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RESUMEN

En este trabajo se estudiod la biologia reproductiva y la genética de poblaciones de cinco
especies de Agave que coexisten en la Barranca de Metztitlan, Hidalgo, en la zona de mas alta
diversidad para el subgénero Litfaea. Las especies estudiadas fueron: 4. celsii, A. striata, A.
difformis, A. xylonacantha 'y A. hidalguensis. Por primera vez se reporta la presencia de
murciélagos visitando especies del subgénero Littaea y se encontrd que son los principales
polinizadores en cuatro de las cinco especies. Se encontraron evidencias de presiones de
seleccion hacia la semelparidad, debido a que los polinizadores estan seleccionando las
inflorescencias de mayor altura en tres de las cinco especies. En la comunidad estudiada se
observo complementariedad fenologica, porque los periodos de floracion de las especies se
distribuyen a lo largo de todo el afio. Se encontraron también evidencias de desplazamiento de
caracteres y separacion espacial y temporal en el uso de recursos (polinizadores) entre las
especies.

En el analisis genético se encontraron en las cinco especies niveles de variacion altos y de
estructuracion bajos. Los sistemas reproductivos mostraron tener una fuerte repercusion en la
manera en que se estructura la diversidad genética: las especies predominantemente polinizadas
por murciélagos presentan una diferenciacion genética menor y un mayor flujo génico. Los
niveles de diversidad fueron mayores para las especies de ciclo de vida corto que para las mas
longevas. Se demostro6 la utilidad en el uso de los marcadores ISSR (“inter simple sequence
repeats”) al analizarlos con métodos estadisticos robustos implementados recientemente.

Este trabajo representa el inicio del entendimiento de la ecologia de las especies mas
representativas de la Barranca de Metztitlan y se proponen las lineas de estudio mas importantes
para entender diversos aspectos ecologicos y evolutivos de la comunidad, como son la
coexistencia de las especies, el papel de la especiacion en esta zona y los patrones de

microevolucion de las especies analizadas.



ABSTRACT

In this work we studied the reproductive biology and population genetics of five coexisting
species of Agave in the Metztitlan Canyon, located in the state of Hidalgo, in the region of the
highest species diversity for the studied species were: A. celsii, A. striata, A. difformis, A.
xylonacantha and A. hidalguensis. For the first time we reported bats visiting species belonging
to the subgenus Litfaea and we found that bats are the most important pollinators in four of the
five species. We also found evidence of selection pressures toward semelparity because
pollinators are selecting for taller inflorescences in three of the five species. There is phenological
complementarity in this community because the flowering periods of the five species span the
entire year. We found evidence for character displacement in rosette sizes and separation of
spatial and temporal resource use in pollinator composition among species.

In the genetic analysis we found in all the species high levels of genetic variation and low
genetic structure. Reproductive systems seem to have an impact on the way that genetic diversity
is structured: species pollinated predominantly by bats show a lower genetic differentiation and a
higher gene flow. Levels of genetic diversity were higher for short lived species. We
demonstrated the utility of ISSRs (“inter simple sequence repeats’) markers and the
implementation of new statistical analyses.

With this work we start a comprehensive study of the ecology of the more representative
Agave species in the Metztitlan canyon, and we propose future studies to understand ecological
and evolutionary aspects of the community, such as species coexistence, the role of speciation in

this region and microevolutionary patterns for the analyzed species.



CAPITULO 1

INTRODUCCION

En este primer capitulo se presenta una justificacion para haber realizado la presente
investigacion dentro de la reserva de la Biosfera Barranca de Metztitlan. La comunidad
de agaves de Metztitlan es de alta importancia por su diversidad, pues tiene el segundo lugar a
nivel nacional en el nimero de especies para el género Agave y el primero para el subgénero
Littaea. Este sitio resulta ser un modelo ideal para estudiar fendmenos ecoldgicos importantes
para el género Agave como la coexistencia de especies simpatricas, la biologia reproductiva y
la genética de poblaciones.



1.1 La Barranca de Metztitlan y su alta diversidad de agaves

1.1.1 La zona de estudio

La Reserva de la Biosfera Barranca de Metztitlan se encuentra ubicada en el centro-este del
estado de Hidalgo, entre la Sierra de Pachuca y la Sierra de Zacualtipan, comprende los
municipios de Acatlan, Atotonilco el Grande, Eloxochitlan, Huasca de Ocampo, Metepec,
Metztitlan, San Agustin Metzquititlan y Zacualtipan de Angeles (Sanchez-Mejorada, 1978)
(Figura 1). Presenta una extension de 96,042.94 hectareas y una elevacion que va desde los 1000
hasta los 2000 msnm. Esta region forma parte del desierto queretano-hidalguense y es
considerada como refugio del Pleistoceno de la biota desértica mexicana, por la afinidad que
muestra con el desierto de Chihuahua y Sonora, como resultado de la relacion que existié con
¢éstos en el Oligoceno y Mioceno (Axelrod, 1983). Actualmente funciona como corredor
biologico de las zonas aridas en el Altiplano Central del pais (Briones, 1994; Challenger, 1998) y
también muestra gran afinidad con la region de Tehuacan-Cuicatlan.

La Barranca de Metztitlan es una fuerte depresion formada por la cuenca endorreica Rio
Moctezuma y esta ubicada dentro de la region hidroldgica nimero 26 del rio Panuco. Esta cuenca
tiene como corriente principal el rio Moctezuma; uno de los afluentes de esta corriente es el rio
Metztitlan, que se origina en Puebla y llega hasta la laguna de Metztitlan. El clima es seco y
semiseco calido, debido a un régimen de s6lo unos pocos meses de lluvia y sequia que dura la
mayor parte del afio determinado por el efecto de sombra de lluvia que ejerce la Sierra Madre
Oriental. Esta junto con la Sierra de Pachuca acttian como barrera orogréfica, los vientos
descargan la humedad en las laderas norte y este de las mismas, y los escurrimientos descienden a
San Luis Potosi, Veracruz y Puebla, ocasionando que en la mayor parte del estado de Hidalgo las

lluvias sean escasas (Instituto Nacional de Estadistica Geografia e Informatica, http://mapserver.

inegi.gob.mx/geografia/espanol/estados/hgo/ rh.cfm).

Existen dos tipos principales de clima dentro de la barranca de acuerdo a la clasificacion de
Garcia (1973), en la zona norte y en la norte-centro predomina el clima seco semicalido con

régimen de lluvias en verano (BSOhw), en esta region la temperatura media anual es de 18.5° C
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(la temperatura maxima ocurre en julio y es de 24.7° C y la minima en enero con 8.3° C), la
precipitacion total anual es de 364.6 mm (con una maxima en junio de 66.3 mmy la
minima en febrero de 3.3). En la parte centro-sur y sur, predominan el clima semiseco
templado con lluvias en verano (BS1kw), la temperatura media anual es de 14.8° C
(maxima en mayo de 17.3° C y minima en noviembre de 9.4° C). La precipitacion total
anual es de 543.4 mm, con una méxima en septiembre de 117.4 mm y una minima en enero
de 8.8 mm (Comision Nacional de Areas Naturales Protegidas, 2003; INEGI, 1992;

http://mapserver.inegi.gob.mx/geografia/espanol/estados/ hgo/clim.cfm).

La region se encuentra dentro de la provincia fisiografica Sierra Madre Oriental, en la
subprovincia Carso Huasteco. Los diferentes tipos de suelos presentes en esta zona tienen
alto contenido de carbonatos, derivados de calizas por la accion de la precipitacion y la
temperatura. Dentro de la Barranca se encuentra también una zonificacion geologica: la
zona del rio Venados, que esta comprendida entre Metztitlan y la Laguna de Metztitlan,
presenta principalmente aluviones; cerca de Metztitlan y hacia el norte existen rocas
sedimentarias y sedimentario volcanicas, principalmente calizas; al noreste de la laguna,
hay una zona con rocas igneas extrusivas y en la zona sur de la reserva, predominan los
basaltos (INEGI, 1992). Los tipos de suelo varian también de acuerdo a la zona dentro de la
Barranca (ver INEGI, 2002).

Sanchez-Mejorada (1978) utilizando la clasificacion de Rzedowski (1968), reconoce
para esta zona los siguientes tipos de vegetacion: matorral submontano, matorral cactus-
mezquite, matorral desértico calcicola, mezquital extradesértico y matorral desértico
aluvial. Por su parte, Gonzalez e Hiriart (1978) reconocieron siete tipos de vegetacion:
bosque de aciculifolios (pinar), bosque mixto de aciculi-coriacifolios (pino-encino), bosque
bajo de escuamifolios (con Juniperus), matorral alto espinoso con crasicaules, matorral alto
subinerme, pastizal y selva baja caducifolia.

La flora de la Reserva de la Biosfera Barranca de Metztitlan pertenece en su mayoria a
la provincia floristica denominada altiplanicie por Rzedowski (1994), y una de sus
caracteristicas notables es la presencia de plantas endémicas, asi mismo, predomina la
vegetacion de matorral submontano y matorral xer6filo. Una pequena parte de la Reserva,
cuya altitud es superior a los 2000 msnm, pertenece a la provincia floristica Sierra Madre
Oriental, donde la vegetacion estd conformada principalmente por bosque de pino-encino y

bosque de encino.



La lista preliminar de especies de plantas comprende 465 taxa pertenecientes a 270
géneros y 83 familias. Dentro de las dicotiledoneas existen en la reserva 71 familias, 221
géneros y 392 especies, entre las familias mds representadas se encuentran las siguientes:
Asteraceae (44 géneros y 70 especies), Cactaceae (17 géneros y 57 especies) y
Leguminosae (22 géneros y 42 especies; Comisién Nacional de Areas Naturales Protegidas,
2003).

Esta es una zona de gran diversidad en plantas suculentas y resaltan las agrupaciones de
las cactaceas de los géneros: Opuntia, Cephalocereus, Stenocereus, Myrtillocactus,
Ferocacatus, Echinocactus y Mammillaria, ademas del matorral espinoso formado por
plantas de los géneros Prosopis, Acacia, Mimosa y Fouqueria, asi como los izotales de

Yucca, Agave, Hechtia y Dasylirion (Sdnchez-Mejorada, 1978; Rzedowski, 1994).

1.1.2 Diversidad de especies en zonas aridas y relevancia de los agaves

Las zonas ecoldgicas arida y semidrida son las mas extensas de nuestro pais, debido a
que ocupan la mitad del territorio mexicano. Estas zonas se caracterizan por presentar una
menor productividad y diversidad floristica que otras zonas como las selvas y bosques, sin
embargo son centros muy importantes de endemismos (Challenger, 1998). Las zonas aridas
tienen una baja productividad y densidad vegetal, a lo que se debe su naturaleza abierta,
misma que se refleja en que su diversidad bioldgica (en cuanto a nimero de especies por
unidad de area) es inferior a la de la mayoria de otras zonas ecoldgicas en México. Sin
embargo, las diferentes provincias floristicas de las zonas aridas y semidridas tienen sus
propios taxa, de tal forma que la diversidad total de la flora se ha calculado en 6000
especies (Challenger, 1998). De esta manera, la zona arida se ubica junto con la selva sub-
himeda en el segundo lugar en diversidad de especies de las zonas ecologicas del pais,
después del bosque de pino-encino, en que se calculan alrededor de 7000 especies
(Rzedowski, 1991). Ademas del alto grado de endemismo, en las zonas aridas de México se
ha reportado especiacion explosiva en varias familias como Cactaceae, Poaceae y
Asteraceae (Toledo y Ordoiiez, 1993) y mas recientemente en Agavaceae (ver capitulo 2 en

este trabajo), esto se debe a las muchas especies neo-endémicas que se formaron como



respuesta a la expansion de su habitat y las modificaciones ocasionadas por procesos
ecoldgicos durante la formacion de los desiertos mexicanos (Briones, 1994).

En los estados de Querétaro, Guanajuato e Hidalgo, la vegetacion se relaciona
estrechamente con el resto del desierto de Chihuahua (dentro de la provincia floristica del
altiplano). En particular, el desierto queretano-hidalguense se distingue por su alto grado de
endemismo de especies, donde destaca la flora de la parte drida de Hidalgo, por ser mds rica
en especies endémicas que la de Querétaro (Challenger, 1998).

Un tipo importante de matorral xer6filo dominado por plantas suculentas esta formado
por especies que crecen en forma de roseta y Rzedowski (1994) lo llama matorral
rosetofilo, mientras que Miranda y Hernandez X (1963) lo denominan matorral crasi-
rosulifolio espinoso. Estas comunidades predominan en las laderas de los cerros, donde se
desarrollan en suelos ricos en carbonato de calcio, estin dominadas por Agave, Hechtia y
Dasylirion, en estas comunidades también es comun encontrar arbustos mayores como las

yucas en cuyo caso se le denomina a la comunidad izotal.

1.1.3 Centros de riqueza y endemismo para el género Agave

Aunque los agaves se distribuyen desde el nivel del mar hasta los 3400 msnm, la mayor
parte de las especies se encuentran entre los 1000 y 2000 msnm; el nimero de especies
aumenta a ésta altura y hacia el centro del pais. Los agaves son comunes en canadas y
margenes escarpadas de rios expuestas a la luz del sol; en general, las zonas con mayor
diversidad de especies son las cuencas, en donde los agaves crecen de manera abundante en
sus laderas (Garcia-Mendoza, com. pers.). El subgénero Agave (Agave) se distribuye
ampliamente desde Utah en estados Unidos hasta Colombia, incluyendo Centroamérica y
las Antillas, y constituye un grupo con ecologia muy amplia, mientras que el subgénero
Littaea tiene una distribucion mas restringida, desde Arizona hasta Guatemala, pero sin
incluir Baja California (Gentry, 1982; Alvarez de Zayas, 1989; Eguiarte et al., 2000;
Garcia-Mendoza, 2002).

Los principales ambientes en donde se encuentran los agaves son el desierto o
chaparral, el bosque de pino-encino y el bosque tropical deciduo. En México, la

aproximacion que se ha empleado para conocer la riqueza del género ha sido la propuesta



de Garcia-Mendoza (1995), en la cual el pais se divide en cuadros de un grado de longitud
por un grado de latitud, y se cuenta el nimero de especies por cuadro. La region mas rica en
el nimero de especies y endemismos es el Valle de Tehuacan-Cuicatlan en el area centro-
sur del pais, con 15 especies de las cuales 8 son endémicas. El segundo lugar que menciona
Garcia-Mendoza se encuentra en la Sierra Madre Oriental, en donde en un cuadro existen 9
especies y 8 en otro, y en tercer lugar en el desierto de Chihuahua, con 9 especies en dos
cuadros y 6 en otro (Garcia-Mendoza, 1995; Tambutti, 2002). Si se toman en cuenta los
valores mostrados en este trabajo, la Barranca de Metztitlan quedaria en segundo lugar de
nimero de especies a nivel nacional con 11 (de las cuales las que se han identificado 9 y se
listan en la Tabla 1). De manera particular, para el subgénero Littaea, Garcia-Mendoza
(1995) reconoce que el cuadro con mayor numero de especies es la zona de Tehuacan con 6
especies, segun esta informacion, para este subgénero la Barranca de Metztitlan se
convierte en el primer lugar en nimero de especies con 8 (11.9% del total de especies de
este subgénero en nuestro pais).

La riqueza de especies endémicas del género Agave en México se debe principalmente a los
habitats tan heterogéneos que presenta el pais, los cuales difieren en clima, geologia,
suelos, topografia, altitud, etc., asi como a las propiedades intrinsecas del género como la
plasticidad genética, la tolerancia ecoldgica, la capacidad de dispersion, la germinacion de
sus semillas y las interacciones bidticas con otros organismos como los polinizadores

(Garcia-Mendoza, 2002).

1.1.4 Especies de Agave presentes en la Barranca de Metztitlan

En la Reserva de Metztitldn se reconocen actualmente 9 especies de Agave y dentro de
ellas se incluye a A. salmiana, una especie cultivada que en algunas zonas puede tener
individuos ferales (Comisién Nacional de Areas Naturales Protegidas, 2003). La primera
revision de las especies presentes en esta region fue realizada por Sdnchez-Mejorada (1978)
quien reconocid 10 especies, este autor ademds menciona a A. americana 'y a A.
macroacantha (ésta dltima en realidad es endémica de Tehuacdn y no se ha reportado
nuevamente en estado silvestre en la zona). De manera que los listados originales describen

de 8 a 10 especies, pero incluyen a las especies cultivadas.



Durante el desarrollo de este trabajo hemos identificado 9 especies silvestres de agaves
ademads de otras dos especies que no han sido identificadas. En la tabla 1 se enlistan las
primeras, asi como a los grupos a los que pertenecen de acuerdo con la clasificacion de

Gentry (1982).

Tabla 1. Especies de Agave que se encuentran en la Barranca de Metztitlin

Especie Subgénero Grupo

A. filifera Littaea Filiferae

A. celsii albicans* Littaea Polycephalae
A. striata* Littaea Striatae

A. difformis* Littaea Marginatae
A. lechuguilla Littaea Marginatae
A. xylonacantha* Littaea Marginatae
A. hidalguensis* Littaea Marginatae
A. garciae-mendozae Littaea Marginatae
A. applanatta Agave Ditepalae

*Especies analizadas en este trabajo

En este trabajo se decidi6 hacer un andlisis comparativo de cinco de las especies, que
pertenecen a los grupos Polycephalae, Striatae y Marginatae. Las especies analizadas y su
descripcion (Gentry, 1982) se exponen a continuacion:

a) A. celsii Hook. var. albicans (Jacobi): La especie A. celsii muestra una forma en
roseta mediana (de 70 a 120 cm de didmetro) con hojas suculentas con ramificacion axilar
que invariablemente va formando grandes agregados que llegan a incluir alrededor de 25
rosetas. Las hojas son de color verde intenso y miden de 30 a 60 cm de largo y de 7a 13 cm
de ancho, son oblongas, ovaladas o espatuladas, su margen es liso u ondulado con dientes
pequeios y separados entre si, los dientes son bictspides y a veces presentan crestas
ciliadas. En el 4pice de las hojas, se presentan espinas mas bien débiles, aciculares, de 1 a 2
cm de largo. Las inflorescencias son tipicas del subgénero Littaea, en forma de espigas y
miden de 1.5 a 2.5 m de largo conteniendo de 100 a 150 flores, y se encuentran densamente

bracteadas. La subespecie A. celsii albicans a diferencia de A. celsii presenta hojas glaucas
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y palidas, en sus flores los tépalos son mas largos (en promedio 8 mm mas largos que los de
A. celsii).

Las tnicas colonias silvestres que se conocen de esta subespecie, son las que se
encuentran en la Barranca de Metztitlan, aunque en diferentes partes del mundo se les

cultiva como planta de ornato.

oLy

igur 2. Agav celsii albicans
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b) A. striata Zucc. Esta especie, presenta rosetas de 40 a 80 cm de diametro, que con la
edad se van ramificando hasta formar conglomerados de varias rosetas, en ocasiones
pueden formar un tallo corto. Las hojas son muy numerosas y en forma de laminas foliares
muy aguzadas de color verde-grisdceo, de base triangular y llegan a medir hasta 45 cm de
largo, en la superficie esta provista de costillas que se encuentran separadas por surcos
blanquecinos y cada hoja muestra una espina muy delgada que mide de 10 a 18 mm de
largo. Su inflorescencia regularmente mide de 3 a 4 m de altura, esta provista de escamas
lineares y las flores son angostas y en comparacion de otras especies, no son muy

numerosas. El perianto es pequefio (25 a 30 mm de longitud) (Figura 3).

