4). Posteriormente se realizaron la matrices de
presencia-ausencia de bandas (0 = ausencia, 1 = presencia); donde cada banda es
considerada un loci; que fueron analizadas por el programa GenoType/GenoDive
(Meirmans y Van Tienderen, 2004) el cual nos proporciona el numero de genotipos
encontrados, el indice de diversidad clonal y el indice de dominancia o equitatividad. De
cada poblacion se estim¢ el indice de diversidad clonal o tasa de descubrimiento de nuevos
genotipos (G/N) de Ellstrand y Roose (1987), donde G es el nimero de genotipos distintos
de la poblacion y N es el nimero de individuos muestreados. G/N toma valores bajos
(tiende a 0) si no hay genotipos distintos en la poblacion (un solo genet) y 1 si todas las

plantas muestreadas son genets distintos.
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Fig. 2.4. Fotografia de un gel de agarosa que muestra la lectura de las bandas y su peso
molecular, las bandas de los extremos son las escaleras de 100 pb (Software
LabWorks).

Ademas se obtuvo el indice de equitatividad genotipica (E) Meirmans y Van

Tienderen, 2004), que se calcula como:

E=1/S* /Y pi

Donde S es igual al numero de genotipos distintos en una poblacion, pi es la
frecuencia del genotipo i en la muestra. Este indice adquiere valores entre 0 y 1; cuando E =
0 nos indica que las poblaciones son dominadas por un solo genotipo y cuando E = 1 nos
indica que el nimero de genotipos es igual al nimero de ramets muestreados.

También obtuvimos el indice de Diversidad de Simpson (D) (Ayres y Ryan, 1999),
el cual se calcula como:

D=1-3{[ri(r-D)/ [R(R-1)1}

Donde r; es el nimero de individuos del genotipo i y R es el nimero de individuos
muestreados. Este indice adquiere valores entre 0 y 1, siendo 1 el valor maximo de
diversidad.

Por medio del programa GenAIEx6 se calcul6 el porcentaje de loci polimérficos
(bandas diferentes) para cada poblacion calculado como el porcentaje de loci polimérficos a
través de los loci y se obtuvo la heterocigosidad promedio esperada para cada poblacion.
Debido a que tenemos datos dominantes consideramos como presencia a los genotipos
homoécigos dominantes y a los heterocigos. Mientras que los homocigos recesivos son

considerados como ausencia.

Entonces p=1-qy q=1-p

Donde:

p es la frecuencia del alelo dominante y q es la frecuencia del alelo recesivo.
La frecuencia del genotipo recesivo es:

g* = V(frecuencias de ausencia), por lo tanto la heterocigosis esperada es:
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He=1-Y p* (Lynchy Milligan, 1994).

Ademas se obtuvieron las distancias genéticas de Nei y Li (1979) entre las
poblaciones, por medio del software Vera Ford (no publicado), como el céalculo de la
similitud entre pares de grupos o de poblaciones, donde se consideran las bandas presentes
y se excluye del andlisis a las bandas ausentes. El indice de Nei y Li se calcula de la

siguiente manera:

N =2a/ (a+b) + (a+c)

Donde:
a= Numero de bandas compartidas entre las poblaciones A yB
b = Numero de bandas presentes en B y ausentes en A

¢ = Numero de bandas presentes en A y ausentes en B

Los coeficientes que se obtienen a partir de este programa, s6lo considera las bandas
presentes, ademas de que no se supone equilibrio de Hardy-Weinberg en el calculo. Se
utilizaron las distancias genéticas de Nei y Li, ya que el programa considera las bandas
presentes y les da mayor peso, lo cual es conveniente debido a los marcadores moleculares
que se utilizaron en este trabajo. A partir de las distancias genéticas de Nei y Li se
construyd una matriz que fue utilizada para elaborar un dendrograma utilizando el método
de aglomeracion UPGMA por medio del software PHYLYP (ver. 3.6) (Felsentein, 2005).

Para estimar la variacion genética los datos fueron analizados por medio de un
analisis de varianza molecular (AMOVA, por sus siglas en inglés), utilizando el programa
ARLEQUIN ver.3 (Excoffier et al. 1992; Schneider et al. 2000). El analisis de varianza
molecular esta basado en las distancias euclidianas y calcula la varianza genética dentro y
entre las poblaciones. Para probar la significancia de los componentes de la varianza y de
los indices de fijacion en el AMOVA se consideraron 1023 permutaciones.

Para conocer si existe un patrén de aislamiento por distancia se realizé una prueba
de Mantel (ARLEQUIN ver. 3) la cual considera las distancias genéticas de Nei y Li y las

distancias geograficas.
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2.3.3. Respuesta climatoldgica

Las condiciones de humedad, insolaciéon, viento y temperatura son factores que
afectan a la vegetacion (Soto, 1965). La temperatura del aire y del suelo afectan los
procesos de crecimiento de las plantas. En general las temperaturas elevadas no son tan
perjudiciales como las temperaturas bajas para detener el crecimiento (Crithfield, 1961).
Sin embargo, cuando las temperaturas son demasiado elevadas algunas plantas reducen su
desarrollo y si este factor se combina con aire seco, puede contribuir a la aceleracion de la
transpiracion ocasionando la deshidratacion en la plantas. Cuando las temperaturas son muy
bajas se reduce el flujo vital del agua de las raices y por lo tanto la planta se descompensa
(Crithfield, 1961).

De acuerdo con las evidencias tedricas, las plantas triploides son mucho mas
resistentes a condiciones poco favorables (Stebbins, 1950; Lewis, 1980; Hardy et al., 2000;
Stuessy et al., 2004) (generalmente son mas resistentes a heladas), por lo tanto se realizd
una prueba para explorar si existe algiin patron entre las condiciones climatologicas y el
establecimiento de plantas con una ploidia determinada. Para esto obtuvimos los datos
climatoldgicos de 4 estaciones meteorologicas correspondientes a las 6 poblaciones de C.
bigelovii, las cuales fueron solicitadas a la Unidad de Servicio Meteoroldgico Nacional,

(Comision Nacional del Agua) (Tabla 2.2). Los datos que se obtuvieron fueron un registro

Nivel
de Nombre de la Localizacion: Altura
Estado Poblacion ploidia Estacion Latitud Longitud (m)
Sonoyta y EI 3x
Sonora Pinacate Sonoyta 31°53° 112°51° 380
3x 111° 49
Sonora El Colorado Bahia de Kino  28°43'48" 48" 160
Baja 3x
Califronia San Felipe San Felipe 31°2° 114°51° 20
Baja 2x
California San Isidro Cd.
Sur y La Purisima Constitucioén 25°00'35" 111°39'48" 28

diario de temperatura observada (registro de la temperatura a las 8 de la mafana),
temperatura maxima, temperatura minima y precipitacion, considerando periodos de

observacion de 30 a 50 afios.
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Tabla. 2.2. Poblaciones de Cylindropuntia bigelovii con la estacion meteorologica
correspondiente y su localizacion.

Con la informacion obtenida se obtuvo el indice de aridez (Q) (Emberger, 1955), el
cual disminuye de manera inversa al incremento de las lluvias, es decir el valor de Q varia
inversamente con la aridez de un lugar (Stretta y Mosifio, 1963).

El coeficiente de variacion (C.V.) es una medida que expresa la desviacion estandar
como un porcentaje de la media (Daniel, 1991). En este caso analizamos el C.V de la
precipitacion, el cual nos indica, qué tan impredecible es la precipitacion en un sitio con

respecto a otro.

El indice de aridez se calcula como:

I = (t° min promedio + 45) / [(Q)(263)]

Donde:
Q =[(100) (precipitacion media anual)]/ [(t° max — t° min)(t°max + t° min)]

donde t°® max = temperatura maxima promedio del mes mas caluroso y

t® min = temperatura minima promedio del mes mas frio (Emberger, 1955).

El coeficiente de variacion se calculd de la siguiente manera:

C.V. =[(Desv.Est. de la media de la precipitacion / la precipitacion media)] (100)
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3. RESULTADOS.

3.1. Produccion de semillas.

La produccion de semillas de las poblaciones triploides y diploides mostro
diferencias significativas. Considerando el total de frutos muestreados para cada poblacion,
se observo que en aquellas poblaciones que son triploides la produccién de semillas es
mucho menor que en las diploides. Los resultados del Anélisis de Varianza anidado
mostraron que la ploidia tiene un efecto significativo sobre la produccion de semillas (F =
19.38, P<0.001, g.l. 5), es decir, entre los sitios diploides y triploides la produccion de
semillas es diferente (P< 0.001) (Tabla 3.1).