A
|

i ,

Figura 3. gave striata
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c) A. difformis Berger: Son plantas vigorosas, subacaulescentes con rosetas abiertas. Su
roseta es estolonifera y los estolones escasos. Las hojas pueden medir hasta 80 cm de largo
y hasta 6 cm de ancho. El caracter que mas distingue a esta especie son las hojas ensiformes
largas polimorficas, es decir, pueden ser tanto rectas como sinuosas, regularmente
presentan una coloracion que va desde verde hasta amarillo-verdoso y su margen es de
color gris claro con dientes de forma y tamafio variable, generalmente miden de 5 a 10 mm
de largo y se separaran de 2 a 3 cm, pueden ser café oscuro o grises, en ocasiones son
dobles y pueden también existir dientes intersticiales pequenos, o estar reducidos o incluso
completamente ausentes. Esta especie se distribuye principalmente en suelos limosos y
rocosos del lado desértico de la sierra Madre Oriental en San Luis Potosi e Hidalgo, en

elevaciones entre 1560 y 1875 msnm (Figura 4).
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d) A. xylonacantha Salm. Esta especie es muy comun en la Barranca de Metztitlan,
presenta una rosetas abierta que puede medir hasta 1.3 m de didmetro. Las hojas son muy
rigidas extendidas, sueltas y contrahechas, de 45 a 90 cm de largo por 5 a 10 cm de ancho,
son muy irregulares, mas anchas al centro, largas y acuminadas, pueden ser planas o
concavas en el haz y redondas en el envés, de color verde grisaceo a palido, en ocasiones
pueden presentar una banda clara al centro. Los dientes son muy irregulares y confluentes,
aplanados, frecuentemente tri- y penta-cuspides, se separan por una distancia de entre 2 a 5
cm, y llegan a medir hasta 15 mm de largo, son de color gris claro. Su inflorescencia
espigada alcanza alturas de 3 a 6 m de largo, las bracteas son pedunculadas y muy angostas,
sus flores se agrupan en pares o triadas, y miden de 40 a 50 mm de largo, la coloracion va
desde verde hasta amarillo palido, con filamentos a veces rojos o plrpura, el ovario mide de

20 a 27 mm de largo y es fusiforme (Figura 5).

Figura 5. Agave xylonacantha
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e) A. hidalguensis. Esta especie se encuentra distribuida en los lugares mas himedos y
calidos de la Barranca es la de mayor talla del subgénero. Su roseta semiabierta llega a
medir hasta 2.5 m de didmetro. Sus hojas son rectas y planas en el haz, que regularmente
miden entre 70 a 90 cm de largo por 5 a 12 cm de ancho, su color verde es muy vivaz y
presentan una franja clara al centro, el margen es dentado pudiendo variar en forma y
tamario y por lo general los dientes son de color rojizo a café. En el dpice de cada hoja se
presenta una espina rigida de color oscuro que mide de 5 a 7 cm de largo. Distintivo de la
especie es su enorme inflorescencia que puede alcanzar hasta 7 m de altura, sus bracteas
pedunculadas son delgadas y separadas, a lo largo del escapo se distribuyen cientos de
pares o triadas de flores tubulares de color amarillo con variantes en el color de los

filamentos que pueden ir desde amarillo hasta marron.

Figura 6. Agave hidalguensis
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1.2 ¢;Como coexisten las especies de Agave? Aspectos

ecoldgicos de la coexistencia de especies simpatricas

1.2.1 Observaciones previas en la comunidad de agaves de Metztitlan

Como se ha mencionado, en la Barranca de Metztitlan se encuentran coexistiendo
varias especies de Agave pertenecientes tanto al subgénero Agave como al subgénero
Littaea (Sanchez-Mejorada, 1978; Gentry, 1982). En las primeras descripciones de la
comunidad de agaves de la Barranca de Metztitlan se propone una distribucion espacial
diferencial de las especies en ciertos microhabitats o tipos de suelo y pendientes.

Segun la descripcion de Sanchez-Mejorada (1978) y las observaciones en la zona, los
ambientes en los que se encuentran los agaves de la Barranca de Metztitlan son:
a) A. celsii albicans: Se presenta preferentemente en los cantiles de roca caliza, en

ambientes con alta humedad. Altitudinalmente ocupan la parte baja y media de los
acantilados donde el acceso es dificil para herbivoros. En algunas zonas se le encuentra
asociado o aledafio a poblaciones de A. xylonacanhta.

b) A. striata: Es muy abundante en la localidad, en particular en las zona centro de la
Barranca, predomina en suelos calizos, calcitas o conglomerados calcareos y en lutitas.
Crece en lomerios o faldas de cerros dispuestos a una alta radiacién solar y se distribuyen
en todo el rango altitudinal.

c) A. difformis: Especie cosmopolita con preferencia de suelos basalticos. Es muy
abundante en las faldas de cordilleras donde forma densas poblaciones pero es frecuente
observarla en la mitad superior de las laderas y en ocasiones hasta en las partes altas de la
Barranca.

d) A. xylonacantha: Especie tipica del paisaje al sur y centro de la Barranca, en la parte
baja y media de laderas de esquistos y conglomerados de calizas. Forma grandes colonias
en los suelos rocosos y secos de las cordilleras donde la radiacion solar es intensa y
dificilmente se le encuentra en suelos abiertos o en las partes altas de la Barranca.

e) A. hidalguensis: Esta especie es poco abundante en la Barranca, se localiza
principalmente en cafadas al Norte y Noreste en las faldas y lomerios himedos, con suelos
limosos ricos en material organico en un lecho de roca calcarea. Regularmente se

encuentran grandes poblaciones en las partes medias y altas.
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Estas primeras observaciones hacen pensar en una segregacion espacial importante
entre las especies, aunque tedricamente pueden existir otras explicaciones ecoldgicas para

la coexistencia, las cuales se describiran a continuacion.

1.2.2 Lateoria del nicho y las curvas de utilizaciéon de recursos

Segun plantea el propio Darwin en el origen de las especies, la lucha por la existencia
es mas severa en especies del mismo género debido a que tienen requerimientos ecoldgicos
similares (Darwin, 1859). Una caracteristica peculiar de la zona de estudio, es que existen
varias especies pertenecientes al género Agave y la mayoria de éstas pertenecen al
subgénero Littaea, incluso varias de ellas pertenecen al mismo grupo (grupo Marginatae,
sensu Gentry, 1982); por lo tanto, se puede esperar que estas especies compartan
requerimientos de recursos y que exista competencia entre ellas.

Para conocer el grado de similitud que puede existir en los requerimientos de las
especies, es necesario retomar la teoria del nicho, del desplazamiento de caracteres y de los
patrones de utilizacion de recursos.

El término nicho es usado para expresar la relacion de los individuos o poblaciones con
todos los posibles factores del medio ambiente (es decir, su papel ecologico dentro de la
comunidad) (Ricklefs y Miller, 2000). La definicion mas utilizada a la fecha es la del
hipervolumen multidimensional de Hutchinson (1957), que toma en cuenta todas las
posibles condiciones (» dimensiones) que permiten que a largo plazo, las poblaciones de
una especie puedan mantener una tasa reproductiva neta promedio >1 (Silvertown, 2004).
Usando esta definicion, se puede describir el rango de actividad de cualquier especie para
cada dimension del medio. Las dimensiones del nicho pueden ser todos los factores
biodticos y abidticos como temperatura, humedad, intensidad de luz, salinidad, nutrientes,
etc.

Como en la practica el establecer el hipervolumen para cada especie ha sido muy dificil,
la aproximacion mas pragmatica ha sido analizar de manera conjunta las diferentes curvas
de utilizacion de recursos. Las curvas de utilizacion de recursos son una medida alternativa
de la amplitud del nicho y se representan usando la distribucion de frecuencia a lo largo de

un eje del recurso (Begon et al., 1996). Estas curvas de utilizacion tienen una importancia
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practica, porque se pueden comparar las curvas de diferentes especies que coexisten y por

lo tanto predecir el grado de similitud en el uso de los recursos (Tokeshi, 1999).

1.2.3 Sobreposicion del nicho y reparticion de recursos

Los nichos se pueden sobreponer cuando dos especies presentan curvas de utilizacion
de recursos similares, pero existen para cada especie tantas curvas como dimensiones del
nicho y existen evidencias de que los nichos se superponen s6lo parcialmente y no en su
totalidad. La superposicion de alguno o algunos de los ejes no necesariamente tiene un
efecto importante en la coexistencia entre especies, debido a que la competencia puede
actuar solo sobre alguno de los ejes. A la fecha, las medidas de sobreposicion del nicho son
empleadas para predecir la intensidad de la competencia entre las especies por un recurso
(Schoener, 1986).

La pregunta que surge entonces es ;cémo determinar que ejes resultan importantes para
medir la intensidad de la competencia entre especies que coexisten? Es muy importante
incluir aspectos reproductivos en la definicion de los ejes, porque el aislamiento
reproductivo puede ser una consecuencia de la separacion del nicho. Al haber
sobreposicion en alguna dimension del nicho, la forma multidimensional de éste puede
cambiar, y dos especies originadas de un ancestro, por separacion geografica y seleccion
sexual pueden sobreponerse al estar en simpatria, en todas las dimensiones del nicho menos
en el eje reproductivo (Pianka, 1975). En este caso, la coexistencia dependera de si las dos
especies estan cerca de la capacidad de carga total o si compiten a una escala local. Pianka
(1975) propone que la superposicion del nicho estd inversamente relacionada con la
densidad de las especies, porque si se analizan los ejes del nicho cuando hay muchas
especies, hay mas pares de especies que no interactuan.

En la teoria del nicho se ha acuiiado el término de “similitud limitante” para referirse a
la cercania en requerimientos que pueden mantener dos especies en términos de la
superposicién del nicho, es decir, el grado de similitud en el uso del recurso y que les
permita mantener la coexistencia (Abrams, 1983). Cuando las especies son muy similares y
coexisten en un eje, se diferencian substancialmente en el uso de otros ejes, lo que se

conoce como complementariedad del nicho.
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La sobreposicién del nicho puede ocurrir porque la diversificacion a partir de un
ancestro comun ha conllevado a la diferenciacién del nicho con respecto a caracteres
diferentes al uso de recursos, mientras que por otro lado, las restricciones filogenéticas
hacen que haya un uso similar del recurso por procesos de optimizacién ecoldgica o
evolutiva (Tokeshi, 1999).

Se ha observado que como resultado de este uso comtin de los recursos, €stos son
repartidos entre las especies que coexisten (Pianka, 1973). En las comunidades de lagartijas
desérticas, el principal eje del nicho en que hay sobreposicion es el hdbitat, pero al tratarse
de un recurso que se puede dividir en muchas escalas, se ha visto que este recurso termina
por repartirse. La reparticion de recursos se refiere a la reduccion en la superposicion en el
uso de los recursos entre especies que coexisten, lo que contribuye a disminuir las
interacciones competitivas y mantener la coexistencia. En comunidades de roedores
Schoener (1974) también demuestra que la reparticion ocurre de manera mds frecuente en
el eje del hdbitat, después en el alimento y de manera mds rara en la reparticion temporal.
Este patrén encontrado en comunidades animales puede que no necesariamente se repita en
comunidades de plantas.

En plantas incluso se ha cuestionado la necesidad de un concepto del nicho (Chesson,
1991). Usando la definicién de Hutchinson, se ha investigado cudl es el principal modo de
diferenciacion del nicho en las plantas y una de las propuestas que ha explicado mejor este
problema ha sido la de Grubb (1977) del “nicho por regeneracion”, segtin la cual las plantas
coexisten a través de la diferencia en requerimientos para su regeneracion, tales como su
fenologia, produccion de semillas, dispersion, germinacion y desarrollo. Ademas de lo
anterior, otros factores que facilitan la coexistencia son la reparticién en el espacio por el
reclutamiento de individuos (Lavorel y Chesson, 1995) y las interacciones con
polinizadores, dispersores de semillas, herbivoros, patégenos y simbiontes microbianos
(Bazzaz, 1987). En el marco tedrico del nicho por regeneracion, la fenologia reproductiva
puede representar un eje muy importante para las plantas, para quienes el eje temporal del

nicho parece ser mds importante que lo que se ha observado en animales (Tokeshi, 1999).
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1.2.4 Desplazamiento de caracteres en la morfologia

Ademas de la segregacion espacial, Grubb (1977) menciona que uno de los ejes del
nicho que pueden tener mayor importancia es el del tamafio, ya que en algunos casos la
diferenciacion del nicho basada en la reparticion de los recursos se puede inferir a partir de
las relaciones de tamafio de los ensambles de especies. El tamafio corporal puede resumir e
incorporar muchos de los diferentes caracteres del organismo relacionados con el uso de los
recursos y puede ser usado como un sumario estadistico del modo de utilizacion de recursos
(Tokeshi, 1999). Los ejemplos mas claros de la diferenciacion de tamaiios se han obtenido
de comunidades de roedores en el desierto (Brown, 1975); anteriormente Huxley (1942) y
Lack (1944) sugirieron que las diferencias en tamafio son el resultado de la seleccion
natural como una manera de evitar la competencia interespecifica. Después Brown y
Wilson (1956) usaron el término de desplazamiento de caracteres para referirse a pares de
especies cercanamente relacionadas que difieren mas en simpatria que entre poblaciones

alopatricas de la misma especie.

1.2.5 Enfoques alternativos en el estudio de la coexistencia y la

competencia

Los modelos explicados en las secciones anteriores, estan basados en la vision clasica
formulada a partir del modelo Lotka-Volterra de competencia y en el principio de exclusion
competitiva de Gause, en los que la coexistencia estable entre especies depende de la
separacion del nicho (Begon et al., 1996; Tokeshi, 1999). Sin embargo, los modelos de
competencia han sido criticados en los ultimos afios y en muchas ocasiones no parecen
haber diferencias claras entre los nichos cuando hay alta diversidad de especies en una
comunidad, por lo que se ha cuestionado el papel de la competencia como fuerza
modeladora de las comunidades. La manera mas directa de probar la competencia es con
experimentos de campo, en donde se remueve o agrega una especie a una comunidad y se
monitorea la respuesta de las demas especies (Begon et al., 1996).

Una explicacion alternativa a la competencia la dan los modelos nulos, cuyo principal
exponente en los Ultimos afios ha sido Hubbell (2001), quien en su teoria neutra propone

que las especies son competitivamente equivalentes, que las diferencias del nicho son
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irrelevantes y que la diversidad de especies es mantenida por procesos de deriva (similares
a los de deriva génica que determinan la diversidad genética en loci neutros). Aunque el
modelo propuesto por Hubbell aparentemente predice de manera muy precisa muchos
atributos de comunidades bioldgicas, y lo hace particularmente bien para la distribucién de
abundancia de arboles tropicales (Abrams, 2001), algunas pruebas estadisticas han
fracasado en demostrar el mejor ajuste de los modelos nulos de la estructura de las

comunidades (McGill, 2003).

1.2.6 Coexistencia y especiacion simpatrica

La teoria neutra considera que la estructura de las comunidades se debe tanto al
ensamble histérico de las especies (extincion y migracién) como a la evolucion de las
propias especies que co-ocurren y por lo tanto, a la especiacion (Barot, 2004). Los modelos
de especiacion simpatrica podrian ayudar a predecir cuales mecanismos de coexistencia
pueden ocurrir en comunidades con alta diversidad de especies.

La especiacion simpatrica ha sido un proceso controvertido durante mucho tiempo
porque supone que dentro de una misma poblacioén ocurre el aislamiento reproductivo sin
una barrera geografica (a diferencia de la especiacion alopatrica). En este modelo es dificil
entender una divergencia genética si continua el flujo de genes entre los individuos, por lo
que se ha sugerido que entre los grupos de individuos (especies incipientes) se comiencen a
usar diferentes recursos previamente a la divergencia.

El propio Darwin propuso que la especiacion se puede generar por especializacion
ecoldgica en ausencia de barreras geograficas. En simpatria las especies se originan al
mismo tiempo que coexisten, en lugar de ocurrir un aislamiento geografico (Tregenza y
Butlin, 1999).

Las evidencias principales de simpatria se han encontrado en peces de lagos e insectos
(Tregenza y Butlin, 1999). A diferencia de la especiacion alopatrica, en donde se requiere
de separacion geografica y de tiempo, en la especiacion simpatrica y parapatrica ocurre un
balance de diferentes fuerzas y la seleccion natural es lo suficientemente fuerte para
contrarrestar el flujo génico (Turelli et al., 2001). Hay muchos mas ejemplos de evidencia

empirica de especiacion alopatrica (Futuyma, 1998), aunque recientemente se ha valorado
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el papel de la simpatria y se ha observado que es mucho mas comun de lo que se pensaba
(Via, 2001).

Aunque actualmente es comun que especies cercanas vivan en simpatria, esto no
significa que evolucionaron en ese lugar. Para demostrar la especiacion sin aislamiento
geografico, se requiere tener la historia del contacto entre las especies. Actualmente esto se
puede hacer usando herramientas nuevas como las de filogenia molecular (Page y Holmes,

1998).

1.2.7 Patrones de distribucion espacial: niveles de rareza

Para definir los ensambles de especies que coexisten en una comunidad, es muy util
analizar sus patrones de distribucion espacial y abundancia relativa. La abundancia
“absoluta” de las especies estd determinada por procesos ecoldgicos como nacimientos,
muertes, inmigracion y emigracion (Begon et al., 1996), por otro lado, la abundancia
relativa ha sido modelada por los procesos evolutivos durante la ocupacion del nicho
(Tokeshi, 1999).

Existen muchos modelos tedricos para analizar la abundancia relativa de las especies,
pero en este trabajo solo analizaremos el enfoque de la rareza de las especies. La rareza ha
cobrado gran importancia recientemente en los estudios de conservacion biologica, por
esto, tanto los bidlogos evolutivos, ecologos de poblaciones y bidlogos de la conservacion
se han enfocado a estudiar los procesos que propician que las especies sean raras (Gaston,
1994).

La historia de las especies es muy importante: al analizar diferentes especies habra una
gran diferencia entre aquellas especies raras que estan sujetas a una regulacion poblacional
denso-dependiente, o bien aquellas que histéricamente han sido raras o bien aquellas que
por cambios ambientales han reducido drasticamente sus poblaciones recientemente
(Rabinowitz, 1981; Falk, 1991). Estos diferentes origenes de la rareza determinaran que las
especies presenten atributos ecoldgicos contrastantes.

La clasificacion en diferentes tipos de rareza que ha sido mas aceptada en plantas es la
que propuso Rabinowitz (1981). Ella defini6 los tipos de rareza de acuerdo a su abundancia

local, rango geografico y especificidad de hébitat en siete tipos. Esta clasificacion se basa
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en las diferentes combinaciones de las caracteristicas anteriores, es decir, si son raras o
abundantes localmente, si su distribucién geografica es amplia o restringida y si son muy
especificas a su habitat o no.

En la préctica, las caracteristicas que se emplean con mayor frecuencia para hacer los
analisis de rareza son el éxito reproductivo, la biologia de la polinizacion, la habilidad
competitiva, la variacion fenotipica y la variacion genética (Bevill y Louda, 1999).

Las razones por las cuales una especie llega a ser rara van desde caracteristicas
intrinsecas de la especie, sus interacciones, asi como factores historicos. Fiedler y Ahouse
(1992) proponen las diferentes causas que pueden determinar la rareza de las especies de
plantas, y proponen una jerarquia en dichas causas, considerando factores ecologicos,
evolutivos, historicos, taxondmicos y bioldgicos. De entre los méas importantes podemos
referirnos a la genética y edad del taxon, las interacciones con otros taxa, la historia
evolutiva, estrategias del ciclo de vida, dindmica poblacional, biologia reproductiva y
eventos estocasticos (Fiedler y Ahouse, 1992).

Existen dos aproximaciones principales para los estudios de rareza. El primer caso sera
desarrollado en extenso en este trabajo, y se refiere a los estudios genéticos. Otra
aproximacion paralela es el andlisis demografico para encontrar los factores que limitan la
dispersion de las especies raras (Schemske et al., 1994; Bevill y Louda, 1999). Para el caso
de especies restringidas a poblaciones locales y pequefias se espera que dependan mas de
los procesos demograficos que de los genéticos, y que estos primeros sean los que en mayor
medida intervengan en el mantenimiento de la rareza.

En agaves, Tambutti (2002) hace una revision de los patrones de distribucion y
abundancia para México y propone una clasificacion de rareza basada en el esquema de
Rabinowitz, y los datos de Garcia-Mendoza (1995), sobretodo tomando en cuenta el rango
de distribucion de las especies. De acuerdo a esta propuesta, de las especies analizadas en
este trabajo, existen cuatro especies raras a nivel global: A. celsii albicans y A. hidalguensis
que se distribuyen en un solo cuadro; 4. xylonacantha 'y A. difformis en tres cuadros;
mientras que 4. striata es una especie abundante al presentar una distribucion muy amplia

(Figura 7).
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Figura 7. Distribucién en México de las especies estudiadas
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1.3 Biologia reproductiva

1.3.1 Evolucion en los sistemas de polinizacion

Las interacciones entre insectos polinizadores y plantas han generado relaciones tan
especializadas que se han convertido en los ejemplos cldsicos de evolucién adaptativa. El
propio Darwin encontrd evidencias a favor de la teoria de evolucién por seleccion natural
analizando la alta especializacion entre las orquideas y sus polinizadores (Darwin, 1862);
desde entonces se han encontrado numerosos ejemplos de adaptaciones complejas y
relaciones altamente especializadas entre insectos y plantas (Faegri y van der Pijl, 1966).

Los polinizadores pueden actuar como agentes selectivos de diversos caracteres
reproductivos de las plantas y existen en la literatura numerosos ejemplos de seleccién
ejercida por el polinizador (Nilsson, 1988; Cresswell y Galen, 1991; Campbell et al., 1997).
En general, las plantas con sistemas generalistas son menos susceptibles de sufrir fuerte
seleccidn direccional en caracteres florales (Herrera, 1988), mientras que los sistemas
especializados muestran mayor evidencia de seleccion (Galen, 1996). Existen evidencias de
que las innovaciones florales fueron las principales promotoras de la alta especiacion en
angiospermas (Stebbins, 1970; Crepet, 1983). Sin embargo, existe discrepancia en la
secuencia de eventos en esta rapida diversificacion de las plantas con flor, porque la
especiacion pudo haber ocurrido antes que la especializacion (Ollerton, 1996) y los
mecanismos de aislamiento reproductivo pudieron ser originados por el proceso de
divergencia adaptativa en especies alopdtricas (Kearns et al., 1998). Por otro lado, la
radiacion adaptativa en muchos grupos de plantas parece haber sido consecuencia de los
cambios en los polinizadores hacia una polinizacion especializada (Stebbins, 1970; Johnson
et al., 1998). Por ejemplo, en un estudio en la orquidea del género Disa, Johnson et al.
(1998) encontraron que la cladogénesis estaba asociada con los cambios en los sistemas

especialistas de polinizacion.
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1.3.2 Sindromes de polinizacion

Tradicionalmente ha existido una tendencia a pensar que los sistemas de polinizacién
tienden hacia la especializacion. A partir de estas ideas surge el concepto de sindrome de
polinizacién para encontrar caracteres estructurales y funcionales en la flor que estén
asociados con tipos particulares de polinizadores, lo que se ha tomado como evidencia de la
adaptacion de la flor a su polinizador (Faegri y van der Pijl, 1966). Presuntamente cada
sindrome ejemplifica rutas adaptativas alternativas hacia diferencias entre grandes taxa
(6rdenes de insectos por ejemplo) por sus requerimientos nutricionales, habilidades
sensoriales, movilidad y morfologia (Faegri y van der Pijl, 1966).

Por otro lado, las observaciones en la naturaleza contradicen estas ideas en el sentido
de que parece haber una incongruencia entre el sindrome de polinizacion de la planta y los
polinizadores que realmente la visitan, debido a que las flores atraen mds polinizadores de
lo esperado. La respuesta a esta interrogante puede ser la idea del “principio del polinizador
mas efectivo” (Stebbins, 1970). Segun este principio, las caracteristicas florales son
moldeadas por aquellos polinizadores cuyas visitas son mas frecuentes y efectivas en la
region donde estdn evolucionando. La propuesta es que aunque existan otros polinizadores,
estos no van a detener sino talvez retardar el proceso de la especializacion, postula que la
seleccidn natural favorecerd aquellos rasgos morfoldgicos, fisioldgicos o ecoldgicos de las
plantas que sirvan para atraer a aquellos visitantes florales que polinizan de manera mas
eficiente. Para probar este principio, es importante medir la frecuencia y eficiencia de los
polinizadores. De esta manera la mayoria de las plantas deberian ser polinizadas por un
grupo reducido de especies eficientes, lo que se conoce como especializacidon adaptativa
mediada por polinizadores (Thompson, 1994) y dado el tiempo suficiente, la mayoria de los
sistemas de polinizacion deberian de tender hacia la especializacién (Ollerton, 1996;
Johnson y Steiner, 2000).

Entonces ;es verdad que los sistemas tienden hacia la especializacion? Existen dos
puntos de vista contrastantes: que los sistemas efectivamente tiendan hacia la
especializacion o que por el contrario tiendan hacia la generalizacion. Ambas posturas
seran tratadas en las secciones subsecuentes. Desde una perspectiva tipoldgica, la dicotomia
supone dos soluciones opuestas y completamente disjuntas, lo cual supone una

simplificacion excesiva del problema (Gémez, 2002), mas que una dicotomia, autores como

26



Johnson y Steiner (2000) proponen que los sistemas de polinizacién existen dentro de un

continuo donde especializacion y generalizacidn se encuentran en los extremos.

1.3.3 Tendencia hacia la especializacion

Los casos de especializacion extrema a un s6lo polinizador son extraordinariamente
raros, aunque existen los ejemplos cldsicos de coevolucion entre higos y avispas y yucas y
sus polillas. Las condiciones para que pueda existir este tipo de especializacidn son varias,
por ejemplo, en el caso de la interaccion entre las yucas y sus polillas, las polillas son
mutualistas y antagonistas al mismo tiempo, asi que ademds de tener un efecto positivo en
el éxito reproductivo (medido con el “seed-set”) se requieren de otras condiciones como la
sincronizacion del ciclo de vida del insecto con la fenologia floral de plantas, quienes a su
vez presentan ciclos de vida muy largos (Addicott et al., 1990). Los sistemas especialistas
pueden ocurrir cuando los polinizadores son un recurso predecible (Johnson y Steiner,
2000), los polinizadores deben constituirse como agentes selectivos reales, debe existir
seleccidn natural mediada por el polinizador, es decir que afecte la adecuacion de la planta
habiendo una correlacién significativa entre la frecuencia de la interaccion con el
polinizador y el nimero de descendientes dejados por la planta (Gomez, 2002). Los
estimadores de adecuacidn a la fecha son muy incompletos, pues no se toman muchos
estadios del ciclo de vida de la planta para hacer el andlisis; lo mds comtn es que sea en la
fase de dispersion de polen o produccion de semillas, pero no estadios post-dispersion. Por
otro lado, debe haber una relacion entre el valor de un rasgo y la adecuacion, propiciando
una seleccién fenotipica de dicho rasgo. Esto ocurre si el polinizador discrimina entre
individuos de la misma especie, habiendo entonces una correlacion entre la frecuencia de la
interaccidn y el valor del rasgo floral que se selecciona (Gémez, 2002). El otro aspecto que
maneja Gomez es el que el polinizador actiie como unidad selectiva bien definida, pues
debe existir un mecanismo que permita a la planta diferenciar entre distintos visitantes
florales. En principio, diferentes polinizadores deben tener un efecto diferencial en la
adecuacion de la planta y por otro lado que ocurra una diferencia en preferencia entre los
polinizadores, de tal manera que un rasgo vegetal se podrd modificar para atraer a un

determinado polinizador importante (Schemske y Bradshaw, 1999).Con este mecanismo
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aumenta la frecuencia en la interaccién planta-polinizador. Ademds la preferencia floral
diferencial por parte de los polinizadores evitard cruzamientos indeseados (Kearns et al.,
1998). Si comparamos dos sistemas de polinizacion altamente especializados como las
yucas y la cactdcea Lophocereus schotii, encontraremos muchas similitudes que sugieren
que han evolucionado en respuesta a presiones de seleccion similares, como son seleccion
en la reduccion de la produccion de néctar, estructuras especializadas recolectoras de polen
y en el comportamiento de la polinizacion activa en las polillas (Fleming y Holland, 1998).
Segtin las predicciones tedricas (Addicott et al., 1990; Thompson, 1994; Waser et al., 1996)
ambos sistemas deben tener polinizadores cuyos ciclos de vida estdn intimamente asociados
con plantas de ciclos de vida largos y con floracion estacional. Ante la paradoja de los
sistemas de polinizacién, Waser et al. (1996) proponen que la especializacion incluso

deberia ser seleccionada en contra porque aumenta la varianza en el éxito reproductivo.

1.3.4 Restricciones a la especializacion y tendencias a la generalizacion

La falta de prediccion espacio-temporal en la composicion de los ensambles de
polinizadores es uno de los factores mds importantes que reducen las posibilidades de
seleccion por polinizadores en los caracteres florales (Herrera, 1988, 1996). Las plantas
presentan mosaicos espacio-temporales, cuya composicion y abundancia varia entre afios y
localidades (Herrera, 1988), de manera que la evolucién conjunta ocurre de manera difusa
(Janzen, 1980; Schemske, 1983), ademads de que la distribucion geografica entre plantas y
polinizadores rara vez coincide y las interacciones no son obligadas (Thompson, 1994). La
fluctuacion temporal en el gremio de polinizadores de una planta con ciclo de vida largo
provocara que la eficacia bioldgica de un individuo cambie entre afios, en especies anuales
cambiard el nimero de individuos reclutados dependiendo de los caracteres morfoldgicos
de los padres. La consecuencia es que un determinado cardcter fenotipico se beneficia unos
afios y otros no (Gomez, 2002). En cuanto a la variacion espacial, si diferentes poblaciones
estdn sometidas a diferentes escenarios selectivos, las presiones que reciben son diferentes
lo que generaria incongruencia en las presiones selectivas globales (Gémez, 2002).

La generalizacidn ocurre entonces cuando las recompensas de las plantas son similares

en especies diferentes, reduce el costo de viajar para el polinizador, impone pocas
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restricciones en el comportamiento y la morfologia, y el largo de la vida del polinizador es
mayor al tiempo de floracién de las especies individuales (Waser et al., 1996). Otras
razones que favorecen la eolucion hacia la generalizacion son que diferentes polinizadores
ejercen la misma presion de seleccion, o bien la seleccion misma puede favorecer que se
agreguen nuevos polinizadores sin perder los previos (Aigner, 2001). Waser et al. (1996)
proponen un modelo en el que observan que la planta gana una ventaja en un espacio y
tiempo determinado especializdndose al polinizador mds eficiente y/o abundante, pero la
variacion temporal en los servicios del polinizador hace que la especializacidén sea menos
probable. Esto ocurre principalmente en plantas con pocos episodios reproductivos o que
carecen de otra estrategia reproductiva, que pueden enfrentar extincion local si se
especializan en un solo polinizador que desaparece por periodos de tiempo largos, incluso
de varios afios. Se espera la especializacién en plantas grandes, con ciclos de vida largos,

cuando la presencia del polinizador es mds bien constante (Waser et al., 1996).

1.3.5 Sistemas de polinizaciéon en agaves

Retomando la discusion de sistemas especialistas y generalistas, pero usando la
evidencia que hay a la fecha en agaves, es notorio que se haya planteado una dicotomia
entre los subgéneros Agave y Littaea. Una profundizacion sobre los trabajos existentes en
ambos subgéneros puede encontrarse en los capitulos 2 y 3 de esta tesis, asi como en las
revisiones de Eguiarte et al. (2000) y Slauson (2001). Las conclusiones a las que se ha
llegado previamente han sido que Agave (de inflorescencias paniculadas), es polinizado por
murciélagos principalmente de los géneros Leptonycteris y Choeronycteris (Howell, 1972;
Gentry, 1982; Arizaga y Ezcurra, 1995; Arizaga et al., 2000a, b; Molina-Freaner y
Eguiarte, 2003); (Tabla 2), mientras que las especies pertenecientes al subgénero Littaea
(de inflorescencias espigadas o racemosas) son polinizadas principalmente por insectos
(Schaffer y Schaffer, 1977; Kuban et al., 1983; Kuban, 1989; Eguiarte et al., 2000; Slauson,
2000, 2001; Silva-Montellano y Eguiarte, 2003a) (Tabla 3).

En todo el género se presentan caracteristicas asociadas con la polinizacién por
murciélago (quiropterofilia) tales como flores largas, abiertas, desde tubulares profundas

hasta en forma de tazon, verticales, con tépalos gruesos, la produccién de néctar es
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nocturna y la concentracion de azicar baja (Gentry, 1982). El color de las flores
generalmente es opaco y amarillento pdlido, con tépalos desde blanquecinos hasta morados
o rojizos. El olor es muy caracteristico, parecido al que despide la fruta madura o en
fermentacion (Slauson, 2001). Se han reportado casos en los que existe una alta
especializacion a un polinizador especifico: Howell y Roth demuestran que el costo en la
reproduccion sexual es muy alto para A. palmeri, y que un decremento en la poblacion de
su polinizador principal (Leptonycteris), puede poner en riesgo a la poblacién completa del
agave (Howell y Roth, 1981). De manera contrastante existen casos en que los agaves no
s6lo son polinizados de manera exclusiva por insectos, sino que han mostrado un cambio en
los atributos florales, para parecerse mas a un sindrome de polinizacion por insecto, dichos
cambios son la presencia de tubos florales mds angostos, produccion de néctar menos
abundante y con mayor concentracion de azucar y de un olor dulce, el color de las flores es
mds atractivo para los insectos, desde amarillo hasta naranja brillante (Schaffer y Schaffer,
1977; Slauson, 2000).

Waser et al. (1996) sugirieron que plantas con pocos episodios reproductivos, que
experimentan una variacion espacial y temporal de sus polinizadores probablemente no
estdn especializadas a ciertos polinizadores. A este respecto, Slauson (2000) sugiri6 que los
caracteres florales de los agaves que se encuentran en los limites tanto de su distribucion
como en la de sus polinizadores, pueden estar sujetos a una seleccién mas intensa gracias a
la variacion tanto climdtica como a la de sus polinizadores. Con relacion a los agaves del
subgénero Littaea, pocos estudios han descrito completamente a sus visitantes, asi como la
contribucidn a su éxito reproductivo (Schaffer y Schaffer, 1977; Slauson, 2001; Silva y
Eguiarte, 2003). Esta tendencia de las especies espigadas a ser polinizadas principalmente
por insectos diurnos puede representar un error de muestreo y/o adaptaciones florales que
resultaron gracias a las visitas poco constantes por parte de los murciélagos, debido a que la
distribucidn de algunas especies de agaves espigados va mds alld que la de los propios

murciélagos, como en el caso de los agaves paniculados del norte (Slauson 2001).
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Tabla 2. Biologia reproductiva del subgénero Agave

Especie Visitantes florales  Volumen y Compatibilidad  Produccion de Resultados Referencias
concentracion de néctar y liberacion experimentos de
néctar de polen polinizacion
A. palmeri Murciélagos, 713ul/noche Autocompatible Dehiscencia Igual eficiencia (Slauson, 2000)
esfingidos, abejas [14-19%] nocturna polinizadores diurnos y
grandes y colibries nocturnos
A. chrysantha Esfingidos, polillas, ~ 470ul/noche Autocompatible Dehiscencia Mayor eficiencia de (Slauson, 2000)
abejas grandes y [14-19%] nocturna polinizadores diurnos
colibries
A. salmiana Aves y murciélagos 102ul/2 h Produccién de néctar (Eguiarte et al.,
[12%] diurna 2000)
A. macroacantha Murciélagos, 110ul/dfa Murciélagos mas (Arizaga et al.,
esfingidos, abejas, eficientes 2000a)

colibries, polillas

A. havardiana

Aves y murciélagos

Miiltiples polinizadores
por variacion en los
murciélagos

(Eguiarte et al.,
2000)

A. mckelveyana

Abejas y avispas

Cociente de azicares
para murciélagos

Dehiscencia
nocturna

(Sutherland, 1987)

A. deserti* Aves y avispas Dehiscencia diurna y (Fulton, 1983)
nocturna
A. shawii [67%] Dehiscencia diurna y
nocturna
A. angustifolia Murciélagos, aves y 180ul/noche Dehiscencia (Molina-Freaner y
abejas [18-26%] nocturna Eguiarte, 2003)
A. subsimplex Abejas, palomillasy ~ 40ul/noche Dehiscencia (Molina-Freaner y
murciélagos [22-25%] nocturna Eguiarte, 2003)

* Estudio hecho fuera del rango de distribucion de murciélagos nectarivoros
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Tabla 3. Biologia reproductiva del subgénero Littaea

Especie Visitantes Volumen y Compatibilidad  Produccion de Resultados Referencias
[florales concentracion de néctar y liberacion experimentos de
néctar de polen polinizacion
A. schottii Abejas, 11.6ul/noche Autocompatible Dehiscencia (Schaffer y Schaffer,
esfingidos y [18%] nocturna 1977)
colibries
A. toumeyana Abejas grandes 4.6ul/dia Dehiscencia (Schaffer y Schaffer,
[62.3%] nocturna 1977)
Produccién de néctar
diurna
A. parviflora Abejas grandes 0.9ul/dia Dehiscencia diurna (Schaffer y Schaffer,
[37.4%] 1977)
A. utahensis Abejas grandes,
esfingidos y
abejas
A. lechuguilla Esfingidos y 20-190ul/ Dehiscencia (Silva-Montellano y
abejas grandes [12-52%] nocturna Eguiarte, 2003a)
A. garciae- Murciélagos, 66-68ul/noche Dehiscencia (Gonzélez, 2004)
mendozae abejas y abejorros  [10-15%] nocturna
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1.4 Genética de poblaciones

1.4.1 Ladiversidad genética y los mecanismos de la evolucién

La evolucién es fundamentalmente el resultado del cambio progresivo en la
composicion genética de una poblacion. Existen fendmenos genéticos y ecoldgicos
responsables de dicho cambio y la genética de poblaciones trata de comprenderlos y
modelarlos (Hartl y Clark, 1989, 1997). Para comprender la evolucién a nivel genético es
necesario comenzar determinando los niveles de variacion genética en las poblaciones, asi
como el origen de esta variacion, su mantenimiento y distribucién (Nei, 1987; Hartl y
Clark, 1989).