Tabla 3.1 Promedio de semillas por fruto para cada numero de ploidia. Se obtuvo a partir

del ANdeVA anidado.
Ploidia Numero de semillas Error estandar
diploides 29.301 2.138
triploides 5.451 3.111

Por otro lado es evidente que en ambos tipos de poblaciones existe una produccion
de frutos, sin embargo las poblaciones triploides presentaron bajos porcentajes de frutos
con semillas a diferencia de las poblaciones diploides (X* = 141.17, P< 0.001) (Figura 3.1
y Tabla 3.2).
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Tabla 3.2. Proporcion de frutos con semillas para cada poblacion, (triploides: 1.
Sonoyta, Sonora; 2. San Felipe, Baja California; 3. El Colorado, Sonora; 4. El Pinacate,
Sonora; diploides: 5. San Isidro, Baja California; 6. La Purisima, Baja California).
Diferentes letras indican diferencias significativas.

Poblacion Proporcion de frutos
con semillas
1 031°
2 0.04 °
3 022 ¢
4 0.12 ©
5 0.88 ¢
6 0.79 ¢
100
90 -
80 -
70 -
= 60 -
& 50
(&)
S 40 -
30 -
20
[]
0 |
1 2 3 4 5 6
poblacion

Fig. 3.1 Porcentaje de frutos con semillas para las poblaciones de C. bigelovii con diferente
ploidia, (triploides: 1. Sonoyta, Sonora; 2. San Felipe, Baja California; 3. El
Colorado, Sonora; 4. El Pinacate, Sonora; diploides: 5. San Isidro, Baja California;
6. La Purisima, Baja California).
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Fig. 3.2 Numero de semillas encontradas para cada fruto de cada poblacién (triploides: 1.
Sonoyta, Sonora, N = 14; 2. San Felipe, Baja California, N = 3; 3. El Colorado,
Sonora, N = 13; 4. El Pinacate, Sonora, N = 7; diploides: 5. San Isidro, Baja
California, N = 37; 6. La Purisima, Baja California, N = 46)
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La Fig. 3.2 nos muestra la cantidad de frutos con semillas que encontramos para
cada una de las poblaciones. El tamafio de muestra entre cada una de las poblaciones difiere
debido a que fueron los frutos encontrados en cada poblacion, es evidente que en algunas
de las poblaciones triploides (poblaciones, 1, 2 y 3) a pesar de no haber encontrado muchos
frutos con semillas, aquéllos que las tuvieron mostraron grandes cantidades de semillas.

A partir de los andlisis que se realizaron con los datos de los frutos que contienen
semillas para cada una de las poblaciones, se observd que la ploidia no tiene un efecto
sobre la produccion de semillas por fruto (P>0.3), mientras que la poblacion presentd un

efecto significativo sobre dicha produccion (X* =23.71, P< 0.001) (Fig. 3.3. y Tabla 3.3).

Tabla 3.3. Promedio de semillas encontradas por fruto para cada poblacion,
(triploides: 1. Sonoyta, Sonora; 2. San Felipe, Baja California; 3. El Colorado, Sonora; 4. El
Pinacate, Sonora; diploides: 5. San Isidro, Baja California; 6. La Purisima, Baja California).
Diferentes letras indican diferencias significativas.

Poblacién Promedio de semillas
para cada poblacion

1 39.79 *
2 77.67 °
3 32.85 *
4 3.714 °
5 39.41 ®
6 35.83 *
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Fig. 3.3. Numero de semillas promedio para cada poblaciéon (+1E.E.): triploides = 1.
Sonoyta, Sonora; 2. San Felipe, Baja California; 3. El Colorado, Sonora; 4. El
Pinacate, Sonora; diploides = 5. San Isidro, Baja California; 6. La Purisima, Baja
California.

3.2 Resultados genéticos
3.2.1 Diversidad genética.

Se utilizaron tres primers para cada una de las 6 poblaciones de C. bigelovii y para
el grupo externo (C. fulgida) y se encontraron 99 loci en total para cada una de las
poblaciones. Para el primer 841 se registraron 41 loci, para el primer 817 se registraron 27
y para el 842 se encontraron 31 loci (Apéndice 1).

Obtuvimos el patron de bandeo de las 6 poblaciones y del grupo externo (Fig. 3.4y
Tabla 3.2) que nos muestran el niimero de bandas que existe para cada una de las
poblaciones, el nimero de bandas frecuentes en un porcentaje mayor o igual a 5, el nimero
de bandas privadas o Unicas, el nimero de bandas menos comunes (menor o igual al 25% y
menor o igual al 50%) y la heterocigosis promedio, esta Gltima fue mayor para la poblacion
6, seguida por las poblaciones 2 y 4. La poblacion con una heterocigosis promedio menor
fue la poblacion 5, sin embargo tampoco se encontraron diferencias significativas entre
poblaciones diploides y triploides (t = 0.991, g.I = 5, P > 0.05). El grupo externo (C.
fulgida) presentd una mayor cantidad de bandas tinicas con respecto a las poblaciones de C.

bigelovii.
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Por otra parte obtuvimos los porcentajes de loci polimorficos, donde el porcentaje

para las poblaciones triploides (1, 2, 3 y 4) fueron mas bajos que las poblaciones diploides

(Tabla 3.4), sin embargo estas diferencias no fueron significativas (t = 0.01710241, g.I = 5,

P > 0.05). Los datos fueron transformados a arcoseno para normalizarlos (Zar, 1984).

Se realizaron dos analisis de varianza molecular. En el primero consideramos a las 6

poblaciones de C. bigelovii y la variacion que existe entre éstas, en el segundo analisis se

comparé la diferenciacion genética entre las dos variedades de C. bigelovii (var. ciribe y

Poblaciones

var. bigelovii).
60 0.200 == No. de bandas
50 | 0150 & |mmmNo. de Bandas Frecuentes >=
o 40 ¢ 2 5%
£ 30 1 | 0100 > |C—2No. de bandas privadas
\ (8]
2 20l S
L 0.050 % — No. de bandas menos comunes
10 + T (<=25%)
o4 L 0.000 = No.de Bandas menos comunes
Pop1 Pop2 Pop3 Pop4 Pop5 Pop6 Pop7 (<=50%)

—~— Heterocigosis promedio

Fig. 3.4 Patron de bandeo para las 6 poblaciones de Cylindropuntia bigelovii y para C.
fulgida. Popl (3x) = C. bigelovii de Sonoyta, Son.; Pop2 (3x) = C. bigelovii de San
Felipe, Baja California; Pop3 (3x) = C. bigelovii de El Colorado, Sonora; Pop4 (3x)
= C. bigelovii de El Pinacate, Sonora; Pop5 (2x) = C. bigelovii de San Isidro, Baja
California; Pop6 (2x) = C. bigelovii de La Purisima, Baja California. Pop7 = C.
fulgida de San Francisco, Sonora.

35




Tabla 3.4. Porcentaje de loci polimorficos (GenAlEx6) de 99 loci encontrados en total.
Popl (3x) = Cylindropuntia bigelovii de Sonoyta, Son.; Pop2 (3x) = C. bigelovii de
San Felipe, Baja California; Pop3 (3x) = C. bigelovii de El Colorado, Sonora; Pop4
(3x) = C. bigelovii de El Pinacate, Sonora; Pop5 (2x) = C. bigelovii var. ciribe de
San Isidro, Baja California; Pop6 (2x) = C. bigelovii var. ciribe de La Purisima,
Baja California. Pop7 = C. fulgida de San Francisco, Sonora.

Poblacion | % de loci | Tamano de la muestra
polimoérfico | (individuos)
Popl (3x) |42.42 36
Pop 2 (3x) | 48.48 36
Pop3 (3x) |43.43 37
Pop 4 (3x) | 48.48 38
Pop 5 (2x) | 55.56 38
Pop 6 (2x) | 54.55 38
Pop 7 55.56 38

El primer andlisis de varianza molecular mostré niveles significativos de
diferenciacion dados entre las poblaciones y dentro de las poblaciones. Sin embargo, la
variacion genética se explica en mayor porcentaje por la variacion que existe dentro de las
poblaciones (64.81%), mientras que la variacion entre poblaciones explicaron el 35.19% de
la variacion (Tabla 3.5).

El segundo andlisis molecular reveld que no existen diferencias significativas entre
los grupos, es decir, no se encontraron diferencias entre las variedades. Sin embargo la
diferenciacion molecular fue significativa entre las poblaciones dentro de los grupos, la

cual se explicé con el 34.25% de la variacion, mientras que la variacion entre poblaciones

presentd el 64.41% (Tabla 3.6)
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Tabla. 3.5. Resultado de un AMOVA, donde se compar¢ la variacioén entre las poblaciones
y dentro de las poblaciones (P< 0.0001).