La diversidad genética es la materia prima para la evolucidn, debido a que sélo si
existe diversidad pueden ocurrir tanto la adaptacion como la especiacidn. Los niveles altos
de diversidad pueden dar a las poblaciones la habilidad para responder a enfermedades,
pardsitos, depredadores y cambios ambientales, es decir, la habilidad para evolucionar
(Hedrick, 2001). La cantidad y el tipo de variacion genética en una poblacion es afectada
por las fuerzas evolutivas como la seleccidn natural, la endogamia, la deriva génica, el flujo
génico y la mutacién. Mientras que la mutacidn es la causante de aumentar los niveles de
variacidn, la deriva génica y la endogamia la disminuyen. Por otra parte, la seleccién y el
flujo génico pueden tanto aumentar como reducir la variacion genética, dependiendo de la
situacion particular (Hedrick, 2000).

Para cuantificar los niveles de variacién genética en las poblaciones se emplean los
llamados marcadores moleculares, y cuando éstos producen un gran nimero de loci, las
medidas mds utilizadas para estimar la diversidad son la proporcion de loci polimérficos y
la heterocigosis promedio por locus (Nei, 1987). El porcentaje de loci polimdrficos (P) es la
proporcion de loci en los cuales el alelo mds comtin se encuentra en una frecuencia igual o
menor a 0.95 (aunque se puede usar un valor de 0.99, ver mds adelante); mientras que la
heterocigosis promedio (que comtinmente es llamada medida de diversidad genética o H) es

la proporcion de loci heterécigos esperada en un individuo escogido al azar (Nei, 1987).
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1.4.2 Métodos actuales para estimar la diversidad genética

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés: “Polymerase
Chain Reaction) ha cambiado radicalmente los métodos de andlisis de la diversidad
genética en los dltimos afos. Recientemente se han desarrollado marcadores inespecificos
que de manera rdpida generan informacion cuando no se tiene un conocimiento previo de
las secuencias de genes de las especies en estudio. Técnicas como RAPDs “Random
Amplified Polymorphic DNA” (Williams et al., 1990), AFLPs “Amplified Fragment
Lenght Polymorphism” (Vos et al., 1995) o ISSR “Inter-Simple Sequence Repeats”
(Zietkiewicz et al., 1994), usan oligonucledtidos inespecificos para amplificar regiones al
azar en el genoma y al final se obtiene un patrén variable de bandas que representan las
regiones amplificadas (Wolfe y Liston, 1998).

Sin embargo, estos marcadores presentan la desventaja de que se obtiene solo la
presencia de las bandas amplificadas o su ausencia, de manera que no se puede discernir
entre el heterdcigo portador de una copia y el homoécigo portador de dos copias. Para cada
locus el alelo positivo (presencia de la banda) domina sobre el alelo nulo (ausencia de la
banda). Asi, si la muestra de la poblacion no tiene o tiene pocos homocigos nulos, estimar
las frecuencias alélicas puede tener complicaciones estadisticas. Para evitar esto, se han
realizado andlisis de la progenie o de tejidos haploides (por ejemplo, megagametofitos en
pinos) para cada individuo que porta el alelo dominante (Isabel et al., 1999), aunque esto
requiere de gran cantidad de trabajo, o en el peor de los casos los tejidos haploides no estan
disponibles para hacer su analisis.

A este tipo de marcador lo llamamos dominante, y si por el contrario, el marcador nos
permite diferenciar a los heterdcigos de ambos homocigos, lo llamamos codominante.
Cuando el marcador genético es codominante, se pueden calcular de manera mas acertada
las frecuencias alélicas dentro de las poblaciones, porque podemos medir la heterocigosis
directamente de los datos.

En los primeros trabajos realizados con marcadores dominantes, para poder conocer
las frecuencias alélicas se requeria de un conocimiento previo del coeficiente de endogamia
(Lynch y Milligan, 1994; Zhivotovsky, 1999), o bien tratar al fenotipo multilocus como un
haplotipo y usar un indice de similitud o distancia euclidiana, para describir la distancia

entre los haplotipos en un analisis de varianza molecular (Excoffier et al., 1992).
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Lynch y Milligan (1994) proponen excluir a aquellos loci con menos de tres alelos
nulos, para que no se sesgue el calculo de frecuencias alélicas. Sin embargo, se ha
demostrado que cuando se tienen muchos loci polimoérficos, y muchos individuos por
poblacion los estimadores tradicionales calculan de manera adecuada la heterocigosis
(Krauss, 2000). Mas adelante, en la seccion de métodos del capitulo 4, se trataran de
manera mas detallada los tipos de analisis que pueden efectuarse cuando el marcador es

dominante.

1.4.3 Estructuracion de la variacion

Las poblaciones naturales por lo general muestran diferencias en las frecuencias
alélicas y genotipicas de una region a otra, esto es debido a la variabilidad y falta de
continuidad en todos los ambientes en los que puede mantenerse una especie, y las
poblaciones responderdn de manera diferencial a esta variabilidad. Debido a esto, las
especies tienden a estar divididas y la diversidad genética a estar agrupada de manera
jerdrquica. Tras esta division, las poblaciones no necesariamente constituyen una unidad
panmictica donde los individuos se aparean al azar (Excoffier, 2001).

Cuando una poblacion estd subdivida geograficamente, las diferencias en las
frecuencias alélicas y genotipicas de las subpoblaciones dependen principalmente del flujo
génico que exista entre ellas. Si los niveles de flujo génico son altos, habrd una tendencia a
homogeneizar la variacion genética de las subpoblaciones. Por el contrario, cuando el flujo
génico es bajo, la seleccidn natural, la deriva génica y ain la mutacion pueden originar una
diferenciacion genética mayor entre las subpoblaciones (Nei, 1987).

Existen diferentes métodos para estimar el efecto de la subdivision poblacional, pero el
mds utilizado ha sido el propuesto por Wright (1943; 1951; 1965; 1969). Wright y Malécot
(1948) desarrollaron un método para dividir la variacion genética en una poblacién
subdividida, el cual produce una buena descripcion de la diferenciacion a diferentes niveles.
Los indices empleados se conocen como los estadisticos F' de Wright (Nei, 1987) y se usan
para distribuir la variacion genética a nivel poblacional (7)) de subdivisiones o
subpoblaciones (S) y a nivel individual (J), los tres indices se conocen como F, F;y Fig

(Hartl y Clark, 1989; Hedrick, 2000). Wright emplea al coeficiente de endogamia (f) para
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describir la distribucion de la diversidad genética debido que la endogamia puede ser el
resultado de la fragmentacion o subdivision poblacional (Frankham et al., 2002).

Wright (1943; 1951) definié originalmente F'g, como la correlacion entre dos gametos
tomados al azar de cada subpoblacidn relativo al total y mide el grado de diferenciacion
genética de las subpoblaciones. F; es interpretado como una medida del avance de una
subpoblacion hacia la fijacion de un alelo para un locus, y por eso es que también se le
llama indice de fijacion. Los valores de F; van de 0 (cuando no hay diferenciacion entre
las subpoblaciones) hasta 1 (cuando se han fijado los diferentes alelos en las
subpoblaciones). Por otro lado, F,gy F,; miden la correlacion entre dos gametos relativa a la
subpoblacion y la relativa al total respectivamente (Wright, 1969). F; y F,-son medidas de
la desviacion de las proporciones de Hardy-Weinberg dentro de las subpoblaciones y en la
poblacion total respectivamente: valores positivos indican una deficiencia de heterécigos y
valores negativos un exceso de heterocigos (Hedrick, 2000).

La aproximacion empleada posteriormente por Nei (1977) fue formulada totalmente en
términos de frecuencias alélicas y genotipicas en la poblacion. El expresa los indices de
fijacidn en términos de las proporciones de heterocigosis, ademds de que da una solucién
matemadtica al cdlculo de los indices F para varios loci, por lo tanto, esta aproximacién ha
permitido calcular los estadisticos F a partir de datos obtenidos con marcadores
moleculares multilocus (Nei, 1987). Posteriormente, Nei y Chesser (1983), proponen el
célculo de los estadisticos F para datos obtenidos de poblaciones reales, en las que las
frecuencias alélicas y genotipicas son variables aleatorias, debido a que el nimero y tamafio
de las subpoblaciones son finitos y pueden actuar en ellas otras fuerzas evolutivas.

Un indice que se considera andlogo a la F; es la G, propuesta por Nei (1973), que es
definida como la proporcidn de la diversidad genética que se encuentra entre poblaciones, y
equivale a la F; cuando hay dos alelos por locus, de modo que para varios alelos la G,
consiste en el promedio de F'g; para todos los alelos.

Cockerham (1969; 1973) y Weir (Weir y Cockerham, 1984; Cockerham y Weir, 1986)
por su parte, demostraron como descomponer la varianza total de las frecuencias alélicas en
componentes de la varianza asociados con diferentes niveles de subdivisién usando el
marco tedrico del andlisis de varianza (ANOVA). Ellos propusieron emplear andlisis de

varianza y covarianza de ciertas variables indicadoras de los estados de los alelos y
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relacionaron estos pardmetros con los indices de fijacion. El llamado coeficiente de
coancestria (6) propuesto por Cockerham (1969) representa la probabilidad de que dos
genes tomados al azar provenientes de diferentes individuos sean idénticos por
descendencia y es equivalente a la F; (Weir, 1996). La coancestria se incrementa con el
tiempo, de tal manera que indica qué tan diferenciadas estdn las poblaciones. Para datos
obtenidos con marcadores multilocus, estos autores sugieren usar técnicas de “bootstrap”,
es decir, re-muestrear a partir de los datos para obtener una distribucién empirica de F,
usando submuestras del conjunto completo de datos. De esta manera se pueden obtener
intervalos de confianza empiricos para la 8 (Weir y Cockerham, 1984).

Una extension del analisis de varianza anterior, es el AMOVA o analisis de varianza
molecular, “Analysis of MOlecular VAriance” (Excoffier et al., 1992). Este analisis
aprovecha el conocimiento generado con los nuevos marcadores de ADN, donde se tiene
informacion no sélo de las frecuencias alélicas sino de los cambios entre los diferentes
alelos. Este método calcula la distancia entre los diferentes haplotipos y produce
estimaciones de los componentes de la varianza que son analogos de los estadisticos F. Los
llamados estadisticos @, reflejan la correlacion de la diversidad haplotipica en diferentes
niveles de subdivision jerarquica (Excoffier, 2001).

Una alternativa mas que se tiene en el estudio de la reparticion de la diversidad
genética, es usar el indice de Shannon (Shannon y Weaver, 1949) que no es sensible a
efectos del sesgo causado por la incapacidad de detectar heterdcigos (Dawson et al., 1995;
Bussell, 1999). Este indice usa la presencia/ausencia de bandas como fenotipos y no asume
que la poblacion esta en equilibrio de Hardy-Weinberg. La estimacion de diversidad
fenotipica equivale aproximadamente a la diversidad genética (Lewontin, 1972; Whitkus et
al., 1998).

Finalmente, los métodos empleados mas recientemente son aquellos que hacen uso de
la estadistica bayesiana para calcular la diferenciacion entre las poblaciones. Holsinger y
colaboradores (2002) proponen un modelo bayesiano jerarquico para estimar la estructura
genética a partir de datos de marcadores dominantes. Este método permite incorporar la
incertidumbre sobre la magnitud de la endogamia al estimar la Fs;. Esta aproximacion se
basa en una distribucion posterior de las frecuencias alélicas con la que se obtienen valores

de probabilidad, mientras que la informacion de la muestra se usa para afinar el modelo
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probabilistico a partir de una distribucion de frecuencia prior seleccionada. Con los datos
obtenidos de esta manera se hace una reparticion de la variacion en diferentes niveles

jerarquicos (Holsinger, 1999; Holsinger et al., 2002; Holsinger y Wallace, 2004).

1.4.4 Anadlisis genéticos usando el criterio de rareza

Los niveles de variacidn genética estdn determinados en gran medida por ciertas
caracteristicas ecoldgicas intrinsecas a las poblaciones, tales como sus patrones de
distribucion. Las especies “raras” son aquellas que presentan tamafios poblacionales
pequefios y estdn aisladas geogrdficamente (Barrett y Kohn, 1991). Las especies que
normalmente tienen distribuciones en poblaciones pequefias y esparcidas presentan
sistemas genéticos que se ajustan a la endogamia y adaptaciones que compensan las
desventajas de la rareza. Por ejemplo, cuando las especies son uniformemente raras a lo
largo de toda su distribucion, como el caso de ciertos drboles, tienen una tasa alta de
entrecruzamiento. Por otro lado, las especies que han sufrido recientemente cuellos de
botella por destruccion de su hdbitat pueden presentar estrés genético debido a los tamafios
poblacionales pequefios (Lande y Barrowclough, 1987).

Se han reportado niveles bajos de variacidn para especies raras y esto puede ser tanto
causa como consecuencia misma de la rareza. Incluso Stebbins, quien consideraba en un
inicio a las especies raras como depauperadas genéticamente, tras una serie de trabajos
donde se encontraban altos niveles de variacién reconsidero la idea de que puede existir una
alta diversidad en especies raras (Stebbins, 1980; Gitzendanner y Soltis, 2000).

Los niveles altos de endogamia seguidos de seleccion contra los homdcigos para alelos
raros disminuye aun mds la variacion genética. Por eso se espera que las especies con un
rango de distribucion restringido tengan menor variacion que las especies con una amplia
distribucion (Lande y Barrowclough, 1987).

En muchos trabajos se han hecho correlaciones entre la diversidad genética, el rango
geografico y la historia de vida y se han encontrado efectos tanto a nivel de especies como
de poblaciones (Hamrick y Godt, 1989). Los efectos de la baja diversidad en la adecuacion

en plantas son variables, debido a los diferentes sistemas reproductivos de éstas y la carga
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genética que mantienen (debida a los recesivos deletéreos y alelos letales que se generan
continuamente por mutacion) (Charlesworth y Charlesworth, 1987).

Los cuellos de botella, considerados como reducciones drasticas en los tamafios
efectivos, pueden repercutir en la variacién cuando unos pocos individuos llegan a poblar
un hdbitat desocupado (efecto fundador). Un cuello de botella a nivel genético es un evento
unico en el tiempo y si las poblaciones permanecen pequeiias por largos periodos de
tiempo, el efecto de error de muestreo es acumulativo. Esto genera cambios al azar en las
frecuencias alélicas debido al muestreo de algunos de los gametos en cada generacidn, es
decir, la deriva génica (Hartl y Clark, 1997). Debido a que en poblaciones de mayor tamafio
las fluctuaciones no son tan grandes, se espera que se mantengan niveles de variacion
mayores que en las poblaciones pequefias.

Para poder entender la rareza en las especies de plantas, tradicionalmente se
comparaban todo tipo de especies sobre las cuales existieran datos tanto de su ecologia
como de su genética (i. e. Hamrick y Godt, 1989). Desafortunadamente, las diferentes
especies no son necesariamente ni directamente comparables entre si, porque muchos
factores covarian. Por ejemplo, de manera contrastante los drboles son longevos y
generalmente tienen polinizacidn cruzada, por lo que acumulan variacidn genética pero
estdn poco diferenciados. Por otro lado, las herbdceas en su mayoria son anuales, ademds
de que se autopolinizan, con la autopolinizacion se purgan los recesivos deletéreos, pero al
mismo tiempo se reduce el movimiento de polen, ocasionando una alta diferenciacion
geogrdfica. Adicionalmente, se deben tomar en cuenta las relaciones de parentesco entre las
especies, debido a que muchos pardmetros se pueden compartir sélo por restricciones
filogenéticas y similitud entre especies muy cercanas.

Para poder entender la relacién entre la distribucion de una especie y su genética es
necesario conocer su historia evolutiva, lo cual se obtiene haciendo andlisis que incluyan la
filogenia. Kruckeberg y Rabinowitz (1985) proponen hacer andlisis filogenéticos previos a
la comparacion de especies raras. Como sabemos, no siempre es factible tener las filogenias
de los organismos estudiados y una alternativa préctica es hacer comparaciones de
diferentes especies dentro de un mismo género. La sugerencia de estos autores es comparar
la biologia de especies raras con la de especies comunes que estén muy cercanas

filogenéticamente.
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El primer trabajo en donde se comparan los niveles de variacion genética entre
especies raras y comunes es el de Karron (1987). Este autor comparé once pares
congenéricos de especies endémicas contra abundantes y analizo la diversidad genética y
las tasas de entrecruzamiento. La idea surgié a partir de la dificultad de comparar todo tipo
de especies con diferentes historias de vida, pues surgian muchos errores en el andlisis. Sus
resultados indicaron que las especies raras tienen niveles de variacidn significativamente
mads bajos que sus congéneres con amplia distribucion, pero no tenian tasas de
entrecruzamiento mas bajas.

Después del trabajo de Karron muchos autores han hecho la comparacion entre
especies de un mismo género y es sorprendente que mientras algunos siguen encontrando
niveles bajos en las poblaciones raras, también hay casos en los que la variacion es mads alta
para especies raras y, por otro lado, en algunos casos ambas especies (raras y comunes)
tienen niveles muy altos o muy bajos de variacion como en el caso de Daviesia suaveolens
y D. mimosoides (Young y Brown, 1996).

Frankham (1995) compard los niveles de variacion en 38 especies en peligro y
encontré que el 82% de ellas presentaban menor variacion que sus congéneres que no se
encontraban en peligro.

Gitzendanner y Soltis (2000) hacen una revision de todos los trabajos reportados donde
se hace la comparacion entre especies raras y comunes. Este es un trabajo muy interesante
porque ademads de ser una revision exhaustiva, estos autores compararon el mayor nimero
de pardmetros posibles en cada caso y hacen pruebas estadisticas robustas, demostrando
que las medidas de diversidad genética en general son menores para las especies raras. Sin
embargo, resulta interesante que del 24 al 29% de las especies raras analizadas fueron igual
0 mds variables que las comunes.

Una gran ventaja de comparar especies raras y comunes es el hecho de que esto ayuda
a entender las causas histdricas y de las historias de vida que generaron la rareza en el
pasado. Ahora se comienzan a generar nuevas explicaciones para la rareza y los niveles

bajos de diversidad (Gitzendanner y Soltis, 2000).
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1.4.5 Genética de la conservacion

Ante la evidencia de la importancia de la variacion genética, los estudios de genética
de la conservacion se han incrementado en los tltimos afios con el objetivo de entender y
disminuir los problemas genéticos enfrentados por las poblaciones pequeiias. A la fecha,
existen numerosos ejemplos donde los factores genéticos parecen estar implicados en la
disminucion de poblaciones de animales como los pumas de Florida (Felis concolor), los
pericos de Puerto Rico (Amazona vittata), los lobos de la isla Royal (Canis lupus), el
borrego cimarrén (Ovis canadensis), el pdjaro carpintero (Dendrocopos medius) y los
leones asidticos (Panthera leo persica), entre otros (O'Brien, 1994; Hedrick, 1995;
Frankham et al., 2002). De entre los factores genéticos que se han reconocido, la pérdida de
variacion genética y la depresion por endogamia, parecen ser los mds importantes.

Cuando las poblaciones son pequefias son mds propensas a la extincion, ya que los
factores estocdsticos (tanto genéticos, como demograficos, ambientales y catdstrofes)
aceleran su decline y llevan a las especies hacia los llamados voértices de extincién
(Primack, 2001; Frankham et al., 2002). Estos se inician cuando las poblaciones son
pequeiias, con niveles altos de endogamia y demograficamente inestables. La disminucién
poblacional reduce la adecuacién y se produce una retroalimentacidn negativa, lo que
refuerza el decline, aumenta la depresion por endogamia y la susceptibilidad a eventos
estocdsticos reduciendo mds atin el tamafio poblacional, esto sucesivamente hasta llegar a la
extincion.

Otro problema que se ha descrito es el llamado colapso mutacional (o en inglés
“mutational meltdown”). Lynch (1993) observé que las mutaciones deletéreas se acumulan
mads en poblaciones pequeiias, porque la seleccién es menos eficiente. Cuando las
poblaciones son grandes, las mutaciones deletéreas son removidas por la seleccion natural y
ésta elimina a los individuos con mayor carga genética. Si la poblacién comienza a
declinar, el nimero de individuos disponible para que se eliminen las mutaciones deletéreas
disminuye, la purga se vuelve cada vez menos eficiente, aumenta la carga genética de la
poblacién y la adecuacion disminuye (Lynch, 1993; Lande, 1995; Lynch et al., 1995). El
resultado es una retroalimentacion negativa similar al vortice de extincion (Amos y

Balmford, 2001).
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Los cuellos de botella, por otra parte, son reducciones drdsticas en los tamafios
efectivos y pueden repercutir en los niveles de variacion genética. Si las poblaciones
permanecen pequeiias por largos periodos de tiempo, el efecto de error de muestreo es
acumulativo. Esto genera cambios al azar en las frecuencias alélicas, es decir, deriva génica
(Hartl y Clark, 1997). Debido a que en poblaciones de mayor tamafio las fluctuaciones no
son tan grandes, se espera que se mantengan niveles de variacion genética mayores que en
las poblaciones pequeiias.

Para establecer estrategias de conservacion también es importante tomar en cuenta la
subdivision poblacional a nivel genético. Debido a que por razones econdmicas y practicas,
no todas las poblaciones de las especies en peligro puede ser conservadas, deben
establecerse prioridades de conservacion y una manera de hacerlo es cuantificando la
variacién genética entre las poblaciones, que pueden dar informacién importante para
apoyar acciones de reintroduccion o de conservacion ex situ (Gaudeul et al., 2000). Por
ejemplo, si se desea conservar la mayor cantidad posible de variacion genética, el esfuerzo
debe recaer en conservar aquellas subpoblaciones mds diferenciadas o diversas
genéticamente (Holsinger y Gottlieb, 1991; Petit et al., 1998). Por otro lado, para evitar la
depresion por exogamia seguida a la reintroduccion de organismos desde una subpoblacion
externa, los individuos seleccionados para reintroducir deben escogerse de manera que sean
similares ecoldgica y genéticamente a los de la subpoblacion que se desea reforzar; esto con

el fin de evitar una disrupcion de complejos de genes coadaptados (Templeton, 1986).
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1.5

Objetivos

Objetivo general

Realizar un estudio comparativo de la biologia reproductiva y de la genética
poblacional en las cinco especies de Agave mas representativas de la Barranca
de Metztitlan: A. celsii albicans, A. striata, A. xylonacantha, A. difformis y A.
hidalguensis, para sentar las bases para un futuro entendimiento de sus patrones
de abundancia y distribucion, de los factores que promueven la coexistencia de
estas especies simpatricas y de los procesos microevolutivos que operan en

ellas.

Objetivos particulares

Realizar un anélisis descriptivo detallado de la biologia reproductiva en las
cinco especies de agave.

A partir de observaciones sistematicas, determinar los principales visitantes
florales para cada una de las especies.

Realizar un andlisis cualitativo de la fenologia de las diferentes especies de
Agave a lo largo del afio.

Analizar los patrones de produccion y tipos de néctares, asi como determinar la
sincronia o asincronia en los picos de produccion de néctar entre las especies.
Identificar mediante experimentos controlados, el sistema de cruzas que emplea
cada especie.

Calcular los valores del éxito reproductivo para cada especie, a partir del
nimero semillas viables por fruto y del nimero de frutos por inflorescencia.
Identificar posibles ejes del nicho que muestren evidencias de reparticion, sobre
todo los relacionados con la alometria y el desplazamiento de caracteres.
Describir la genética de las poblaciones naturales de las cinco especies de

agaves, cuantificando los niveles de variacion y estructura genética.
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Implementar la técnica multilocus de ISSRs como marcador molecular para el
analisis de estas cinco especies.

Obtener los parametros de variacion y de estructura genética con diferentes
estimadores.

Hacer la comparacion de diferentes indices y métodos de andlisis, incluyendo
los desarrollados recientemente que incorporan estadistica bayesiana.
Calcular la reparticion de la variacion genética por medio de un analisis de
AMOVA (Analysis of Molecular Variance).

Estimar las distancias genéticas que separan a las poblaciones y esclarecer sus
relaciones de similitud.

Evaluar si las poblaciones de estas especies siguen un patron de aislamiento por
distancia.

Realizar un anélisis conjunto de todas las especies, comparando los diferentes
indices de diversidad, estructura y agrupamiento de las poblaciones, para
conocer la dindmica a nivel genético en esta comunidad de agaves.

Interpretar los datos ecologicos y genéticos para que sean incorporados a los
planes de conservacion de estas especies en el manejo de la reserva de la

Biosfera Barranca de Metztitlan.
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CAPITULO 2

LA BIOLOGIA REPRODUCTIVA Y LA RADIACION
ADAPTATIVA EN LA FAMILIA AGAVACEAE

Este segundo capitulo presenta el marco tedrico de la evolucion y la
taxonomia de la familia Agavaceae. En este trabajo, se hace una
recopilacion de la informacién con la que contamos actualmente para
suponer que la familia y particularmente el género Agave ha sufrido una
rapida diversificacion que creemos se ha visto favorecida por la interaccién
con sus polinizadores. En la familia existen dos géneros particularmente
especiosos: Yucca 'y Agave, ambos presentan altas tasas de diversificacion
y un alto numero de especies aunque estrategias reproductivas
contrastantes. En particular para el género Agave existe evidencia para
pensar que las adaptaciones fisiologicas, sus particulares historias de vida y
la interacciéon con los polinizadores han facilitado la formacion de tantas

especies como las que actualmente encontramos en nuestro pal's.
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2.1. Resumen

La familia Agavaceae es de origen americano y comprende alrededor de 300 especies
que habitan en ambientes aridos y semidridos y que se encuentran distribuidas
principalmente en México. Esta familia es particularmente exitosa y muestra una serie de
adaptaciones morfoldgicas, reproductivas y ecoldgicas. Algunas especies de esta familia
pueden actuar como especies clave en los ecosistemas, principalmente por los abundantes
recursos que ofrecen en la época de reproduccion.

En este capitulo se analiza el conocimiento actual acerca de la ecologia de la
polinizacion en los diferentes géneros dentro de la familia y el papel que han desempefiado
los sistemas de polinizacion en el éxito ecoldgico y filogenético del grupo.

Se reconocen varios cambios de sistemas generalistas hacia especialistas en sistemas de
polinizacion en el género, y demostramos que la interaccion con murciélagos nectarivoros
(principalmente del género Leptonycteris) y con otros miembros de las comunidades aridas
como las cactiaceas columnares, han sido importantes en la evolucion de los agaves. El
enfoque en esta revision es en el clado monofilético que llamamos Agave sensu lato (con
ca. 208 spp) que incluye los dos subgéneros de Agave (Agave y Littaea), Manfreda,
Polianthes y Prochnyanthes. En este grupo analizamos la radiacién adaptativa dentro de la
familia. Las estimaciones obtenidas usando datos moleculares con genes de cloroplasto
fueron de 12 a 26 MA (millones de afos) para el origen de la familia Agavaceae y de 10
MA para el clado de Agave sensu lato. Las tasas promedio de diversificacion por millon de
afios fueron de S = 0.32 en Agave sensu lato y D= 0.51 eventos netos de especiacion por
millén de afios (especies/MA), mientras que para Yucca son menores: D entre 0.2 y 0.15
especies/MA. Los valores que reportamos para Agave sensu lato son altos si los
comparamos con otras radiaciones en plantas y animales, de modo que sugerimos que el
proceso de desertificacion en Norte América, que comenzd hace alrededor de 15 MA ha

sido critico en la radiacion de Agave sensu lato.

2.2 Biologia de la polinizacion y radiacion adaptativa de la

Familia Agavaceae, con especial énfasis en el género Agave
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ABSTRACT

Agavaceae is an American family that comprises nine genera and ca. 300 species distributed in arid
and semiarid environments, mainly in Mexico. The family is very successful and displays a wide
array of ecological, reproductive, and morphological adaptations. Many of its members play important
roles as keystone species, because they produce abundant resources during the reproductive season.
In this paper we analyze the current knowledge about the pollination ecology of the different genera
in the family and the role that pollination systems have played in the ecological and phylogenetic
success of the group. After providing an overview of each of the genera in the family, we discuss in
detail aspects of the reproductive ecology of species in the genus Agave s.l., which is composed of
ca. 208 species and includes subgenera of Agave (Agave and Littaea), Manfreda, Polianthes, and
Prochnyanthes. Finally, we describe the results of analyses to test the hypothesis that there has been
an adaptive radiation in the genus Agave. Using chloroplast and nuclear DNA sequences we estimate
the age of the Agavaceae family and the genus Agave to be 12—26 millions of years ago (MYA) and
10 MYA, respectively, and show that mean rates of diversification were higher in the genus Agave
than the genus Yucca. The values we report for rates of diversification in Agave s.l. are high when
compared to other radiations in plants and animals. We suggest that the desertification of North
America, which started ca. 15 MYA was critical in the radiation of agaves and that the generalist
pollination system of Agave has been more successful in generating new species than the extreme
specialization of Yucca.

Key words: adaptive radiation, Agavaceae, Agave, bats, Leptonycteris, pollination, reproductive ecol-

ogy, Yucca.

THE AGAVACEAE FAMILY

Agavaceae are an American family distributed in arid to
semiarid environments; the majority of species are found in
Mexico. Currently nine genera and ca. 300 species are rec-
oghized in the family (see Bogler et a. 2005 and Table 1).
All members of the family exhibit a similar basic structure
in the arrangement of their rosette, flowers, and inflores-
cences. Moreover, they all share a basic chromosome num-
ber (karyotype), consisting of five large chromosomes and
25 very small ones. The only exceptions to this karyotype
occur in polyploid species, which have two or more copies
of the basic haploid chromosome set.

Traditional classification systems placed Agave and related
genera as part of Amaryllidaceae based on the shared char-
acteristic of the inferior position of the ovaries, while Yucca
and the species related to it were classified as part of Lili-
aceae because their ovaries are superior. While the original
classification of Agavaceae by Hutchinson (1934) included
awide diversity of species, more recent detailed morphol og-
ical (Dahlgren et al. 1985; Alvarez de Zayas 1987; Hernan-
dez 1995) and molecular studies (Eguiarte et al. 1994, 2000;
Bogler and Simpson 1995, 1996; Bogler et al. 1995; Eguiarte

1995) have shown that the definition of Agavaceae should
be restricted to include the genera and species found in Table
1. For a detailed account of Agavaceae and related taxa see
Eguiarte et al. (2000).

Some other genera in the monocotyledons, such as Hosta
Tratt. (Hostaceae) (Kubitzki 1998) found in Korea, China,
and Japan, and some perennial bulbs from North America,
such as Chlorogalum Kunth, Hesperocallis A. Gray, and Ca-
massia Lindl., are now considered to be part of Hyacintha-
ceae, and are very closely related to Agavaceae. Detailed
taxonomic studies are needed to determine if these genera
should be considered part of Agavaceae or just closely re-
lated to the group (see Bogler et al. 2005).

Members of Agavaceae display awide array of ecological,
reproductive, and morphological adaptations to arid environ-
ments. The family has been important for people living in
the Americas since prehistoric times, with various species
providing clothes, rope, food, and beverages (both nonal-
coholic and acoholic) to humans. Currently, the family is
of huge economic importance to Mexico because both te-
quila and mezcal are produced from Agave plants. In addi-
tion, fibers of significant economic importance are still de-
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Table 1. Genera and species number in Agavaceae.

No. of

No. of species in

Genera species Mexico
Agave L. 166 125
Beschorneria Kunth 7 7
Furcraea Vent. 25 11
Hesperaloe Engelm. 5 5
Hesperoyucca (Engelm.) Baker 1 1
Manfreda Salisb. 28 27
Polianthes L. 13 13
Prochnyanthes S. Watson 1 1
Yucca L. 49 29
Total 293 217

rived from various species of the family, such as henequen
and sisal from the Agave genus, as well as other fibers from
Yucca and potentially from Hesperaloe.

GENERAL ECOLOGY OF THE FAMILY

Owing to a suite of morphological and physiologica ad-
aptations, members of Agavaceae are especially successful
in arid and semiarid environments in the deserts and moun-
tains of the Americas and play an important role as keystone
species in these habitats because they produce abundant re-
sources, mainly during the reproductive season, as will be
discussed below.

While all Agavaceae species form rosettes, there is con-
siderable variation in the extent of woodiness among species
such that some are considered to be woody perennials, in
particular species in Agave (i.e., A. karwinskii Zucc.), Fur-
craea, and Yucca, while others are completely herbaceous,
producing leaves and inflorescences from a subterraneous
bulb, like all species in Manfreda, Polianthes, and Prochn-
yanthes. Most of the species are long-lived succulents,
though leaf thickness can vary among species. Perhaps the
most spectacular adaptation is in their reproductive ecology,
as amost all Agave, Furcraea, and Hesperoyucca are mono-
carpic (semelparous); the rosette grows for several years,
usually more than ten (see Eguiarte et al. 2000, for some
estimates) and after producing a huge inflorescence, the ro-
sette dies. However, though individual rosettes exhibit mon-
ocarpy, many species aso reproduce clonally, such that a
genet may survive for many generations. Though these three
genera are monocarpic, all the other species (the group Stria-
tae of Agave, Beschorneria, Manfreda, Polianthes, Prochn-
yanthes, and Yucca) are polycarpic (iteroparous).

Although data on self-compatibility are scarce, most spe-
cies are believed to be self-compatible. However, there is
evidence that Hesperaloe is self-incompatible (Pellmyr and
Augenstein 1997) and a few studies in Agave (Eguiarte et
al. 2000; Molina-Freaner and Eguiarte 2003) have suggested
that there may be some prezygotic barriers to reproduction
although it is difficult to rule out intense inbreeding depres-
sion (Eguiarte et al. 2000; Slauson 2001).

The family displays a wide variation in pollination ecol-
ogy, which we will describe in detail below; but briefly, most
species are pollinated by nocturnal animals, some are polli-
nated mostly by moths, and in some species, hawkmoths
(family Sphingidae) play an important role. Yucca and Hes-
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peroyucca whipplei (Torr.) Trel. are only pollinated by Te-
geticula and Parategeticula moths (Pellmyr 2003). The Yuc-
ca—yucca moth coevolution is considered, along with the
fig—fig wasp interaction, as the premier example of extreme
specialization and codependent pollination. Another set of
species, mostly in Agave, is also pollinated during the night
by bats, in particular by the genus Leptonycteris (Eguiarte
et al. 2000). However, the bat pollination syndrome is
“leaky’ (that is, open to exploitation and usage by other
visitors), since a large number of other animals is usually
aso involved in pollination (Proctor et al. 1996). Some other
Agave species are primarily pollinated by bees, humming-
birds, and perching birds, in particular orioles (Ornelas et al.
2002).

Undoubtedly, pollination ecology has played an important
role in the ecological and phylogenetic success of the group,
but interestingly the most species-rich genera in the family,
Yucca and Agave, have contrasting reproductive strategies.
In Yucca, the pollination system is very restrictive (it in-
cludes only a set of specialized yucca moths), and involves
a shift in rewards, from pollen and nectar to the developing
ovules wherein the yucca moths lay their eggs. On the other
hand, most species in the most diverse genus Agave, with
ca. 166 species, have been selected to produce very large
amounts of nectar and pollen, and are visited by a large
coterie of pollinators, ranging from small insectsto relatively
large vertebrates such as perching birds and bats. While
some species of Agave attract diverse pollinators, it has been
suggested that Agave and bats are also an example of co-
evolution and mutualism (Gentry 1982; Arita and Humphrey
1988). In this paper, we analyze what is known about the
pollination ecology of the different generain Agavaceae and
discuss their evolution in terms of what we know about the
phylogeny and evolution of the family using molecular evo-
lution and statistical tools.

PHYLOGENY OF THE FAMILY

Members of Agavaceae have been the object of severa
phylogenetic studies, both morphological (Alvarez de Zayas
1987; Hernandez 1995) and molecular, using either chloro-
plast rbcL sequences (Eguiarte et al. 1994; Eguiarte 1995),
restriction enzymes analyses of the chloroplast genome
(Bogler and Simpson 1995), or ITS nuclear sequences (Bog-
ler and Simpson 1995, 1996; Bogler et al. 1995; Eguiarte et
al. 2000). The basic relationships among the main groups
have been found to be congruent in the mgjority of the stud-
ies, and are shown in Fig. 1 (see also Bogler et al. 2005).
In contrast, it has been very difficult to resolve the phylog-
eny within most genera and in Agave s.l. (which includes
the genera Agave s.s., Manfreda, Polianthes, and Prochn-
yanthes), because little genetic variation is found at the se-
quence level in chloroplast and single copy nuclear markers.
This is testimony to the relatively recent origin of the group,
as we will explain later. Given the recent origins of many
species in Agave sl., the phylogenetic relationship among
the species may be unresolvable because of either insuffi-
cient time for lineage sorting or hybridization and introgres-
sion, which also seem to be important within genera (Gentry
1982; Clary and Simpson 1995; Valverde et a. 1996).

The consensus tree of the phylogenetic relationship in
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Anthericaceae (in part)
Hesperocallis (1 sp.)
Hosta (22 - 25 spp.)
Camassia (5 spp.)
Chlorogalum (5 spp.)
Yucca (49 spp.)

Hesperaloe (5 spp.)
Hesperoyucca (1 sp.)
Furcraea (25 spp.)
Beschorneria (7 spp.)
Agave sensu stricto (166 spp.)
Manfreda (28 spp.)

Poilanthes +
Prochnyanthes (14 spp.)

Fig. 1.—Agavaceae phylogeny.

Agavaceae, as depicted in Fig. 1, indicates that Yucca is the
sister group of the remainder of the family. In most phylog-
enies, Furcraea and Beschorneria form a group, and they
are a sister group to Agave s.l., which includes the subgenera
of Agave (Agave and Littaea [Tagl.] Baker), and the herba-
ceous genera—Manfreda, Polianthes, and Prochnyanthes—
that represent the more derived lineages in the family.

ECOLOGY, NATURAL HISTORY, AND POLLINATION ECOLOGY OF
EACH GENUS

Yucca

This is the second largest genus of the family (after Aga-
ve), with 49 species. It has the most northern distribution of
any genus in the family, and various species can withstand
cold climates extending as far north as the border between
the USA and Canada and into the Midwest of the USA (Fig.
2A).

The genus is divided into three groups based on the struc-
ture of the fruit:

(@) Clistocarpa is defined by the presence of spongy
fruits, but contains only one species, Y. brevifolia Engelm.
(the Joshua tree), which is found in the deserts of southern
California, Nevada, and a small section in Arizona.

(b) Sarcocarpa includes ca. 25 species with fleshy fruits
(dates). These species are found throughout the southeastern
USA and most of Mexico (except in sections of the west
coast and the Yucatan Peninsula, where no Yucca species
are found), and into the Lacandonian rain forest.

(c) Chaenocarpa contains ca. 25 species with dry fruits.
They have a primarily northern distribution reaching up to

Adaptive Radiation of Agavaceae

329

Canada and are widely distributed through the mid- and
southern USA and northern Mexico.