Fuente de variacion g.l.  Suma de cuadrados Componentes Porcentaje de P

de la varianza variacion
Entre poblaciones 5 800.25 4.103 Va 35.19 <0.0001
Dentro de las poblaciones 217  1639.88 7.55 Vb 64.81 <0.0001

Fst (indice de fijacion entre poblaciones y entre grupos) = 0.351

Tabla. 3.6. Resultado de un AMOVA entre las 2 variedades de Cylindropuntia bigelovii
(var. ciribe y var. bigelovii), donde se compar6 la variacion entre ambas variedades,
entre las poblaciones dentro de los grupos y entre poblaciones.

Fuente de variacion | g.l. | Suma  de | Componenetes | Porcentaje P
cuadrados | de la varianza | de variacion

Entre grupos 1 174.29 0.156 Va 1.34 0.45

Entre  poblaciones | 4 625.95 4.08 Vb 34.25 < 0.0001

dentro de los grupos

Entre poblaciones 217 | 1639.88 7.55 Ve 64.41 <0.0001

Fsc (indice de fijacion entre poblaciones dentro de los grupos) = 0.347, Fsr (indice de
fijacion entre poblaciones) = 0.355, Fer (indice de fijacion entre grupos) = 0.013

Se obtuvieron las distancias genéticas de Nei y Li (Tabla 3.7), por medio del
programa Vera Ford (no publicado). Se construyé una matriz de distancias geograficas
entre las 6 poblaciones de C. bigelovii y el grupo externo, C. fulgida (Tabla 3.8). Esta se
realizd por medio del programa GenAlx6. Posteriormente se tomaron las distancias
genéticas y las distancias geograficas y no mostraron una relacion (P = 0.226) lo cual fue
analizado a través de la prueba de Mantel (ARLEQUIN, ver. 3.0).

A partir de las distancias genéticas de Nei y Li se gener6 un dendograma (Fig. 3.5)
a partir de una analisis de clasificacion con UPGMA, donde podemos observar que el grupo
externo (C. fulgida) queda dentro de las poblaciones de C. bigelovii, por lo que es evidente
su estrecha relacion entre estas especies de chollas. Las siete poblaciones formaron 2
grupos principales, el primero conformado por las poblaciones 6 y 7 y el segundo por las

poblaciones 1, 2, 3,4y 5.
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Tabla 3.7 Matriz de las distancias genéticas de Nei y Li, para cada una de las poblaciones
analizadas. Pop1 (3x) = Cylindropuntia bigelovii de Sonoyta, Son.; Pop2 (3x) = C.
bigelovii de San Felipe, Baja California; Pop3 (3x) = C. bigelovii de El Colorado,
Sonora; Pop4 (3x) = C. bigelovii de El Pinacate, Sonora; Pop5 (2x) = C. bigelovii de
San Isidro, Baja California; Pop6 (2x) = C. bigelovii de La Purisima, Baja
California. Pop7 = C. fulgida de San Francisco, Sonora.

Pop1 Pop2 Pop3 Pop4 Pop5 Pop6 Pop7

0 Pop1
0.409 0 Pop2
0.653 0.633 0 Pop3
0.513 0.512 0.646 0 Pop4
0.583 0.529 0.553 0.579 0 Pop5
0.642 0.689 0.756 0.672 0.728 0 Pop6
0.641 0.688 0.756 0.671 0.728 0.421 0 Pop7

Tabla 3.8. Matriz de las distancias geograficas para cada una de las poblaciones analizadas.
Pop1 (3x) = Cylindropuntia bigelovii de Sonoyta, Son.; Pop2 (3x) = C. bigelovii de
San Felipe, Baja California; Pop3 (3x) = C. bigelovii de El Colorado, Sonora; Pop4
(3x) = C. bigelovii de El Pinacate, Sonora; Pop5 (2x) = C. bigelovii de San Isidro,
Baja California; Pop6 (2x) = C. bigelovii de La Purisima, Baja California. Pop7 = C.
fulgida de San Francisco, Sonora.

Pop1 Pop2 Pop3 Pop4 Pop5 Pop6 Pop7

0 Pop1
249.64 0 Pop2
419.710 508.260 0 Pop3
102.890 169.760 486.710 0 Pop4
620.000 649.930 221.630 670.050 0 Pop5
638.490 654.090 248.210 684.430 31.690 0 Pop6
391.040 511.100 64.560 467.900 280.060 308.200 Pop7

38



afé *
17
d
[ ]
b 3
5 %
f
Cc
4 °
e 1o
2 O
Distancia genética de Nei y Li (1979)
0.1 0.08 0.06 0.04 0.02 0

Fig. 3.5 Dendograma por medio de UPGMA para las 6 poblaciones (de 1 a 6) de
Cylindropuntia bigelovii y C. fulgida como grupo externo (7), basado en las
distancias genéticas de Nei y Li. 1. Sonoyta, Sonora (3x), 2. San Felipe, Baja
California N. (3x); 3. El Colorado, Sonora (3x); 4. El Pinacate, Sonora (3x); 5. San
Isidro, Baja California S. (2x); 6. La Purisima, Baja California S. (2x); Grupo
Externo: 7. C. fulgida, San Francisco, Sonora.

» = Sonora, © = Baja California Norte, * = Baja California Sur (ver mapa, fig 2.2).
Las letras (a,b,c,d,e y f) indican los grupos que se formaron.

3.2.1 Clonalidad.

A partir del programa GenoType/GenoDive (Meirmans, 2004) se obtuvo el indice de
diversidad clonal (G/N) (Tabla 3.9) para las 6 poblaciones y el grupo externo. Se esperaba
obtener indices de diversidad clonal cercanos a uno en las poblaciones diploides y valores
cercanos a 0 en las poblaciones triploides. Los valores obtenidos en las poblaciones
triploides variaron entre 0.638 y 0.891 y las poblaciones diploides presentaron valores de
G/N de 0.789 y 0.947. El promedio de G/N para las poblaciones triploides es de 0.757 y de
las poblaciones diploides es de 0.868. Para explorar si hubo diferencias en el indice de
diversidad clonal entre las poblaciones triploides y las diploides se realiz6 una prueba de t
de Student, la cual mostr6 que no hay diferencias significativas entre las poblaciones (t =
0.3402, g.1 = 5, P>0.001). Los datos fueron transformados a arcoseno para normalizarlos

(Zar, 1984).
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Es evidente que la poblacion 6 (diploide) muestra un mayor indice de diversidad
clonal (0.947), donde la mitad de los genotipos son diferentes (Tabla 3.9), mientras que la
poblacion 1 (triploide), presenta un indice de diversidad clonal relativamente bajo (0.638)
donde un genotipo es dominante. El indice de diversidad de Simpson de la poblacion uno
muestra el valor mas bajo. La poblacion 5 a pesar de ser diploide muestra el G/N mas bajo
de lo que se esperaba y un indice de equitatividad genética de 0.44, lo cual implica que hay

un genotipo dominante (Fig. 3.6).

Tabla 3.9 Resultados genéticos por medio del andlisis con el software Genotype.

Poblacion Nivel de Numero N G/N Indice de Indice de
ploiodia de Equitatividad diversidad
genotipos genética de
Simpson
(1) Sonoyta, Son.  triploide 23 36 0.638 0.26 0.856
(2) Sn Felipe, triploide 25 36 0.657 0.33 0.903
B.C.
(3) El Colorado, triploide 33 37 0.891 0.88 0.992
Son.
(4) El Pinacate, triploide 32 38 0.842 0.87 0.992
Son.
(5) San Isidro, diploide 30 38 0.789 0.44 0.949
B.C.
(6) La Purisma, diploide 36 38 0.947 0.96 0.997
B.C.
(7) San Francisco Diploide 37 38 0.973 0.98 0.999
* (Grupo
externo)

* Cylindropuntia fulgida
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Fig. 3.6. Distribucion de las frecuencias de los genotipos encontrados, para cada una de las
poblaciones, (triploides: 1. Sonoyta, Sonora, N = 23; 2. San Felipe, Baja California,
N = 25; 3. El Colorado, Sonora, N = 33; 4. El Pinacate, Sonora, N = 32; diploides:
5. San Isidro, Baja California, N = 30; 6. La Purisima, Baja California, N = 36; 7. C.
fulgida, San Francisco, Sonora, N = 37.

3.3. Respuesta climatologica

41



Considerando el contexto tedrico, esperabamos encontrar indices de aridez mas
bajos en aquellas regiones donde se encuentran las poblaciones triploides de C. bigelovii
con respecto a las regiones donde se encuentran las poblaciones diploides. Sin embargo no
se observd esta tendencia. El indice de aridez, fue mayor para San Felipe (triploide) y
menor para Sonoyta y El Pinacate (triploides), mientras que para las poblaciones diploides
fue casi tan bajo como para Sonoyta y El Pinacate (Tabla 3.10). Por lo tanto la region mas
arida de acuerdo al indice, fue la correspondiente a las poblaciones de Sonoyta y el
Pinacate, mientras que la region menos arida fue San Felipe. La region correspondiente a
las poblaciones diploides (San Isidro y La Purisima), presentaron un indice de aridez casi
tan bajo como Sonoytay el Pinacate.