Species of Yucca are long-lived perennials, usually with
a trunk; some species grow very tal and become almost
treelike with branches. The flowers of Yucca produce little
or no nectar and are believed to be pollinated only by spe-
cialized moths of the genus Tegeticula and Parategeticula
(but see Pellmyr 2003, for an extensive discussion). Origi-
nally, only three species of Tegeticula were documented
(one that pollinated Y. brevifolia, another for Hesperoyucca
whipplei, and another for the remaining Yucca species), but
recently several new species of Tegeticula and Parategeti-
cula have been recognized (Pellmyr 2003). Despite this
greater diversity of yucca moths, all species are thought to
behave in similar ways. Yucca moths actively collect pollen
from several yucca plants, thereby pollinating the flowers,
and then ovipositing in the developing ovules. Their larvae
feed on the developing ovules, but rather than sacrificing
future generations of Yucca, there is strong evidence that the
ovules do not develop into seeds if there is an absence of
yucca moths (Pellmyr 2003). In some Yucca species, cheater
yucca moths have evolved that do not facilitate pollination,
but only oviposit within the flowers and kill the seeds. Pell-
myr and Leebens-Mack (1999) have examined in detail the
molecular evolution and phylogenetics of Tegeticula moths,
and estimated that they evolved ca. 40 MYA based on mo-
lecular clock analyses of mitochondrial genes in the moths.
The fossil species Protoyucca shadishii Tidwell & Parker,
from the Middle Miocene, has been interpreted as being
close to the genus, because of its similarity to Y. brevifolia
(Tidwell and Parker 1990).

Hesperoyucca

This genus includes only one species, H. whipplei (for-
merly known as Yucca whipplei, but it has been suggested
that it is sufficiently distinct as to warrant generic rank),
from California, Arizona, and northwestern Mexico (Fig.
2B). This trunkless yucca produces a compact Agave-like
inflorescence and interestingly dies after reproduction, i.e.,
is monocarpic like most Agave species. It is also pollinated
by a species of yucca moth, but has a relatively disunct
distribution that warrants further study—in particular, the
Mexican populations in the middle of Baja California. Given
the phylogenetic position of H. whipplei, which is more
closely related to the genus Hesperaloe than to other Yucca
species (Fig. 1), Bogler et al. (1995) argued that yucca moth
pollination was either lost in the Hesperaloe genus or
evolved twice, once in Yucca and again in Hesperoyucca.

Hesperaloe

This small genus, with five species, is closely related to
Yucca (Fig. 1). The genus is restricted to northern Mexico
and southern Texas (Fig. 2C). The plants are perennial, it-
eroparous, but without a trunk. Hawkmoths have been sug-
gested to be the most important pollinators for the majority
of species in the genus, but Pellmyr and Augenstein (1997)
demonstrated that hummingbirds pollinate Hesperaloe par-
viflora J. M. Coult., while Engard (1980) reported bat visi-
tation and large amounts of diluted nectar in H. nocturna
Gentry. Experimental hand-pollinations by Pellmyr and Au-
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Fig. 2—Distribution maps of the genera in Agavaceae. A. Yucca. B. Hesperoyucca. C. Hesperaloe. D. Furcraea. E. Beschorneria. F

Agave s.s. G. Manfreda. H. Polianthes |. Prochnyanthes.

genstein (1997) indicated that H. parviflora might be self-
incompatible. Hesperaloe species produce large numbers of
flowers, but have a low fruit set (0.5-4.0%), so they appear
to be obligate outcrossers.

Furcraea

This genus includes 25 species with its southernmost
range reaching as far south as the Andes mountains (Garcia-
Mendoza 1999) (Fig. 2D). The genus is divided in two sub-
genera: Roezlia Baker and Furcraea. Subgenus Roezia in-
cludes four species distributed from central Mexico to Gua-
temala, and has seedlings with one long cotyledon. The
adults form large trunks with toothed leaves. Subgenus Fur-
craea has 21 species found from Mexico to Bolivia. Plants
in this subgenus form rosettes with or without a trunk, bear-
ing toothed or entire leaves and the seedlings have a short
cotyledon.

Mexico is probably the center of origin for the genus and

contains 13 species (52%), nine of which are endemic. The
rosettes in this genus are very large, similar to some of the
largest in Agave, and some species have very thick, rigid,
and spiny leaves, confused with those on agaves, while oth-
ers have soft, nonspiny leaves, similar to those of some Yuc-
ca. All of the species are monocarpic, and most species dis-
play a trunk when mature (GarciaMendoza 2001). Their in-
florescences are massive, and measure from 3-12 m, but
have a very different structure from the inflorescences of
other genera. Inflorescences can be lax or dense. Dense in-
florescences are divided into many branches and flowers.
Furcraea longaeva Karw. & Zucc. can have up to 100 pri-
mary branches, from 30-50 secondary branches, and possess
more than 58,000 flowers. In contrast, lax inflorescences,
such as those in F. quicheensis Trel., possess from 40-80
branches and ca. 3000 flowers (Garcia-Mendoza 2001). The
flowers are large, radially symmetrical, and bell-shaped with
pale coloration (white to pale green). Their sweetly fragrant
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flowers open and release pollen and nectar at dusk and dur-
ing the night. Given these characteristics, the flowers are
suspected to be moth pollinated; moreover, the nectar is se-
creted in the mouth of the nectary and appears as droplets
as in other insect-pollinated plants (Faegri and van der Pijl
1979; Percival 1979). However, there have been few obser-
vations of pollination in the field or in botanical gardens and
no moth visitations have been documented (Eguiarte et al.
2000; Garcia-Mendoza pers. obs.). Hummingbirds have been
observed visiting Furcraea during the day, although no nec-
tar or pollen production was observed during these times
(GarciaMendoza, pers. obs.). Many of the species in the
genus have small, clonal populations, often occurring on
mountain tops, and fruit set is very low; non-pollinated flow-
ers can develop into bulbils that are dispersed around the
maternal plant, and may contribute to the formation of clonal
populations. Each plant can produce thousands of bulbils: F.
macdougallii Matuda produces more than 15,000 bulbils that
persist on the inflorescence even after the plant has died
(GarciaMendoza 2001). It is believed that the species prop-
agates primarily by bulbil production. Of the 25 species of
Furcraea, 23 produce bulbils, but only 15 can reproduce in
this way. Even if the inflorescences produce many flowers,
they can generate hundreds of bulbils, but only 4-30 fruits
(GarciaMendoza 2001). It is believed that the treelike form
of the genus is ancestral and that species have become pro-
gressively more herbaceous. Concomitant with the decrease
in overall size, has been a decrease in the complexity of the
inflorescence (Garcia-Mendoza 2001).

Beschorneria

This is another small and poorly understood genus, with
only seven species found in the Sierra Madre Oriental and
central Mexico (Fig. 2E). The plants have soft leaves, few
spines, and some species may produce a trunk and are found
in rocky habitats, from 1900-3400 m. Hummingbirds have
been suggested as the primary pollinators for most species,
given the reddish color and the tubular shape of the flowers,
but at least some species may be hawkmoth pollinated. All
species are considered to be polycarpic, but fieldwork and
detailed studies are needed in al the species.

Agave Sensu Stricto

This is the largest genus in the family, with ca. 166 spe-
cies. Most of the species are found in Mexico (ca. 125 spe-
cies). Of the remaining species, some are found in the south-
western USA, with ca. 15 species, mostly from Arizona, 12
in the Antilles (Alvarez de Zayas 1987; Rogers 2000), and
the rest in Central America and northern South America(i.e.,
Colombia, Peru, and Venezuela) (Fig. 2F). The highest di-
versity of Agave occurs in central Mexico, in the Tehuacan-
Cuicatlan Valley, the canyon ‘‘Barranca de Meztitlan,” the
Sierra Madre Occidental, and the Chihuahuan Desert regions
(GarciaMendoza 2002; Tambutti 2002). This area is called
Megamexico 3 (Rzedowski 1993) and may be the center of
origin for the genus. An important fact is that most species
of Agave have narrow endemic ranges, and are typically only
found in a few specific habitats and mountain ranges. For
instance, GarciasMendoza (1995) and Tambutti (2002) esti-
mated that most Mexican Agave s.s. species are only found
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in three or less squares of one degree of latitude per one
degree of longitude. As each square represents ca. 12,100
km?, the total spatial distribution of most species isfound in
areas of less than 36,100 km?, the equivalent to a square of
190 X 190 km. Obviously, a species never covers the entire
area and its real distribution is much smaller. There are some
exceptions, species such as A. cerulata Trel. in Baja Cali-
fornia, A. angustifolia in all of Mexico, and A. lecheguilla
and A. scabra (Ortega) McVaugh in the Chihuahuan Desert
not only have large distributions, but also are composed of
several million individuals (Gentry 1982).

Agave has been traditionally divided in two subgenera
(Berger 1921; Gentry 1982), defined on the basis of the in-
florescence type: subgen. Littaea, which has an unbranched
spike or racemose inflorescence, containing ca. 53 species
with a more restricted distribution, primarily in Mexico, and
subgen. Agave, whose species possess branched (panicul ate)
inflorescences, i.e., large umbelliferous aggregates of flowers
(Gentry 1982) with ca. 102 species (see Fig. 2F). Agave
subgen. Littaea was proposed to represent the ancestral form
of the genus (Gentry 1982), although recent data suggest that
subgen. Agave is paraphyletic (Bogler and Simpson 1996;
Eguiarte et al. 2000; Good-Avila et al. submitted). Also, it
must be remembered that the genus Agave is paraphyletic,
because within the Agave clade are found the genera Man-
freda, Polianthes, and Prochnyanthes. Because it is currently
unclear whether paraphyly at the molecular level is caused
by insufficient time for lineage sorting to have occurred, we
retain the traditional genera.

Manfreda

This is aso a poorly understood genus, with ca. 28 spe-
cies, most of which occur in Mexico (Fig. 2G), M. brachys-
tachya (Cav.) Rose (= M. scabra Ortega) is found from
central Mexico down to Central America, and M. virginica
(L.) Salish. ex Rose is found in the southeastern USA. Man-
freda virginica grows on limestone outcrops, in juniper
glades, and in open woods from West Virginia to Illinais,
and south to Florida and Texas.

This genus is closely related to Agave as their flowers are
very similar, although the leaves of the Manfreda species are
soft, unlike the hard spiny leaves of most Agave species.
Manfreda leaves are drought deciduous with new leaves and
inflorescences produced the following year (using stored nu-
trients from their rhizomes) so the plants are iteroparous.
There are two detailed studies of Manfreda species, one for
M. brachystachya growing in central Mexico (Eguiarte and
Blrquez 1987, 1988; Eguiarte et al. 2000), and another for
M. virginica by Groman and Pellmyr (1999). Both species
are visited during the day and night, but in doing diurnal vs.
nocturnal exclusion experiments, both studies demonstrated
that the primary pollinators are nocturnal animals. In M. bra-
chystachya the main pollinators were nectarivorous bats such
as Leptonycteris curasoae and Anoura geoffroyi. Addition-
aly, hawkmoths were observed in M. brachystachya, while
hawkmoths and medium-sized moths were the most impor-
tant pollinators in M. virginica. In general, it has been sug-
gested that the genus is adapted to moth and hawkmoth pol-
lination (Cruden et al. 1983; Eguiarte et al. 2000). Experi-
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ments done by Eguiarte and Blrquez (1987) indicated that
M. brachystachya is self-compatible.

Polianthes

This is another small genus, comprising 13 species, all
from Mexico, most of which are from the State of Jalisco
(Fig. 2H). This genus is closely related to Manfreda, but is
more herbaceous, with more delicate leaves and inflores-
cences. Most species have whitish flowers, but P. geminiflo-
ra (Lex.) Rose, has reddish-orange flowers, and P. densiflo-
ra, yellow ones. The species P. tuberosa L. is widely cul-
tivated for its flowers and fragrance (tuberose, nardo in
Spanish). Hawkmoth pollination has been suggested for
most species except for P. geminiflora, which has been con-
sidered to be pollinated by hummingbirds, not only for its
color but also because it produces nectar in the late afternoon
(Cruden et al. 1983). Verhoek (1975) demonstrated that P.
geminiflora is self-compatible.

Prochnyanthes

This monotypic genus, Prochnyanthes mexicana Rose,
has a relatively wide distribution in west-central Mexico,
from Durango and Nayarit to Michoacan (Fig. 2I). The spe-
cies is very closely related to Polianthes and possibly be-
longs to that genus. The primary difference between the two
genera being that the flowers of Prochnyanthes have a very
distinct structure with a narrow tubular corolla that widens
markedly in the middle. The flowers are whitish or pale
green and produce nectar with a volume and sugar concen-
tration suggesting pollination by hawkmoths or other moths,
yet the structure of the flowers is more suggestive of bee
pollination (Cruden et al. 1983; Eguiarte et al. 2000).

Other Genera Closely Related to Agavaceae

Camassia—Camassia bulbs produce clumps of slender
green leaves and their flowers are formed in spikes. The
inflorescence is usually dense and produces a stalk, which
bears as many as 100 star-shaped flowers that are loosely
clustered and large (4-5 cm). The flowers vary in color from
white to blue or purple, but are usualy pale lavender, and
give off a delicate and sweet scent (McGary 2001).

Hesperocallis—This monotypic genus, Hesperocallis un-
dulata A. Gray, is found in some of the most arid regions
of North America (Pires et al. 2004). Its leaves are blue-
green with white margins, undulate, basal, and 20-50 cm
long. Flowers are large (4—5 cm), trumpet-shaped, and white
to cream with a silver or green midstripe. Their fragrance is
delicate (Munz 1962; McGary 2001).

Chlorogalum.—This genus comprises five species. Chlo-
rogalum purpureum Brandegee (purple amole) forms a basal
rosette of typically 4—7 bright green leaves that are linear
and flat at the base that produces a stem with multiple
branches that supports a few bluish-purple flowers. In con-
trast, the common soap plant (C. pomeridianum Kunth) has
white flowers that open in the twilight or at night. Repro-
duction is primarily by seed, with increased seed set appar-
ent with insect pollination. Another species, C. parviflorum
S. Watson, is found in dry, coastal sage scrub from central
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and southern California to northern Baja California. In this
species, flowers open at dawn, but last only one day and
have an unpleasant aroma consistent with fly pollination
(McGary 2001).

Hosta.—This genus is endemic to eastern Asia and con-
tains approximately 22—25 species. Also known as plantain
lily or funkia, several species are grown primarily for their
attractive foliage, which comes in a wide range of colors
including green, green variegated with white, cream or yel-
low, blue-green, golden yellow, and greenish yellow. Many
hostas produce spikes of tubular-, trumpet- or bell-shaped
flowersin different shades of purple or white, some of which
are very fragrant, consistent with their pollination by bum-
blebees (Aden 1988; Eguiarte et al. 2000).

FLORAL BIOLOGY AND REPRODUCTION IN AGAVACEAE: YUCCA
AND AGAVE

As discussed before, members of Agavaceae present a
wide range of reproductive strategies. Species can vary from
extreme floral specialization, such as occurs between Yucca
and yucca moths, to apparent generalization in the case of
Agave, especially species such as A. marmorata Roezl that
has an impressive list of floral visitors and pollinators.

An interesting question in plant evolutionary biology is
how highly specialized or generalized plant—pollinator inter-
actions influence the evolution of reproductive structures and
patterns and ultimately population structure and rates of spe-
ciation. In Agavaceae, specialized plant—pollinator interac-
tions in the Yucca—yucca moth relationship appear to have
evolved as a response to selection pressures mutually im-
posed by both plants and pollinators (Pellmyr et al. 1996),
which has left a very efficient pollination syndrome even if
it is open to some exploitation by cheaters. Highly special-
ized morphological structures or reproductive strategies have
developed on both the yucca moths and yucca flowers, such
as the specialized complex tentacles of the yucca moth
which facilitate pollen collecting (Pellmyr and Krenn 2002)
and a reduction in locule egg mortality to reduce moth dam-
age by yucca flowers (Addicott and Bao 1999).

On the other hand, plants are expected to adopt a more
generalized pollination syndrome when plant rewards are
similar among different species, when traveling is costly for
pollinators, and their life span is longer than flowering time
in the plant species (Waser et al. 1996). Although these gen-
eral plant—pollinator interactions may also be a consequence
of adaptation to some ‘““messy’’ visitors such as bats. The
broad, evolutionary trends in plant—pollinator relationships
that have evolved in Agavaceae are summarized in Pellmyr
et al. (1996). Fruit production is resource limited across the
family (Sutherland 1982); nocturnally opening flowers and
high nectar production are common in most species, but nec-
tar production has been lost in yuccas. Local host specificity,
an important precursor for the evolution of pollination spe-
ciadlization, is common in moths of the Prodoxidae. Ovipo-
sition into flowers has evolved two to three times in this
family, and limited larval seed destruction is widespread.
Passive pollination has evolved twice within moths of the
genus Greya, which is the sister genus to yucca moths, but
active pollination has evolved only once in the ancestor of
yucca moths Tegeticula and Parategeticula. Only active pol-
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lination and mouth parts specialized for collecting pollen are % %
unique to yucca moths (Pellmyr et al. 1996). 3 3

In contrast, there is variation in the floral morphology i} w
among the many species in Agave, but in genera their flow- g § 8 § %
ers are robust, of pale color, varying from light green to gl o N 8. g N
yellow, or even red. Pollen and nectar are produced mainly 2l § 8 g T - 8 g 5
at night, nectar is abundant, sugar concentration is low (be- glo S g g §T oo
tween 12-25%), protein content of the pollen is high, and €83 =& g3 3 8EZ
sometimes the flowers emulate the smell of ripening fruit. g N g ucjj)é 3 UES é’g N
Most species are protandrous. the anthers dehisce and shed
pollen prior to stigma receptivity (Howell 1972; Gentry
1982; Eguiarte et a. 2000; Slauson 2001). All of these floral
traits suggest adaptation to bat pollination or chiropterophily .

(Faegri and van der Pijl 1966, 1979). £

Systematic pollination studies in Agave started in the ‘j_ <
1970s; the first studies were performed mainly in the south- <l § 2
western USA and suggested that subgen. Agave was predom- Y ’éu < g
inantly pollinated by bats and sometimes by hawkmoths g § € ‘j. 0 ﬁ
(Howell 1972; Faegri and van der Fijl 1979; Gentry 1982). 5| & & " CED 0 B .
An account of the results obtained to date for other species 7 i “=8E gus8 B
isfound in Table 2. On the other hand, Schaffer and Schaffer = 2 § § < 3 S % é 50
(1977b) suggested that agaves in subgen. Littaea were pri- = ﬁ 3 ﬁ £ Ecx E
marily pollinated by insects. Floral traits associated with in- ﬁ g~ g ﬁ g E E ﬁ g
sect pollination syndrome are indeed present in some species -
in subgen. Littaea, where floral tubes are smaller and in a
horizontal position (making the insects more efficient polli-
nators), nectar production is less abundant, sugar concentra-
tion is high, floral color is more attractive to insects, and 8
flowers are sweet smelling. In fact, there have been reports g T T TTT BB
of species in this subgenus pollinated primarily by bees and | s g g o g g g % g
sometimes by hummingbirds (Schaffer and Schaffer 1977b; T gl e ¢ gogo g9g
Slauson 2001); and Eguiarte et al. (2000) suggested that g | <
hawkmoths are the most important visitors. A list of floral <
attributes and visitors reported in A. subgen. Littaea is found @
in Table 3. 3

Several other more detailed studies have been published < sl o o . .
recently describing the dynamic of pollination assemblages R EE % % § < B
for species in both subgenera and include more data from z |28 s I T 9
different Mexican populations (Tables 2 and 3). Apparently g gl & = - N
the traditional view of pollination syndromes in subgen. g
Agave and Littaea is being challenged (see below). E

g

RECENT ADVANCES IN THE POLLINATION .g
ECOLOGY OF AGAVE § % % % - % = %
Agave angustifolia and A. subsimplex ° 3| £ £ T £ oE
: . : =]l gz 2 =202 ==

Molina-Freaner and Eguiarte (2003) analyzed the polli- _5 § o o 6 o oo
nation biology of two paniculate species: Agave angustifolia g a8 5 4 < 3v
and A. subsimplex in Sonora in northwestern Mexico. Agave 3
angustifolia has the widest distribution, ranging from El Sal- %
vador and Honduras to central Sonora, while A. subsimplex =
has a localized distribution in the coastal regions of central £
Sonora and on the Island of Tiburon. Agave angustifolia g )
flowers from January to late May, with a peak in March, g 2 8 g2
while A. subsimplex flowers from early April to early June, = ﬁ T N g .
with a peak in May. Agave angustifolia flowers produce = 3 @ -8 2 T 2 E
more nectar (ca. 180 pL per night) than A. subsimplex (ca = g E g g £E85 ©3%
40 pL per night), although nectar concentration was similar N Al 2 % 5 § §-— S E
in the two species (from 18-26% in A. angustifolia, and 2 g > § 52 E Eg
from 22-25% in A. subsimplex). Hand pollination experi- 8 = 5 Z2EET §737
ments suggest that both species are self-incompatible. Pol- < < <<<d<d <<
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linator exclusion experiments, direct observation, and bat
capture demonstrated that Leptonycteris curasoae was the
most effective pollinator in A. angustifolia, but for A. sub-
simplex diurnal (bees, in particular Apis mellifera) and noc-
turnal pollinators (mainly moths and some visits by L. cur-
asoae) were equally effective. Populations of A. angustifolia
that lie within the foraging range of their bat pollinators have
high rates of sexual reproduction while populations at the
limits of the foraging range exhibit significant variation in
reproductive output and change from sexual to asexual re-
production (Molina-Freaner and Eguiarte 2003). We hypoth-
esize that A. subsimplex is, in part, less frequently visited by
Leptonycteris bats because its flowering time coincides with
that of several local columnar cacti, which produce larger
amounts of nectar per flower (i.e., Pachycereus pringlei Brit-
ton & Rose and Carnegiea gigantea (Engelm.) Britton &
Rose; Molina-Freaner pers. obs.).

Reference

1977b

Schaffer and Schaffer

1977b
Rocha et al. 2005

Rocha et al. 2005
Rocha et al. 2005
Rocha et al. 2005
Gonzalez 2004
Eguiarte et al. 2000
Schaffer and Schaffer
Schaffer and Schaffer
1977b
Rocha et al. 2005

Agave marmorata: Oriole Pollination in Subgenus Agave?

Magjor visitors

Ornelas et a. (2002) studied floral biology and pollinator
diversity and efficiency in this species in the Tehuacan Val-
ley in Puebla (central Mexico). The inflorescences of A. mar-
morata are ca. 6 m in height; their flowers are bright yellow
and bear small tubular corollas (14—16 mm). Pollen is re-
leased at night, as in most agaves, and most nectar produc-
tion also occurs then (576.6 L per flower per night), even
though the species produces a ‘‘ considerable amount during
the day”” (Ornelas et al. 2002). Nectar concentration ranges
widely (9-37% ‘“‘Brix”’ or sucrose equivaents). At night
Choeronycteris mexicana, Leptonycteris nivalis, and hawk-
moths visit the flowers, but are not considered to be polli-
nators by the authors because ‘‘bats used flowers by flying
to and instantaneously sitting on the perianth of the periph-
eral flowers, making no contact with anthers and stigmas’
(Ornelas et al. 2002). During the day, hummingbirds ac-
counted for 50.2% of the diurnal visits, and at least six spe-
cies visited the flowers. In addition, nine different species of
perching birds accounted for another 42.5% of the visits.
Carpenter bees (Xylocopa sp.) accounted for the remaining
7.3% of diurnal visits. Because hummingbirds captured dur-
ing the study had no visible pollen on their bodies and were
observed to forage primarily along peripheral flowers, it was
concluded that they were not important pollinators, while
orioles fed mostly while sitting on the top and center of the
umbels, coming into contact with the anthers and were ob-
served to be dusted with pollen. For these reasons, perching
birds, in particular orioles, are considered by Ornelas et al.
(2002) the legitimate pollinators of A. marmorata. Unfortu-
nately, no controlled diurnal vs. nocturnal pollinators exper-
iments were performed and, for the moment, we can only
conclude that orioles may be important pollinators, but more
detailed experiments from more plants in diverse localities
are required.

hummingbirds
bees, large bees, & bats

bees, large bees, & bats

hummingbirds

large bees

hawkmoths, large bees, & hummingbirds
hummingbirds

large bees
bees, large bees, bats, hawkmoths &

bees, large bees, bats, hawkmoths &
bees, hawkmoths, & hummingbirds
bees, large bees, bats, hawkmoths &

bees, large bees, & bats

Anther

dehiscence
nocturnal
nocturnal
nocturnal
nocturnal
nocturnal
diurnal
nocturnal
diurnal
nocturnal
nocturnal

13.6%
14.7%
10-15%
12-52%
37.4%
19.3%
62.3%
24.6%

Nectar
concentration
13%
18%

Nectar volume
50—190 p.L/day

91.5 pL/day
1325 pL/day
83 pL/day
124 pL/day
0.9 pL/day
11.6 pL/day
218.8 pL/day
4.6 pL/day
117.6 pL/day

Geographic Changes in the Reproductive Ecology in
Agave Subgenus Littaea

To date, the most detailed study published on the repro-
ductive biology of a species of subgen. Littaea is for A.
lecheguilla (Silva-Montellano 2001; Silva-Montellano and
Eguiarte 2003a, b). Agave lecheguilla has a broad distribu-

Table 3. Major features in the pollination biology of spicate agaves [A. subgen. Littaea].
Species
albicans (Jacobi) Gentry
A. difformis A. Berger
& L. Hern.
A. lecheguilla Torr.

A. celsii albicans Hook var.
A. garciae-mendozae Galvan
A. xylonacantha Salm-Dyck

A. schottii Engelm.
A. toumeyana Trel.

A. parviflora Torr.
A. striata Zucc.

Agave sp.
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tion throughout the Chihuahuan Desert, ranging from north
of the Valley of Mexico City to southern Texas and New
Mexico (Gentry 1982; Briones 1994). Silva-Montellano and
Eguiarte (2003a) and Cadaval-Narezo (1999) studied ten
populations encompassing most of the natural distribution of
the species. Through a latitudinal gradient from 20°N to
32°N they studied populations at approximately every lati-
tudinal degree. They found that the accumulated nectar vol-
ume per flower decreased along the latitudinal gradient (Sil-
va-Montellano 2001). They also observed a latitudinal
change in the shape and color of flowers: flowers in northern
populations are shorter and the corolla is more splayed than
in southern populations. Flower color varied from pale light
green (glaucous) in the south to deep red in the north (Silva-
Montellano and Eguiarte 2003a). They also identified awide
variation in the number of visits per flower and in the iden-
tity of the floral visitors, including hawkmoths, humming-
birds, and bees. On average, flowers in the south had greater
rates of visitation than flowers in the north and greater fruit
set, i.e., higher pollinator efficiency. During a total of 54
hours of nocturnal observation, they did not observe a single
bat visit (Silva-Montellano and Eguiarte 2003b). Detailed
diurnal vs. nocturnal controlled pollination experiments
showed that nocturnal visitors were the most important pol-
linators in southern populations (moths, mainly the hawk-
moth Hyles lineata), while in central populations the noc-
turnal were as important as the diurnal pollinators (mainly
large bees such as Bombus and Xylocopa, as well as hum-
mingbirds). On the other hand, genetic analyses suggested
that rates of outcrossing were high in the south, intermediate
in the central populations, and low in northern populations
(Silva-Montellano 2001).

These studies underscore two important facets of plant
reproductive ecology. First, even in a single species there
can be ample variation in reproductive ecology, floral traits
and the suite of pollinators that mediate them among popu-
lations. Second, although Agave lecheguilla appears to be
adapted to nocturnal pollination, no bat visitors were found,
which supported the classic hypothesis for the pollination
syndrome in A. subgen. Littaea.

Bat Pollination in a Group of Sympatric Agave Subgenus
Littaea in Central Mexico

In contrast to Agave lecheguilla, we have data for six spe-
cies in A. subgen. Littaea, which suggest that bats, in par-
ticular Leptonycteris curasoae (but also Choeronycteris mex-
icana and Glossophaga sp.), are important pollinators. This
study was carried out in the Metztittan Canyon in central
Mexico, in one of the richest regions of Agave diversity
(Gonzalez 2004; Rocha et al. 2005). These species in A.
subgen. Littaea have more localized distributions than A.
lecheguilla and, in addition to having different microhabitats
in the same locality (i.e., some species are found in steeper,
rockier, and dryer areas than others), they exhibit diverse
flowering phenologies: A. xylonacantha and A. celsii var.
albicans (Jacobi) Gentry flower in spring; Agave sp. (which
is currently being described) flowers in the autumn, while
the remaining three species, A. difformis, A. garciae-men-
dozae Galvan & L. Hern., and A. striata flower in summer
at overlapping times. In addition, a different coterie of pol-
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linators visits each species. The pollinators aso vary be-
tween years and localities within the study area (Rocha et
al. 2005). For instance, in A. difformis we observed that bees
were the most frequent visitors in 2001, while in 2002 we
recorded a higher frequency of bat visitors. In A. garciae-
mendozae bees and bats seemed to be similarly abundant
(Gonzalez 2004). Agave xylonacantha, A. celsii var. albi-
cans, and A. sp. show a similar pattern: bats are the most
important pollinators, but there are minor visits from other
animals. Finaly, A. striata showed the most diverse range
of pollinators and the highest overall visitation rates, includ-
ing visits from honeybees, bumblebees, hawkmoths, hum-
mingbirds, and bats. Agave sp., A. xylonacantha, A. celsii
var. albicans, A. garciae-mendozae, and A. difformis are noc-
turnal nectar producers, whereas A. striata begins to produce
nectar early in the afternoon. The volume and concentration
of nectar were high in all species and similar to that in other
bat-pollinated plants (see Table 3). Our observations suggest
that species are potential competitors, as they share floral
visitors. But, in order to reduce competition, plants may
change their phenology (as we see in A. xylonacantha or in
Agave sp.), or use different pollinator assemblages (such as
A. striata). Alternatively, one species (A. garciae-mendozae)
is isolated geographically (in the higher sections of the can-
yon). Agave striata and A. difformis share the same micro-
habitats, but A. striata relies more on asexual reproduction
and its fruit set is very low (Rocha et al. 2005). These results
suggest that in more complex communities with diverse but
variable pollinating fauna, Agave species may show complex
patterns of interaction with multiple pollinators.

EVOLUTION OF THE POLLINATION SYSTEMS IN AGAVE:
GENERALIZATION OR COADAPTATION TO LEPTONYCTERIS?

These recent studies represent an important advance in our
understanding of the evolution of Agave and underscore that,
as more data accumul ates, the simple patterns originally pro-
posed for the genus will probably not hold. On the one hand,
some agaves in subgen. Littaea may indeed be pollinated
primarily by insects (either by bees or hawkmoths), while
others are clearly pollinated by Leptonycteris bats (Table 3)
as was previously shown in Manfreda brachystachya by
Eguiarte and Blrquez (1987). On the other hand, birds, par-
ticularly perching birds and hummingbirds, may indeed be
the most important pollinators in species of subgen. Agave
(Table 2). But still, Leptonycteris has been reported in de-
tailed studies (Eguiarte et al. 2000; Slauson 2001; Rocha et
al. 2005) and in most cases is not only relevant, but the
single most important pollinator.

We suggest the following scenario, based on what it is
known of the adaptive radiation of Agave s.|. (see below)
and about the phylogeny of Phyllostomid bats (\Wetterer et
al. 2000; Simmons and Wetterer 2002). Nectar feeding New
World bats are estimated to have evolved no more than 15
MYA (Proctor et al. 1996) and Wilkinson and Fleming
(1996), using mitochondrial sequences of the control region,
estimated that Glossophaga and Leptonycteris shared a com-
mon ancestor about 2.4 MYA and that the two Leptonycteris
species diverged ca. 1 MYA. We suggest that ca. 10-11
MYA (Eguiarte 1995; Good-Avila et al. submitted, and see
below), a moth-pollinated lineage of Agavaceae started to
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specialize to a generalist Phyllostomid bat (for a review of
bat adaptations to agave and cactus pollination see Howell
1972, Howell and Hodgkin 1976, and Flemming and Nassar
2002, and for a discussion of agave adaptations to bat pol-
lination see Slauson 2001). The bats selected for a large
floral display, a larger volume of nectar, and increased re-
productive effort (Schaffer and Schaffer 1977a). While pol-
lination by bats is efficient in producing high-quality out-
crossed seeds, bat pollination of early agaves may have been
so costly that it killed the plant: all of the modern species
in subgen. Agave has delayed reproduction, monocarpy, and
massive flowering (see also Schaffer and Schaffer, 1977a; in
other species, such as some of those in Bombacaceae, co-
lumnar cacti, and Manfreda that are bat pollinated, the plants
also display synchronous, massive flowering [Eguiarte et al.
1987; Eguiarte and Blrquez 1987; Flemming et al. 2001]).
In time, the bat lineages evolved into two nectarivorous spe-
cies, Leptonycteris nivalis in the central Mexican highlands
and the more tropical L. curasoae (see Arita 1991), which
initiated an adaptive radiation of Agave in response to di-
verse habitat selection that occurred in synchrony with a
radiation of bat-pollinated columnar cacti in Mexico and
northern South America (see below). As noted earlier, the
bat pollination system is in general a leaky system, open to
exploitation and usage by other visitors. Thus, secondarily
and very recently, some Agave species have evolved to rely
on other pollinators. These Agave species include A. leche-
guilla, A. marmorata, the species in subgen. Littaea from
Arizona described by Schaffer and Schaffer (1977b), and
hawkmoth-, bee-, and hummingbird-pollinated species in
Manfreda, Polianthes, and Prochnyanthes (see below).
These hypotheses involve the mutual adaptation of afew bat
species with a large number of Agave and columnar cactus
species, and interactions with a large guild of possible sec-
ondary and minor pollinators, as well as nectar and pollen
robbers. A clear advantage of generalization for pollination
services for the animals is that they can use other plants,
such as cacti, when for some reason resources in Agave flow-
ers are not available.

COLUMNAR CACTI: ANOTHER PIECE IN THE PUZZLE

Bat pollination occurs mainly in the tropics, and bats are
found mainly where there is a succession of suitable flowers
for them all year-round (Arita 1991; Proctor et al. 1996).
Phenological data from paniculate agaves and columnar cacti
suggest that both groups form a nectar corridor during bat
migration (Gentry 1982; Arita 1991; Fleming et al. 1993;
Molina-Freaner and Eguiarte 2003). Columnar cacti belong
to the tribe Pachycereeae, which contains 58 species (Davila-
Aranda et al. 2002), in which 70% of the species present a
bat pollination syndrome: nocturnal dehiscence, white flow-
ers, production of high volumes of nectar and pollen, and a
putrid smell (Valiente-Banuet 2002). These cacti are strictly
bat pollinated in south-central Mexico, whereas bats, insects,
or birds are the effective pollinators of these species in the
Sonoran Desert (Fleming 2000). Pollination systems of car-
don (Pachycereus pringlei), organ pipe (Stenocereus thur-
beri [Engelm.] Buxb.) and saguaro (Carnegiea gigantea) are
more generalized than those of their bat-pollinated relatives.
In the case of columnar cacti, diurnal visitors are not effi-
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cient pollinators, probably because the stigmas of these flow-
ers lose their receptivity during daytime or because the flow-
ers actualy close before sunrise. Valiente-Banuet et al.
(1996) suggested that pollination generalization is favored
aong the northern distribution limits of columnar cacti be-
cause of year-to-year variation in the abundance of migra-
tory nectar-feeding bats. It has been shown that, at least in
Mexico and the southwestern USA (i.e., Megamexico 3 ac-
cording to Rzedowski 1993), sexual reproduction of colum-
nar cacti from tropical deserts depends almost exclusively
on nectar-feeding bats, whereas bats and diurnal pollinators
are important in extratropical deserts near or beyond the lim-
its of distribution for L. curasoae (Fleming et al. 2001; Val-
iente-Banuet 2002). The dependence of tropical columnar
cacti on L. curasoae has also been documented in Venezuela
by Nassar et al. (1997, 2003). Previous evidence suggested
that this pattern could be found in A. subgen. Agave, i.e.,
that within the tropics, agaves tend to be more specialized
to bat pollination by Leptonycteris and show moderated gen-
eralization outside the tropics (see Table 2; and Arizaga et
al. 2000; Slauson 2000, 2001).

NECTAR FEEDING BATS IN MEXICO

As confirmed before, Agave species mainly occur within
the distribution range of nectarivorous bats (although some
Agave species in the USA are out of the range of any nec-
tarivorous bats). Mexico has a high diversity of nectar-feed-
ing bats—12 species (Phyllostomidae subfamily Glosso-
phaginae): Anoura geoffroyi, Choeroniscus godmani, Cho-
eronycteris mexicana, Glossophaga soricina, G. morenoi, G.
comissarisi, G. leachii, Hylonycteris underwoodi, Leptonyc-
teris nivalis, L. curasoae, Lichonycteris obscura, Musonyc-
teris harrisoni, most of which are associated with tropical
and subtropical dry areas (Santos and Arita 2002). The
wealth of nectar-feeding bat species in Mexico reaches max-
imum values along the Pacific versant (the Balsas region)
and decreases with latitude (Arita and Santos-del-Prado
1999; Rojas-Martinez et al. 1999). Of these species, the de-
gree of nectarivory (and pollinivory) varies, from some oc-
casiona nectar-feeding species, such as Glossophaga sori-
cina (Reid 1998) to the genus Leptonycteris, which depends
almost exclusively on nectar and pollen. Two species of Lep-
tonycteris are generally recognized, L. curasoae and L. ni-
valis, and both feed mainly on agaves and columnar cacti
(Arita and Humphrey 1988; Rojas-Martinez et a. 1999), al-
though in the dry forest they may feed mostly on tropical
tree species, such as Ceiba Mill. and Pseudobombax Dugand
(Alvarez and Gonzalez-Quintero 1970; Ceballos et al. 1997).
Available evidence indicates that L. curasoae is resident
year-round in the tropics and migrates to extratropical areas.
This speciesislocally abundant and is usually the most com-
mon bat visiting agave and columnar cacti in Mexico and
Venezuela and has a widespread distribution, from Arizona
to Honduras and El Salvador in central America to northern
Venezuela and northeastern Colombia in South America and
adjacent idands (Reid 1998; Arita and Santos del Prado
1999; Rojas-Martinez et al. 1999). The abundance of L. cur-
asoae in the Sonoran Desert varies significantly within and
among years (Fleming et a. 2001; Molina-Freaner et al.
2003). Bat unpredictability has been suggested as the major
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ecological force behind the evolution of (perhaps secondary)
generalized pollination systems in northern columnar cacti
(Valiente-Banuet 2002) and we might expect the same pat-
tern in Agave.

Given the similar distribution of Agave and Leptonycteris
species, the dependence of many species of columnar cacti
on bats and similar patterns in phenology and migration, the
Leptonycteris—columnar cactus-Agave association may rep-
resent a complex but very successful case of diffuse coevo-
lution (Gentry 1982; Arita1991; Valiente-Banuet et al. 1996,
1997; Valiente-Banuet 2002).