El coeficiente de variacion de precipitacion fue mayor en San Felipe y menor en
Sonoyta y El Pinacate (Tabla de 3.10) lo cual no nos proporciona ningun patréon de
establecimiento, ya que las tres poblaciones son triploides. Ademas el valor del coeficiente
de variacion es casi igual en San Isidro y La Purisima, que son poblaciones diploides y El

Colorado, que es una poblacion triploide.

Tabla 3.10 Coeficiente de variacion de precipitacion (C.V.) y el indice de aridez (l) para
cada una de las estaciones climaticas con la poblacion correspondiente.

Poblacién Estacion I C.V.
El Colorado (triploide) =~ Bahia Kino 59.893 69.265
San Isidro

y La Purisima (diploides) Constitucion  50.876  69.367
San Felipe (triploide) San Felipe 161.041 108.650
Sonoyta y El Pinacate

(triploides) Sonoyta 49.3415 56.938
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4. DISCUSION

4.1 Produccion de frutos
La produccion de frutos analizada presenta un claro patréon, donde es evidente que los
frutos con semillas y la mayor cantidad de semillas fueron registradas en las poblaciones
diploides, lo cual es congruente con la teoria propuesta, ya que los niveles de ploidia
impares afectan a la reproduccion sexual. Observamos que en las poblaciones triploides la
produccion de frutos y de semillas fue mucho menor. Este resultado apoya la hipotesis
sobre el efecto del nivel de ploidia con respecto a la reproduccion sexual de las plantas, y
como se ve afectada la produccion de semillas de manera negativa. Por lo tanto
encontramos evidencia de apoyo a la teoria de que los niveles de ploidia impares afectan la
reproduccion sexual tal vez por a la disfuncion meidtica que evita la produccion de semillas
y por lo tanto Unicamente pueden presentar propagacion clonal (Stebbins 1950; Eckert,
2003).

Baker y Pinkava (1987) analizaron citologicamente y morfométricamente algunas
especies triploides de cilindropuntias y observaron que existen mas granos de polen sin
tefiir en los individuos triploides, es decir granos de polen reducidos y por lo tanto
infértiles, por lo que los modos de propagacion clonal se verian favorecidos.

A pesar de las claras diferencias, observamos que algunos frutos de las poblaciones
triploides tenian una produccion de semillas tan grande o incluso mayor a las de las
poblaciones diploides; principalmente las poblaciones 1 (Sonoyta), 2 (San Felipe) y 3 (El
Colorado) mostraron una gran cantidad de semillas en algunos de los frutos, aunque en la
poblacion 2 la cantidad de frutos con semillas encontrados fueron minimos. Sin embargo
esto nos da pie a plantear otras opciones, por lo que suponemos que tenemos individuos que
pueden producir semillas por apomixis y los datos genéticos obtenidos nos orillan a
elaborar otras hipotesis que discutiremos mas adelante, una de ellas es el hecho de que
existan individuos diploides o con otra ploidia (que les permita reproducirse sexualmente)
inmersos dentro de las poblaciones triploides.

Ramsey y Shemske (1998) mencionan que es dificil obtener semillas fértiles a partir

de individuos triploides debido a que se forma una “obstruccion triploide”, la cual impide la
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formacion de semillas, ya que se forman gametos aneuploides. En estudios anteriores se ha
observado que la mayoria de los taxa presentan esta obstruccion triploide.

Por otro lado se han encontrado estudios donde reporta una produccién de semillas
triploides viables, las cuales fueron resultado de cruzas 4x por 2x, es decir no provienen de
organismos triploides (Ramsey y Shemske, 1998). Henry et al. (2005) muestran que los
triploides de Arabidopsis thaliana son fértiles, a pesar de producir una gran cantidad de
aneuploides, sin embargo las semillas producidas cuentan con una baja viabilidad.

Sugerimos que las semillas encontradas en las poblaciones triploides pueden ser
producto de individuos de diferente nivel de ploidia que se encuentran inmersos en esas
poblaciones, por ejemplo, individuos con ploidia 4x y 2x, ya que es la combinacion
adecuada para que se puedan producir individuos triploides; sin embargo desconocemos la
viabilidad de las semillas asi como su nivel de ploidia.

Sospechamos que las semillas encontradas en las poblaciones triploides no son
viables o presentan inmadurez, debido a que se llevaron a cabo diferentes pruebas de
germinacion con cosechas de diferentes afos y de las cuales no se obtuvo geminacion
alguna. Proponemos como trabajo prospectivo realizar un minucioso estudio de
germinacion para comparar las tasas de germinacion entre los diferentes tipos de
poblaciones (diploides Vs tripoloides) y asi responder a nuestras dudas y comprobar la
hipotesis anterior de Ramsey y Shemske, con respecto a la formacion de semillas triploides
fértiles. Ademas seria adecuado llevar a cabo un andlisis para conocer el cariotipo de las
semillas producidas en esas poblaciones (y de las plantas muestreadas), asi como un estudio
basico de la biologia reproductiva de poblaciones triploides para saber qué tan funcional es

polen y si es transferido por las abejas.

4.2 Resultados genéticos

4.2.1. Diversidad genética

Zunino (1987) descubre que C. bigelovii muestra un bajo porcentaje de loci
polimorficos; de 8 isoenzimas analizadas encuentra 13 loci para cada una de las 3 especies
de Cylindropuntia estudiadas en su trabajo. De esos 13 loci encontrados, 6 son
monomorficos en C. bigelovii, por lo tanto 54% de los loci fueron polimorficos. Las

poblaciones analizadas por Zunino (1987) se encontraban en el desierto de Mojave y en el
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desierto de El Colorado en California donde las poblaciones de C. bigelovii son triploides.
Nuestro trabajo muestra que las 6 poblaciones de C. bigelovii mostraron un porcentaje de
loci polimédrfico mayor al 42%, siendo éste mayor en las poblaciones 5 y 6 de 55.56% y
54.55% respectivamente, mientras que para la poblacion 1 fue de 42.42%. Las poblaciones
2 y 4 mostraron el mismo porcentaje (48.48%) y la poblacion 3 tuvo 1.01% de loci
polimorficos mas que la poblacion 1. Zunino (1987) observo en su trabajo que las especies
sexuales C. ramosissima y C. equinocarpa tuvieron 4 veces mas loci polimorficos que C.
bigelovii, lo cual sugiere que C. bigelovii es una especie mas clonal que otras especies de
cilindropuntias. Si nosotros comparamos la diferencia de loci polimoérficos entre nuestras
poblaciones sexuales (diploides) y las clonales (triploides) no encontramos diferencias
significativas, ya que existe una diferencia no mayor al 6.1% (Tabla 3.4).

De acuerdo a la literatura, las poblaciones triploides presentan un alto valor de
heterocigosidad con respecto a las poblaciones diploides, como resultado de la combinacion
de los genomas parentales (Soltis y Soltis, 2000; Comai, 2005), en este sentido
esperabamos que las poblaciones triploides mostraran una mayor heterocigosidad media
que las poblaciones diploides. Sin embargo no encontramos un patréon definido entre los
dos tipos de ploidia. La poblacion que mostro una mayor heterocigosidad media fue la
poblacion 6 (0.168, diploide), seguida de la poblacion 4 (0.154, triploide). La poblacion 3
fue la que obtuvo la heterocigosidad media mas baja (0.109, triploide) (Tabla 3.5).

La diversidad que presentaron las poblaciones triploides analizadas puede deberse a
que los poliploides poseen material genético extra, mas alld del que podrian requerir.
Cuando ocurren mutaciones dentro de la poblacion, el material genético adicional, permite
el surgimiento de nuevos genes provenientes del mismo, manteniendo una estabilidad en
todo el genotipo, lo que produce un incremento en la variabilidad y en el valor de la
supervivencia, sujeta al curso de la seleccion (Pinkava, 2002). En este sentido, Cariaga et
al. (2005) llevo a cabo un analisis de variacion genética con la especie Consolea corallicola
(Cactaceae), donde encuentra que en una de sus poblaciones (que posee como Unico modo
de regeneracion la reproduccién por propagacion vegetativa) la variacidn genética es
bastante alta. Ademas menciona que en estudios previos con especies que se reproducen
unicamente de manera asexual, han encontrado una gran variacion genética. Por lo que

argumenta las siguientes explicaciones: “1) Los marcadores moleculares pueden detectar un
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“relicto” de la diversidad genética escondida en clones de especies que anteriormente se
reprodujeron sexualmente, 2) Existen raros eventos sexuales que proveen suficiente
variabilidad para mantener ciertos niveles de variacion genética en especies asexuales o
clonales y 3) La variacion observada es el resultado de mutaciones somaclonales, las cuales
se han documentado en varias especies de plantas que se reproducen asexualmente.”

Debido al modo de reproduccion de C. bigelovii y a su amplio patron de
distribucion Benson (1982) infiere que esto se debe a un origen hibrido y ademas sospecha
que no fue originado recientemente, ya que no es un intermedio entre las especies ahora
conocidas. Si esto es cierto entonces C. bigelovii es una planta alopoliploide y de acuerdo a
los argumentos empleados por Cariaga et al. (2005) con respecto a que se ha observado en
algunos casos que el mantenimiento de la variabilidad se debe a que algunos marcadores
moleculares, como los ISSR’s, detectan de manera indirecta un “relicto” de la diversidad
genética, el cual se ocultaba en clones de especies que en el pasado se reprodujeron
sexualmente, entonces podemos justificar la existencia de la diversidad genética encontrada
en las poblaciones triploides. Sin embargo cabe mencionar que Zunino (1987) sugirié que
las poblaciones triploides de C. bigelovii son de origen autopoliploides, ya que en su trabajo
los loci observados en sus isoenzimas no mostraron trihibridos. Baker y Pinkava (1987)
apoyan el hecho de que C. bigelovii tiene un origen autopopliploide. Pinkava (2002)
sugiere que C. bigelovii surgio a partir de un gameto no reducido (2x) y de uno reducido
(1x).

A pesar de esto, es evidente que no existe un claro patrén que divida las poblaciones
diploides de las triploides, a menos que consideremos los extremos, como la poblacién 6 y
la poblacion 1, donde las diferencias son mas claras. Como se menciono en el capitulo 1, C.
bigelovii esta dividida en dos variedades, var. bigelovii y var. ciribe, las primeras
conforman a las poblaciones triploides mientras que las segundas a las diploides y se
encuentran separadas geograficamente. Var. ciribe se encuentra so6lo en Baja California
Sur, mientras que bigelovii se encuentra en el resto del desierto Sonorense (Sonora y Baja
California Norte). Las caracteristicas morfologicas entre ambas variedades no son muy
conspicuas, sin embargo si existe una ligera diferencia, principalmente en el tamafo
(Rebman, 1995). Otra importante diferencia es el modo de regeneracion; en la var. bigelovii

predomina la propagacion clonal y en ciribe la sexual, lo cual funciona como un modo de
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aislamiento reproductivo, aunque debido a su distribucion, el aislamiento geografico resulta
ser mas importante. Se cree que la var. ciribe (diploide) en Baja California es mas primitiva
que la var. bigelovii (triploide) y que surgi6 en la periferia norte y se expandio a través del
desierto de Sonora (Pinkava, 2002). Los resultados del analisis de varianza molecular
mostraron que no hay diferencias en la variacion genética entre las variedades, lo cual
puede explicarse con lo anterior, var. bigelovii surge a partir de la var. ciribe, ademas se ha
sugerido que su origen es reciente (Benson, 1982), por lo que el tiempo evolutivo no ha
sido suficiente para presentar diferencias genéticas significativas. Sin embargo existe una
gran variacion entre las poblaciones (64.81%), la cual puede deberse al origen y a la
manera en la que se ha llevado a cabo la colonizacion de los diferentes sitios (Pinkava,
2002) y a la generacion de nuevos genotipos a través de mutaciones somaticas (Gutiérrez,
2006). Por otro lado la variacion dentro de las poblaciones fue menor (35.19%), la cual
quiza estd dada por los genotipos que se introdujeron inicialmente sin sufrir cambios
significativos.

En el dendograma se observa que las distancias genéticas de Nei y Li, agrup6 a las
poblaciones 3, 4, 5y 6 y al grupo externo que es C. fulgida, mientras que las poblaciones 1
y 2 quedan mas alejadas. El grupo externo queda dentro de las poblaciones debido a su
relacion con las chollas norteamericanas, las cuales estan relacionadas por medio de
hibridizacioén interespecifica, sin embargo ninguna dio origen a una especie en comun
(Pinkava, 2002). En la Fig. 3.4 observamos que C. fulgida presenta el mayor numero de
bandas privadas o tnicas (11) con respecto a las demas poblaciones de C. bigelovii, sin
embargo no son suficientes para diferenciar por completo una especie de la otra, puesto que
las bandas que comparten quiza correspondan a genotipos ancestrales.

Se realizo una prueba de mantel para comparar las distancias genéticas de Nei y Li
con las distancias geograficas, pero no se obtuvo una relaciéon, lo cual podemos explicar
debido a la variacion que existe entre las poblaciones triploides y las diploides. Sin
embargo podemos observar en el dendograma que las poblaciones 5 y 3 estan cerca y que el
valor de la distancia geografica no es tan grande, sin embargo de manera significativa no es
posible establecer ninguna relacion. Al no mostrar un patrén geografico de diferenciacion
podemos sugerir que las diferencias genéticas entre las poblaciones se deben a procesos

aleatorios y no a procesos de adaptacion local.
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4.2.2. Clonalidad

El nivel de ploidia impar establece una disminucién en la reproduccion sexual, por
lo que se esperaba que las poblaciones triploides fueran mas clonales que las poblaciones
diploides, sin embargo, de modo estricto no encontramos dicho patrén. Para ello
analizamos el indice de diversidad clonal G/N (Tabla 3.9), donde encontramos que la
poblacion mas clonal es la poblacion 1 (Sonoyta) con un G/N de 0.638. Seguida por la
poblacion 2 (San Felipe) con un G/N de 0.657 y posteriormente la poblacion 5 (San Isidro)
con 0.789. Las dos primeras poblaciones son triploides, por lo que es comprensible el valor
obtenido del indice de clonalidad. Sin embargo la poblacion 5 es diploide y tedricamente
deberia de presentar un indice de clonalidad cercano a 1, como la poblacion 6 (La Purisima)
con 0.947. Si la poblacion 5 es una poblacion diploide, esperariamos encontrar menor
clonalidad ya que la reproduccion sexual deberia ser el tipo de reproduccion mas frecuente
cuando las poblaciones son diploides (Stebbins, 1950; Eckert, 2003).

Ademas, en la poblacidon 5 encontramos una gran cantidad de semillas, al igual que
en la poblacion 6. Podriamos suponer que quiza no esté existiendo recombinacion dentro de
la poblacion 5 y que las semillas encontradas son producto de una reproduccion asexual
como la apomixis. Como ya habiamos mencionado, el hecho de haber encontrado una gran
cantidad de semillas no garantiza la viabilidad de las semillas, ademds los resultados
obtenidos nos cuestionan acerca del origen de esas semillas, por lo que seria necesario
hacer un analisis de paternidad o un analisis citologico para conocer su procedencia.

Si consideramos tunicamente la poblacion 1 y la poblacion 6, observamos
diferencias mas evidentes entre una y otra, sin embargo entre el resto de las poblaciones no
hay un patrén consistente.

De a cuerdo al trabajo de Ellstrand y Roose (1987) donde analizan 27 estudios de 21
especies de plantas clonales se observa que los diferentes indices de diversidad (G/N)
varian desde 0.002 para Gaura triangulata hasta 1 que corresponde a Populus tremuloides.
Consideran que Trifolium repens, Spartina patens y Populus tremuloides, debido a sus altos
valores de G/N mayores a 0.29, son especies en las que regularmente hay produccion de
progenie sexual como una alternativa al tipo de reproduccion mas frecuente. Gutiérrez
(2006) analizd los indices de clonalidad de diversas poblaciones del zacate buffel

(Pennisetum ciliare), donde el promedio de dichos indices fue de 0.29. Ademas reporta
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indices de diversidad clonal para diferentes especies de plantas agamospérmicas las cuales
tienen un promedio de G/N = 0.14.

Por otro lado Clark-Tapia (2000) reporta los indices de clonalidad para las especies
Steneocereus gummosus y Stenocereus eruca los cuales fueron 0.72 y 0.54,
respectivamente Ambas especies tienen la facultad de reproducirse de manera sexual y
clonal, por lo que considera que el reclutamiento sexual es frecuente en ambas especies,
principalmente para S. gummosus. En otro estudio realizado para Ferocactus robustus se
obtuvo la proporcion de genotipos distinguibles (G/N) la cual fue igual a 0.43 (Carrillo-
Angeles, 2006), lo cual sugiere que el reclutamiento sexual contribuye de manera
importante a la regeneracion y por lo tanto encontramos un gran numero de genotipos
diferentes (Carrillo-Angeles, 2006). Por otro lado, Parker y Hamrick (1992) reportan un
valor promedio de G/N = 0.43 para Lophocereus schotii, el cual es igual al valor obtenido
para F. robustus.

Considerando los trabajos mencionados, observamos que, en la mayoria los valores
de G/N que indican que las especies son clonales son muy cercanos a 0, mientras que
aquellas especies donde se considera que hay reclutamiento sexual, los valores son mayores
a 0.29. Por lo que las poblaciones triploides de C. bigelovii presentan altos indices de
diversidad clonal o de genotipos distinguibles por lo que quiza existe reclutamiento sexual
dado por individuos de ploidia diferentes que se encuentran dentro de las poblaciones
triploides. Otra explicacion es que es probable que en algin momento se hayan generado
mutaciones somaticas que persistieron a lo largo del tiempo o que los genotipos actuales
sean un reflejo de los genotipos iniciales durante el surgimiento de las poblaciones y que
debido a la reproduccion vegetativa han podido persistir (Gutiérrez, 2006).

Por otro lado el indice de equitatividad en la poblacion 5 es de 0.44 (Tabla 3.9), lo
cual implica la dominancia de un clon en aproximadamente un 40% dentro de la poblacion,
mientras que la poblacién 6 muestra un indice de equitatividad de 0.96 lo cual muestra que
en la poblacion los genotipos encontrados estan distribuidos de una manera equitativa. Las
poblaciones 3 y 4 mostraron los indices de equitatividad mas altos, después de la poblacion
6, de 0.88 y de 0.87, respectivamente, por lo que también sus genotipos estan distribuidos
muy equitativamente, por lo que existe una gran diversidad de genotipos y no hay un clon

que esté dominando a la poblacion. Las poblaciones 1 y la 2 muestran los menores indices
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de equitatividad, de 0.26 y de 0.33 respectivamente, por lo que la poblacion 1 esta
dominada por un clon en mas de un 20% y la poblacion 2 estd dominada por un clon en
mas de un 30%.

El indice de equitatividad promedio para las poblaciones triploides es de 0.58 y para
las poblaciones diploides es de 0.7. Por lo que en general los genotipos de las 6 poblaciones
se encuentran repartidos de manera equitativa. Para las poblaciones del zacate buffel
encontramos un indice de equitatividad promedio de 0.5, donde la proporcion de clones
estd dominada en un 50 % por un clon particular (Gutiérrez, 2006); para F. robustus fue de
0.95, es decir, el numero de genotipos encontrados fue casi igual al numero de ramets
muestreados (Carrillo-Angeles, 2006).

El indice de diversidad de Simpson fue menor en la poblacion 1, de 0.856 y el resto
de las poblaciones mostraron valores mayores a 0.90 (Tabla 3.9). Las poblaciones de S.
eruca y S. gummosus presentaron indices de diversidad de Simpson de 0.92 y de 0.98
respectivamente. El indice de Simpson para F. robustus fue de 0.98. En todos los casos los
indices de diversidad de Simpson son cercanos a uno, que es el valor maximo que puede
adoptar.

Los indices de diversidad (el indice de diversidad clonal, el indice de equitatividad y
el indice de Simpson) que se registraron para las 6 poblaciones fueron bastante altos, por lo
que C. bigelovii muestra una gran variacion, que quiza se deba a los genotipos que se
introdujeron inicialmente y que han logrado persistir a lo largo del tiempo o a la presencia

de continua de reproduccion sexual.

4.3 Respuesta climatoldgica

En el capitulo 1 mencionamos que al aumentar los niveles de ploidia las células de
las plantas se ven afectadas y por lo tanto aumenta su tamafio y consecuentemente el
tamafio de sus oOrganos (Mufioz, 2004), lo cual le confiere ventajas adaptativas (como
ocurre con las plantas suculentas) ya que se ha propuesto que las plantas con mayores
niveles de ploidia pueden resistir y tolerar mejor que sus progenitores, altas temperaturas,
ambientes mas xéricos o tener diferentes niveles de tolerancia a la luz (Stebbins, 1950;
Lewis, 1980; Hardy et al., 2000; Stuessy et al., 2004). Asi, las poblaciones pueden

responder de manera diferencial a gradientes ambientales, modificando caracteristicas de
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sus historias de vida (Lee, 2002). En este sentido y siguiendo el contexto tedrico se
obtuvieron los indices de aridez y el coeficiente de variabilidad de cada una de las
estaciones correspondientes a las poblaciones de C. bigelovii. Como ya se menciond se
analizaron datos de un intervalo de 30 a 50 afos, con el fin de explorar si existe una
relacion entre nivel de ploidia y el clima.

Se esperaba que las poblaciones triploides se encontraran en sitios con ambientes
mas xéricos que las poblaciones diploides (Emberger, 1955) y con un coeficiente de
variacion mayor, el cual indica el grado de impredecibilidad en la precipitacion; cuanto
mayor es el coeficiente de variacion es menor la predecibilidad sobre la precipitacion
(Daniel, 1991).

El sitio que presentd un menor indice de aridez fue el correspondiente a Sonoyta y
El Pinacate (Tabla 3.10), por lo tanto el indice nos indica que esta region es la mas arida, y
corresponde a poblaciones triploides, sin embargo fuera de esta, las demds poblaciones
parecen establecerse de manera indistinta, ya que los valores obtenidos para los sitios
correspondientes a las poblaciones diploides no son muy distintos de lo demas sitios.
Sugerimos que esto puede deberse a la cantidad de afios durante los cuales se obtuvo el
registro de los diferentes sitios, porque quiza no refleja el tiempo a partir del cual ocurrio el
establecimiento de las poblaciones.

Si tuviéramos el registro desde el surgimiento de las poblaciones triploides, quiza
encontrariamos un patrén entre las condiciones ambientales y el nivel de ploidia. Por otro
lado se ha visto que no todas las especies de plantas responden de la misma manera cuando
aumenta su nivel de ploidia. Mufioz (2004) observé que en O. streptacantha (8x) se registro
un tamafio menor en las estomas que en aquellas especies hexaploides y tetraploides. Por
otro lado Mc Arthur y Sanderson (1999) también registraron que los citotipos diploides en
Artemisa sp. presentaron un mayor tamafo que los citotipos tetraploides.

Desconocemos cuando se originaron las poblaciones de C. bigelovii y en qué
momento comenzaron a sufrir los cambios ya mencionados, por lo que es dificil saber el
tiempo evolutivo de esta especie. Sabemos que el origen del desierto Sonorense fue durante
la mitad del Mioceno (Axelrod, 1980), y existe registro fosil de granos de polen del género
Opuntia que data del Holoceno temprano (Anderson y Van Devender, 1993), sin embargo,

no se ha reportado un registro mas preciso de C. bigelovii. Es probable que exista algun
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registro fosil en los nidos de Neotoma sp. ya que es bien sabido que los artejos son
dispersado por este mamifero por cortas distancias (Toumey, 1895).

Podemos sugerir que quiza las poblaciones de C. bigelovii estan sufriendo
constantes cambios y que el nivel de ploidia no permanece durante largo tiempo. Los
cambios en la ploidia permiten la evolucion de las poblaciones y el cambio en sus historias
de vida. También les permite mantener cierta variabilidad y no podemos construir un
dogma con respecto al funcionamiento de las especies poliploides y los rearreglos que se
llevan a cabo.

Existen diferentes teorias y diferentes estudios que nos permiten tener una idea
acerca de la poliploidia y como afecta a las plantas y su curso evolutivo, sin embargo, la
regla parece ser la excepcion. Se deben realizar estudios posteriores que impliquen la
caracterizacion detallada de los cariotipos de las poblaciones, conocer la biologia
reproductiva, principalmente cémo es la produccion de frutos a través de cruzas
controladas, su viabilidad y el papel que juegan los polinizadores, asi como los cambios
fisiologicos de una con respecto a otra.

C. bigelovii es una planta candidata ideal para realizar estos estudios de manera mas
detallada. Las poblaciones triploides y diploides no se comportan de acuerdo al contexto
tedrico por lo que debemos considerar la posibilidad de que haya individuos con ploidia

diferente en las poblaciones, o bien probar alguna de las hipotesis antes mencionadas.
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5.1 CONCLUSIONES

- Los niveles impares de ploidia afectan la reproduccién sexual, ya que las poblaciones
triplodes presentan una menor cantidad de semillas con respecto a las diploides. Sin
embargo hay que realizar estudios mas detallados que nos ayuden a identificar el origen de
las semillas (sexual o asexual) y el nivel de ploidia que se encuentre en estas, asi como
conocer a fondo las caracteristicas de la biologia reproductiva de C. bigelovii.

- El porcentaje de loci polimérfico no mostrd diferencias significativas entre las
poblaciones diploides y las triploides, aunque es evidente una ligera tendencia, donde las
poblaciones triploides poseen un porcentaje menor de loci polimorficos con respecto a las
poblaciones diploides.

- La Heterocigosidad media esperada tampoco mostrd un patron definido, ya que la
poblacion 6 (diploide) mostro el valor mas alto cuando se esperaba lo contrario.

- El andlisis de varianza molecular muestra que mas del 60% de la variacion de C. bigelovii,
se explica con la variacién entre las poblaciones, por lo que es probable que los genotipos
encontrados sean los genotipos que se introdujeron inicialmente, ademas de aquéllos que se
hayan generado por mutaciones somaticas.

- Las distancias genéticas de Nei y Li arrojaron un dendograma donde las poblaciones se
agrupan sin ningun patron en su relacion con respecto a sus distancias geograficas donde el
grupo externo (C. fulgida) esta estrechamente relacionado con las poblaciones de C.
bigelovii debido a las relaciones que presentan las chollas de Norteamérica. Y no existe una
relacion entre las distancias genéticas y las distancias geograficas.

- No se encontré un patron diferencial con respecto a los indices de clonalidad: G/N, el
indice de equitatividad y el indice de diversidad de Simpson, entre las poblaciones
diploides (var. ciribe) y las triploides (var. bigelovii), ya que para ambos tipos de ploidia
encontramos una alta diversidad genética. Sin embargo, si consideramos los extremos de
ambos tipos de poblaciones observamos diferencias importantes, esto es entre la poblacion

1 (triploide) y la poblacién 6 (diploide).
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- No existe una clara relacion entre las condiciones xericas y la variabilidad en la
precipitacion y el tipo de ploidia. Es probable que el registro de datos obtenidos no sea
suficiente para encontrar dicha relacién, aunque también podemos suponer que las células

de C. bigelovii no se ven afectadas por los cambios en la ploidia.
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APEMDICE 1, T 2ELAS DE FRECUEMCIAS ALELICAS DE POBLACIOMES DE Cyfindrapurtia bige lovii var, bige byl

Poblacion 1, Cylindmountia bigelovi var. bigelovis
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APEMDICE 1, TAALASDE FRECUEMCIAS ALELICAS DE POBLACIONES DE Cythdrogunhia bige hwii var bige bl

Poflacion 2, Cylindropuntia Digeiovii var, bigeiovii
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Foblacion 3, Cyiindropuniia bigeiovll var. higelowi
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Foblacion 4, Cyindropungia bigeiowil war, Diosfiowi
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0.000

Locus36
0.000
0.000
1.000
0.000

Lowus51
0158
0ng2
0418
015

Locuséé
0.500
02383
0707
0.414

Locusdi
0.000
0.000
1.000
0.000

Locusdé
0.000
0.000
1.000
0.000

Locus?
0132
0 065
0.932
0127

Locus22
0.000
0.000
1.000
0.000

Locusdt
0.000
0.000
1.000
0.000

Locus52
0.000
0000
1.000
0.000

Lacus6T
0.474
0275
0.725
0.395

Locusd2
0.237
0126
0.a74
0221

Lacusd7
0821
0.9
0.281
0.404

Locusd
0.000
0000
1.000
0.000

Locus?3
0.000
0000
1.000
0.000

Locusis
0.000
0000
1.000
0.000

Locus53
0.000
anoo
1.000
0.00a

Locus6d
0.447
0257
0743
0382

Locusdl
0.000
0000
1.000
0.000

Locusds
0.000
0.000
1.000
0.000

Locus®
0.447
0257
0.743
0.3a2

Locus2d
0.447
0257
0.743
0.382

Locus3i®
0.000
0.000
1.000
0.000

Locushd
0.816
0.571
0.429
0.490

Loc uséd
0105
0054
0.945
0102

Locusid
0516
0571
0.429
0.4a0

Loc ustd
0.000
0.0o0
1.000
0.000

Locus1 b
0.ooo
0000
1.000
0.000

Locus2 s
0.500
0233
oyaT
0.414

Locusdi
0.3649
0205
0785
0.526

Locus55
n.ooo
o.ooo
1.000
0.000

LacusT 0
05749
0.351
0649
0.456

Locusd s
0.oao0
0000
1.000
0.oao0

Locus11
0000
0000
1.000
0.0o0

Locus2é
0132
0063
0432
0127

Locusd
0000
0000
1.000
0000

Locus5é
0oao
0o0aon
1.000
0.0ao

LaeusT
0000
0000
1.000
0000

Loeusds
04874
0833
0162
0272
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APENDICE 1, TABLAS DE FRECUEN CIAS ALELICAS DE POBLACIONES DE Gy rapuniia Bge il var. bigebvil

Pohlacion 5, Cylindropuntia bigeiovii var, cifibe

H=3%
Frecuendcia de banda
P
q
He

Frecuencia de banda
P
q
He

Frecuendcia de banda
P
q
He

Frecuencia de banda
P
q
He

Frecuencia de banda
P
q
He

Frecuencia de banda
P
q
He

Frecuencia de banda
P
q
He

Lacusi
0.000
0000
1.000
0.000

Locusié
0158
0.os2
03918
0151

Locus 3
0211
0111
0689
01495

Locusdb
o211
0111
0.&sa
0195

Locuséi
o132
0.065
0932
0127

LocusTé
0211
0111
n.&sa
0195

Locus91
0.000
0.000
1.000
0.000

Lous2
0.134
0.037
0.903
0175

LocusiT
0.000
0.000
1.000
0.000

Locus3?
0.000
0.000
1.000
0.000

Lo usdT
0 568
0.637
0.363
0482

Locust?
0.000
0.000
1.000
0.000

LocusiT
0.026
0.013
0.4asy
0.026

Locusdz
0.237
0.126
0.&74
0.221

Locusd
0.053
o027
0473
0052

Locus1d
0.000
0.000
1.000
0.000

Locus33
0.868
0637
0363
0462

Locusdd
0026
0013
09387
0.026

Locusté3
0947
077
0.229
0.354

LocusT &
0.oao
0.o0o
1.000
0.000

Locush3
0.474
0.275
0725
0.393

Locusd
0.000
0000
1.000
0.000

Locusid
0.025
0.3
0.987
0.026

Locusid
0.000
0.000
1.000
0.000

Locus4d
0000
0.000
1.000
0.000

Locuséd
0.000
0.000
1.000
0.000

LocusTd
0000
0.0o0o
1.000
0.000

Locustd
0.026
0.3
0957
0.026

Locush
0211
o411
0.889
0198

LocusZ 0
0.000
0.000
1.000
0.000

Locusih
0.921
o.y14
0281
0404

Locus5
0500
0.293
oyar
0.414

Locusé 5
0.000
0.000
1.000
0.000

Locussd
0079
o.n40
0980
oaory

Locusds
0.oao
0.ooo
1000
0.oao

Locusé
0.07a
no4n
0.980
0.07v7y

Locus21
0.028
0.013
0.987
0.026

Locus36
0.000
0.000
1.000
0.000

Locus51
o.oon
0.000
1.000
0.000

Locuséé
0763
0.513
0.487
0.500

Locusdi
0053
0027
0473
n.052

Locus96
0.000
0.000
1.000
0.000

LocusT
0.026
0013
0.987
0.026

Locus22
0.000
0.000
1.000
0.000

Locus3T
0.000
0.000
1.000
0.00a

Locuss2
0.000
0.000
1.000
0.000

LocuséT
0.026
0015
0.937
0.026

Locuss2
0526
0312
0.ess
0.429

LocusdT
0.474
0.273
0725
0.393

Locusd
0105
0ns4
0945
0102

Locus23
0.000
0.000
1.000
0.000

Locus3d
0.000
0.000
1000
0000

Locus5d
0026
0013
0487
0026

Locuséd
0000
0.000
1.000
0.000

Locusdd
0947
0.7
0229
0.554

Locusds
0.000
0.000
1.000
0.000

Lacusd
0.154
0.0a7
0.903
0175

Locus?d
0.000
0.000
1.000
0.000

Locusid
0.000
0.000
1.000
0.000

Locus5d
0947
0.7
0229
0.354

Locuséd
0154
0.097
0.903
0175

Locusid
0105
0.054
0.945
0102

Locusdy
0.000
0.000
1000
0.000

Lacusid
0.0o0
aonaa
1.000
0.0o0

Locus2§
0.0o0
0.0o0
1.000
0.0o0

Locusdi
0.0oo
0.0o0
1.000
0.000

Locuss 5
0158
0.0s2
09
0151

LocusT{
0737
0457
0513
0.500

Locusd 5
aonaa
0.ooo
1.000
0.0o0

Losusii
0000
0000
11000
0000

Locus2é
0158
0og2
0818
01351

LosusH
0000
0000
1000
0000

Locus5é
0816
05
0429
0430

LocusTi
0028
0013
[IR=}=F
0026

Locusds
0921
0713
0281
0404
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APEMDICE 1, T 28ALAS DE FRECUEMCIAS ALELICAS DE POBLACIONES DE Cyfind ropundia bige lovii var . bige il

Poflacion &, Cylindropuntie bigelovii war, cinbe

H=33
Frecuencia de banda
P
q
He

Frecuencia de banda
P
q
He

Frecuencia de banda
P
q
He

Frecuencia de banda
P
q
He

Frecuencia de handa
P
q
He

Frecuencia de handa
P
q
He

Frecuencia de handa
P
q
He

Locust
0447
0257
0743
03382

Locus1é
0.000
0000
1.000
0.000

Locusi
0526
0312
0E83
0429

Locusdé
07E3
0513
0487
0500

Locusél
0.000
0000
1.000
0.000

LocusTé
0053
00z7
04973
0052

Locusd
0.000
0000
1.000
0.000

Locus?
0603
037z
0625
0 467

Locus17
0.053
0.0z27
0873
0.0s2

Locusi?
0853
0331
0 669
0443

LocusdT
IRy
0457
0.513
0.500

Locusé?
0.000
0.000
1.000
0.000

LocusTT
0.000
0.000
1.000
0.000

Locuss?
0158
0.052
0918
0151

Locus3
0.oao
0000
1000
0000

Locus1d
0ava
0040
0860
oory

Locus3®
0235
067G
0324
04338

Locusdd
0000
0000
1000
0000

Locusé
07s9
0.541
0459
04a7

LocusT$
0000
0000
1000
0000

Locusd 3
or
0462
0538
04a7

Locusd
0.026
03
0.957
0.026

Locus19
0.395
0.222
0775
0.345

Locusid
0.000
0.000
1.000
0.000

Locusdd
0.000
0.000
1.000
0.000

Locusd
0.000
0.000
1.000
0.000

LocusTd
0.000
0.000
1.000
0.000

Locushd
0.026
0013
0.937
0.026

Locuss
0.711
0452
0.535
0.437

Locus2 i
0.421
0.239
0.761
0.364

Locus3s
0542
0.603
0.397
0.479

Locus5d
0505
0.5372
0.528
0487

Locusts
0.000
0.000
1.000
0.000

Locussd
0.026
0.3
0.987
0.026

Locusd s
0.000
0.000
1.000
0.000

Locusé
0026
0013
0957
0026

Locus21
0.000
0.0o0
1.000
0.000

Locus3t
0.000
0.0o0
1.000
0.0oo

Locus51
0.000
0.0o0
1.000
0.000

Locus6t
07&a
0541
04549
0447

Locusst
0158
0.0&2
04918
0151

Locus9s
0.000
0.0o0
1.000
0.000

Locus?
0.263
0142
0.853
0.243

Locus22
0.000
0.000
1.000
0.000

Locusit
0318
0173
0827
0286

Locuss?
0.000
0.000
1000
0.000

Locus6T
0.000
0.000
1000
0.000

Locusg?
0.026
0013
0.987
0.026

LocusdTt
0421
0.239
0.761
0.364

Locusd
0421
0239
0.7El
0.364

Locus23
0.000
0000
1000
0.000

Locusig
0.000
0000
1000
0000

Locus53
0.000
0000
1000
0.000

Locus6d
0.000
0000
1000
0.000

Locusdl
o7
0462
0533
0447

Locusds
0447
02357
0743
03382

Locus®
0.000
0000
1.000
0.000

Locus2d
0505
0.572
0625
0467

Locusi¥
0.000
0.000
1.000
0.000

Locus54
1.000
1.000
0.000
0.000

Locuséd
0.158
0.052
0.mg
0151

Locusid
0.632
0.5383
0.607
0.477

Locusdd
0.000
0.000
1.000
0.000

Locusié
0.000
0.000
1.000
0.000

Locus2s
0.421
0.239
0.761
0.364

Locusdé
0.421
0.239
0.761
0.364

Locus55s
0.868
0.637
0.363
0462

LocusT#
0.789
0.541
0.459
0.4a7

Locusg s
0.000
0.000
1.000
0.000

Locus11
0.0o0
0000
1.000
0.00o0

Locus2é
0816
0.571
0429
0.480

Locusd
0026
0.013
0987
0oz

Locus56
0.00o0
0.00o0
1.000
0.00o0

LocusT1i
0.00o0
0.00o0
1.000
0.00o0

Locusdé
naz21
0719
0.281
0.404




L9
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Poblacion 7, Cyiingmpuntia fulgida [orupo extemo)

H=38
Frecuencia de banda
P
q
He

Frecuencia de banda
P
q
He

Frecuencia de banda
P
q
He

Frecuencia de banda
P
q
He

Frecuencia de handa
P
q
He

Frecuencia de handa
P
q
He

Frecuencia de handa
P
q
He

Locus1
0.000
0.000
1.000
0.000

Locus1é
0.000
0.000
1.000
0.000

Locusi
0632
0.393
0607
0477

Locusdé
0.000
0.000
1.000
0.000

Locusél
0.816
0.571
0.429
0.490

LocusTé
0.211
0111
0.g89
0.193

Locus¥i
0.000
0.000
1.000
0.000

Locus?
0000
0000
1.000
0.000

Locus1i
0053
o7
IR=Fi}
0052

Locus32
0921
0719
0281
0404

LocusdT
0.000
0.a00
1.000
0.000

Locusé?
0.000
0.a00
1.000
0.000

LocusTT
0053
o7
IR=Fi}
0052

Locus9?
0542
0503
0397
0479

Locus3
0.0o0
0000
1.000
0.000

Locus1§
0.000
0.000
1.000
0.000

Locusi3
0447
0.257
0743
0382

Locus4s
0211
011
0.889
01398

Locust 3
0.500
0.283
0707
0414

LocusT§
0053
0.oz7
0973
0.os2

Locusd 3
0.342
0189
0.E11
0.306

Locusd
0.000
0.000
1.000
0.000

Locus19
0.026
0.013
0.857
0.026

Locus3d
0.237
0.126
0.874
0.221

Locusdd
0.211
0111
0.889
0.198

Locusbd
0.553
0.5331
0.569
0.443

LocusTy
0.105
0.054
0.946
0.102

Locus9d
0.505
0.572
0.528
0467

Locuss
0.000
0000
1.000
0.000

Locus2i
0.07a
0.040
0960
0ary

Locusis
0.07a
0.040
0.960
oory

Locus5o
0.07a
0.040
0.960
0ary

Locust s
0134
0.0a87
04903
0175

Locusdo
0.000
0.000
1.000
0.000

Locusds
0.239
0137
0.843
0265

Locusé
0.000
0000
1.000
0.000

Locus21
0.000
0.000
1.000
0.000

Locusdé
0E32
0.393
0607
0477

Locus5t
0.000
0.000
1.000
0.000

Locus6s
0079
0.040
0.960
0ar?

Locusdt
0.000
0.000
1.000
0.000

Locusdé
0053
0027
04973
0052

Locusl
0405
0054
0.945
0402

Locus2?
0.000
000
1.000
0.000

Locus3T
0.026
03
0.9s7
0.02g

Locus5?
0.447
0.2a7
0.743
0382

LocuseT
0.000
000
1.000
0.000

Locuss?
0.000
000
1.000
0.000

LocusdT
0553
0531
0669
0443

Locus$
0.ooo
0.000
1.000
0.000

Locus23
0.000
0.oo0
1.000
0.000

Locus3d
0316
0A73
ngzr
0.286

Locus5d
0.000
0.oo0
1.000
0.000

Locustd
0.000
0.oo0
1.000
0.000

Locusdd
0.053
nozr
0973
0.os2

Locus%sd
0605
0372
0628
0467

Locusd
0.000
0000
1.000
0.000

Locus2d
0.07a
0.040
0,860
0.077

Locus3®
0.E32
0,583
0.607
0.477

Locus5d
0368
0637
0,363
0462

Locustd
0.342
0159
0.511
0.306

Locussd
0.421
0.239
0.761
0.364

Locusdh
0.789
0,541
0.4549
0.4a7

Locust i
0.0ao
0oon
1.000
0000

Locus2 s
0342
01349
oa11
0306

Locusd i
0E34
0438
0562
0492

Locus5 5
0000
0.0ao
1.000
0000

LocusT 0
0000
0.0ao
1.000
0000

Locusis
0053
onozy
04973
ons2

Locusi1
0.000
0000
1.000
0.000

Locus2é
0.000
0.000
1.000
0.000

Locusd
0.000
0.000
1.000
0.000

Locus56
0.000
0.000
1.000
0.000

LocusT1
0.000
0.000
1.000
0.000

Locusds
0.000
0.000
1.000
0.000
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