ADAPTIVE RADIATION OF AGAVE SENSU LATO

Using the available molecular phylogenies (for example,
see Bogler et al. 2005), it isimpossible to separate subgenera
of Agave (Agave and Littaea) from Manfreda, Polianthes,
and Prochnyanthes. As mentioned above, we will call this
large monophyletic clade Agave s.I. Thus, Agave s.|. com-
prises Agave s.s. (166 spp.), Manfreda (28 spp.), Polianthes
(13), and Prochnyanthes (1) for a total of at least 208 spe-
cies.

Our chloroplast sequences (rbcL [1428 bp], a region of
the trnL intron [768 bp] and a spacer between trnL and trnF
[534 bp], Good-Avila et al. submitted) and nuclear sequenc-
es (ITS1 and ITS2 [772 bp]) show generally low levels of
genetic differentiation among species of Agave s.l., sugges-
tive of a very recent origin for the group (Eguiarte 1995;
Eguiarte et a. 2000; Good-Avila et al. submitted). In con-
trast, our population genetics studies indicate large levels of
genetic variation within populations (except domesticated
species) with little or no inbreeding, except for example, on
the periphery of a species’ range (Eguiarte et al. 2000).

As stated above, plant-pollinator interactions may influ-
ence the rates of speciation of a group (Simpson 1953;
Schluter 2000). In order to examine the evidence for a ra-
diation of the agaves, we have performed a series of analyses
using molecular data as described in Good-Avilaet al. (sub-
mitted). First, we used rbcL sequence data (from GenBank),
and performed analyses on 334 monocot sequences. With
this database, we used two methods to estimate the age of
the Agavaceae family and the group Agave s.l. First, we used
the method of linearized trees following Takezaki et al.
(1995). This method estimates the divergence times on a
phylogenetic tree by removing all of the slow- and fast-
evolving species on the phylogeny and then imposes a con-
stant rate of molecular evolution. We constructed a minimum
evolution (distance based) tree (Rzhetsky and Nei 1993) us-
ing the rbcL data described above and calibrated the molec-
ular clock on the tree using a crown group age of 132 MYA
for the origin of the angiosperms, as suggested from fossil
data described in Brenner (1996) and Magallon and Sander-
son (2001). Using this method, we estimated an age of 12.75
MYA for the origin of Agavaceae and one of 10.2 MYA for
the Agave s.l. clade.

To calculate an estimate of the age that does not force the
use of a molecular clock, we used the method of penalized
likelihood developed by Sanderson (2002), which allows dif-
ferent evolutionary rates to be estimated on different branch-
es of a phylogenetic tree but imposes a penalty for changing
rates too quickly. To perform these analyses, we first gen-
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erated a phylogeny of the monocots based on the rbcL data
described above using maximum parsimony and then esti-
mated the branch lengths on this tree using maximum like-
lihood methods, again constraining the crown age of all an-
giosperms to be 132 MYA but this time adding four internal
calibration points based on fossil data (for details, see Good-
Avilaet al. submitted). This method generated similar dates
of 11.73 MYA of age for the Agavaceae family and 10.25
MYA for the extant Agave s.|. clade. How trustworthy are
these dates? Earlier, Eguiarte (1995) estimated the age of the
Agave family to be 14 MYA, using more basic methodology
and rbcL sequences, and Eguiarte et al. (2000) estimated the
age of Agave sl. to be 8 MYA and that of Yucca to be 6
MYA. On the other hand, Pellmyr and L eebens-Mack (1999)
examined Yucca—yucca moth coevolution, using COIl and
COIll mtDNA molecular markers combined with biogeo-
graphic and paleontological data to calibrate their molecular
clock, and suggested an age of 41.5 MYA for the origin of
Agavaceae. In contrast, the yucce-like fossil found in Mex-
ico was estimated to be 14 MYA (Tidwell and Parker 1990)
and Palacios and Rzedowski (1993) reported Agavaceae-like
fossil pollen to be in the range of 1525 MYA; there are
also Agave and Yucca fossils from the Late Miocene in the
Chihuahuan Desert (Wells 1974; Tidwell and Parker 1990).
The oldest Asparagales fossils are estimated to be 37.5 MYA
according to Magallon and Sanderson (2001). The possibil-
ity that rates or patterns of molecular evolution are signifi-
cantly different in yucca moths than in Agavaceae is worth
exploring.

There are inherent difficulties in using molecular sequence
data to calibrate times of diversification, and rbcL data, in
particular, has been criticized because it exhibits consider-
able variation in the rate of substitution between first and
second vs. third base pair (bp) positions—the latter becom-
ing saturated much earlier than the former (Sanderson and
Doyle 2001). For this reason, we also estimated the time of
origin of Agavaceae using the same methods but other
genes. In particular, we generated and then analyzed 768 bp
of sequence data from the chloroplast intergenic spacers of
the trnL intron (primers C and D of Taberlet et al. 1991) in
26 species of Agave s.l., four species of Yucca and analyzed
this data set along with sequences from 35 other monocots
(most of these from the GenBank) using Acorus L. as an
outgroup. We also obtained 534 bp of sequence (some from
our laboratory, some from GenBank) from 77 species of the
chloroplast intergenic region between trnL and trnF (using
the primers E and F of Taberlet et al. 1991). Using the meth-
od of linearized trees described above, we calculated an age
of 25.8 = 2.1 MYA for the origin of the family and 10.1 =
1.7 MYA for Agave s.l. using these data sets; i.e., an older
age for the family than that suggested by the rbcL data set,
but almost the same age for the group Agave s.l. The ap-
parent cause for this discrepancy in age was a change in the
phylogenetic position of the Yucca clade with respect to oth-
er members in Asparagales using the intron and intergenic
spacer chloroplast data sets. In particular, the Yucca clade
groups more closely to genera outside Agavaceae, such as
Camassia and Chlorogalum. Thus, these results suggest that
if Yucca is more closely related to Camassia and Chloro-
galum then the date of origin for Yucca may be older than
indicated by the rbcL data, a date of 10.0 £ 2 MYA for the
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origin of the genus Agave is in agreement with other anal-
YSES.

In order to understand the tempo and mode of speciation
events in Agave s.|. our next approach was to compare rates
of speciation/cladogenesis in Agave s.l. to rates of speciation
within Yucca. We calculated the absolute rates of diversifi-
cation in Agave s.l. using two methods, one based on a Yule
process with the Kendall/Moran estimator (Nee et al. 1992;
Baldwin and Sanderson 1998; Good-Avila et al. submitted).
The first gives rise to an estimate of the rate of speciation
in millions of years using the information inherent in the
branch lengths of a phylogenetic tree and incorporates both
birth and death, speciation and extinction processes into an
estimator defined as (S). The second method simply uses the
time of origin of a clade (T) and the number of extant spe-
cies (N) to derive an estimate of the absolute rate of diver-
sification (D) assuming no extinction.

Using these methods, we calculated mean rates of diver-
sification per million years in Agave s.l. to be S = 0.32 net
speciation events per million years (speciessMY) and D =
0.51 speciessMY. We then compared diversification rates of
Agave s.l. with those estimated in Yucca.

Since we do not have a detailed phylogeny of Yucca, we
can only calculate D: using our estimates of 11.83-25 MYA
for the origin of the family, and given that there are ca. 50
extant species of Yucca we calculate rates of D either at 0.2
or 0.15 speciessMY. These values of D are less than half of
our estimates in Agave using the same method, suggesting
that the generalist resources-rich pollination system of Agave
has been more successful generating species than the ex-
treme form of specialized pollination found in Yucca.

COMPARISON TO OTHER KNOWN ADAPTIVE RADIATIONS

Are these rates of diversification high compared to other
organisms? In particular, are rates of diversification in Agave
s.l. sufficiently high to justify our assertion that it represents
a notable radiation (0.32-0.51 species’MY)? Eriksson and
Bremer (1992) estimated rates of diversification for different
families of angiosperms and suggested a median value of
0.12 to a maximum value of 0.39 specieMY. In a similar
study, Magallon and Sanderson (2001) found an average of
0.077-0.089 net speciation events per million years across
angiosperms, with the highest values in Asterales estimated
to be between 0.27-0.33 species/MY. In all these **average’
comparisons, Agavaceae rates continue to be relatively high.
A more equitable comparison may be with the Hawaiian
silversword alliance, a group that has undergone one of the
most impressive diversification and morphological adapta-
tions known in plants. Baldwin and Sanderson (1998) esti-
mated rates of diversification to be of 0.56 = 0.17 species/
MY, higher than our estimates in Agave, albeit the total num-
ber of species in Agave s.l. is far higher (208 spp. in ca. 10
MY, than the total in the silversword group, of 28 spp. in
ca. 5 MY).

A longterm goal of our work in the Agave genus is to
compare rates of diversification and the role of plant—polli-
nator coevolution in influencing speciation rates in different
subsections or geographic regions. There has been some de-
bate about whether overall rates of diversification are lower
in plants than in animals. If this is true, this will be an im-
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portant consideration when we compare rates of diversifi-
cation in agaves and their pollinators. For instance, recently
Wehb et al. (2004) resolved the phylogeny of 37 species of
Goodeidae fish in Mexico, a group that appears to have un-
dergone an adaptive radiation with an estimated age of 16
MY, thus we can calculate D = 0.217 specieMY for this
group. Stanley (1979) estimated rates of diversification for
families of rodents to be 0.22-0.35 speciesMY, with the
highest values for murid rodents. Considering these esti-
mates, the values we report for Agave s.l. appear to have
similar or even higher values than those reported for several
radiation events in animals.

While estimates of rates of diversification are useful for
comparative purposes, a more interesting use of molecular
phylogenies aims to infer when rates of speciation were el-
evated and whether periods of elevated diversification can
be associated with other factors. For example, in the case of
agaves, our fieldwork predicts that rates of speciation would
be elevated at the same time that columnar cacti, nectari-
vorous bats, birds, and/or hawkmoths diversified in Mexico.
Using the DNA sequence data for the trnL intron and the
spacer between trnL and trnF we performed preliminary
analyses to test whether rates of speciation have been de-
celerating or accelerating toward the present using both lin-
eage-through-time plots and the statistic v developed by Py-
bus and Harvey (2000). These analyses indicated that rates
of diversification were higher early in the evolution of the
group Agave s.l. (Good—AviIaet al. submitted). In the future,
we would like to test specific hypotheses concerning the pat-
terns of speciation in both A. subgen. Agave, and Littaea and
to correlate patterns of speciation in agaves with different
pollinators or different levels of pollinator specialization.

We can conclude from this review that, at least in terms
of timing and the absolute number of species, we have ev-
idence for a radiation in Agave sl. (and an impressive,
though not an especialy high one in Yucca). We are cur-
rently in the process of understanding what evolutionary
forces may have contributed to these high rates of diversi-
fication, e.g., adaptation. From our field studies and from
hypotheses suggested by other authors, we propose a series
of factors that appear to have been instrumental in driving
the evolution of the agaves, the relative importance of each
of these will be addressed in future studies.

THEN, WHY SO MANY SPECIES IN AGAVE?

The desertification of North America started between 8—
15 MYA, as higher temperatures and reduced availability of
water occurred in all of North America in the Middle Mio-
cene (Axelrod 1979). This desertification, coupled with in-
tense volcanic activity, generated the complex topography
that dominates present Mexico and created extensive envi-
ronmental heterogeneity. The heterogeneous topology and
diversity of ecological niches that resulted are central to un-
derstanding the adaptive radiation of Agave. Agaves are
adapted to semiarid deserts, which are relatively open niches
not only because they are abundant in Mexico, but also be-
cause these habitats present relatively few plant competitors.
The ability to colonize these environments, coupled with re-
markably heterogeneous habitats throughout Mexico, acts as
a natural barrier to gene flow. Thus, promoting population
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processes (genetic isolation and genetic drift) that are be-
lieved to facilitate speciation, thereby accelerating rates of
speciation in Agave s.l. (Martinez-Palacios et al. 1999;
Eguiarte et al. 2000; Navarro-Quezada et al. 2003). Further-
more, the very recent evolution of herbaceous taxa within
Agave s.|. (Manfreda and Polianthes) has allowed the group
to explore more mesic environments that have developed
more recently in central Mexico.

Other authors have suggested that plant—pollinator inter-
actions may also precipitate adaptation or diversification. For
example, Fleming and Holland (1998) concluded that arid
regions of North America appear to promote the evolution
of obligate pollination mutualisms involving nocturnal
moths in self-incompatible plants whose fruit set is resource
limited. As predicted by Pellmyr et a. (1996), active polli-
nation can evolve in a specialized pollinator in the presence
of effective co-pollinators. Fleming and Holland (1998) de-
scribed that a columnar cactus, Lophocereus schottii Britton
& Rose (senita), is mainly pollinated by a specialized moth,
Upiga virescens (Pyralidae, senita moth), and the system is
similar to the Yucca—yucca moth system, as the moth ovi-
posits into the flowers and the larvae eat a substantial portion
of the developing seeds. Greater pollination reliability makes
senita moths more effective pollinators although the system
remains open to other pollinators such a bees, which some-
times act as redundant, but other times may also contribute
to reproductive success of the plant (Holland and Fleming
2002).

In addition to the role that the interaction between Agave
spp. and their pollinators may have had, and the processes
mentioned above, there are some interesting adaptations in
Agave s.l. that may have contributed to their high rates of
speciation:

(1) Morpho-physiological adaptations: enable Agave to
resist dry conditions (e.g., CAM photosynthesis, very suc-
culent leaves/rosette, water storage) and colonize dry habi-
tats (Nobel 1988). Agave s.s. is the most arid-tolerant of all
genera in Agavaceae.

(2) Shape: the physical structure of the leaves into a ro-
sette enables the capture of water, both because the rosette
serves as a funnel and because species with thin long leaves
can condense mist humidity (Martorell and Ezcurra 2002).
The shape of the plant also offers protection from extreme
variation in temperature (Nobel 1988).

(3) Roots: are very widespread and superficial in Agave;
Gentry (1982) suggested that this represents an adaptation
for efficient water capture.

(4) Protection against large herbivores: Janzen (1986)
suggested that Agave is extremely well armed; having large,
strong, very sharp spines, hard borders, teeth, very hard fi-
bers, raphides (calcium oxaate crystals) (Salinas et al.
2001), and a vast array of chemical compounds that protect
it from medium to large herbivores, which perhaps repre-
sents a ‘‘fossil” adaptation to the extinct Pleistocene mega-
fauna.

(5) Efficient (albeit suicidal) reproduction: the huge inflo-
rescences of Agave attract large numbers of animals, which
insure animal pollination and high rates of outcrossing and
gene flow. Agaves also maintain large, effective population
sizes. the combination of large population size with high
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outcrossing rates allows for efficient natural selection to oc-
cur.

(6) Extensive clonal propagation: allows successful ge-
notypes to survive, and is an efficient *‘escape’ in case the
suicidal reproductive effort fails. In some conditions, clonal
propagation also enables Agave spp. to colonize harsh en-
vironments or dominate large areas where pollinator abun-
dance may be low or unreliable.

(7) Adaptation to microecological conditions: different
species within Agave s.|. are adapted to contrasting condi-
tions of soil rockiness and humidity.

(8) Diversity of life-history traits: species in Agave s.l.
range from self-compatible almost annual herbs to long-lived
completely outcrossing, nonclonal species.

This diversity of morphological and life-history strategies
is sufficiently broad that it has enabled agaves to be suc-
cessful in most of the environmental conditions found in
Mexico. The focus of our future studies will be to understand
how specific reproductive or morphological features have
evolved over distinct geographic or environmental habitats
and how the evolution of agaves has been influenced by their
pollinators or by other plant species (such as cacti).
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CAPITULO 3

BIOLOGIA REPRODUCTIVA EN LA COMUNIDAD DE
AGAVES DE LA BARRANCA DE METZTITLAN

Este capitulo fue publicado en la revista American Journal of Botany
en Agosto de 2005. En el trabajo se resumen tres afios de trabajo
de campo de observaciones de visitantes florales, de experimentos de
polinizacién y de medidas comparativas de las diferentes especies. En
este tiempo, se encontraron patrones interesantes de la biologia de
polinizacién en el subgénero Littaea, en el cual hasta ahora los trabajos
han sido muy escasos, creemos que se trata de una contribucién

importante al conocimiento de la biologia reproductiva de éste subgénero.
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3.1 Resumen

En este trabajo estudiamos una comunidad de especies de Agave que coexisten el la
Barranca de Metztitlan en el centro de México. Durante 2001, 2002 y 2003 analizamos
los caracteres florales y la alometria de las rosetas en cinco especies pertenecientes al
subgénero Littaea: A. celsii albicans, A. xylonacantha, A. difformis, A. striata, y Agave
sp., ademas de que se observaron los visitantes florales para cada especie. Por primera
vez reportamos la presencia de murciélagos visitando especies del subgénero Littaea y
encontramos que €stos (Leptonycteris curasoae, Choeronycteris mexicana 'y
Glossophaga sp.) son los principales polinizadores en cuatro de las cinco especies.
También fueron comunes las abejas, abejorros, colibries y esfingidos. Proponemos que la
presencia de polinizadores diurnos de alguna manera incrementa el éxito reproductivo de
la planta al ofrecer recursos adicionales a los que aporta el polinizador co-adaptado.
Ademas encontramos evidencias de presiones de seleccion hacia la semelparidad, ya que
los polinizadores seleccionan las inflorescencias de mayor tamafio en tres de las cinco
especies. Encontramos ademas complementariedad fenologica en la comunidad debido a
que los periodos de floracion de las especies se distribuyen a lo largo de todo el afo,
aunque en algunos meses la floracion de dos o mas especies se puede sobreponer.
Finalmente, encontramos evidencias de desplazamiento de caracteres en los tamafos de
las rosetas y separacion espacial y temporal en el uso de recursos de la composicion de

polinizadores entre las especies.

3.2 Ecologia reproductiva de cinco especies simpatricas de

Agave Littaea (Agavaceae) en el centro de México
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REPRODUCTIVE ECOLOGY OF FIVE SYMPATRIC AGAVE
LITTAEA (AGAVACEAE) SPECIES IN CENTRAL MEXIcO?

MARTHA RocHA,?2 ALDO VALERA, AND Luls E. EGUIARTE

Departamento de Ecologia Evolutiva, Instituto de Ecologia, Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM), Apartado Postal
70-275, México D.F CP 04510, Mexico

We studied a community of Agave species that coexist in the Metztitlan Canyon in Central Mexico. During 2001, 2002, and 2003,
we analyzed floral traits and rosette allometry in five species belonging to the subgenus Littaea: A. celsii albicans, A. xylonacantha,
A. difformis, A. striata, and Agave sp.; and observed floral visitors for each species. We report the first evidence of bat visitation in
the subgenus Littaea and find that bats (Leptonycteris curasoae, Choeronycteris mexicana, and Glossophaga sp.) are the primary
pollinators in four species. Honeybees, hummingbirds, bumblebees and hawkmoths were also common visitors. We propose that the
presence of diurnal pollinators may increase the reproductive success of the plant when offering pollinator services additional to the
coadapted pollinator. We also found evidence of selection pressures toward semelparity because pollinators are selecting for taller
inflorescences in three of the five species. There is phenological complementarity in this community because the flowering periods of
the five species span the entire year, although there are some periods when pairs of species overlap. Additionally, we found evidence
for character displacement in rosette sizes and separation of spatial and temporal resource use in pollinator composition among species.
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Agaves show one of the most spectacular floral displaysin
nature: most of them reproduce only once in their life, and
they die after producing tremendous amounts of floral resourc-
esin avery large inflorescence. Even though agaves are con-
sidered typical examples of semelparity (Schaffer and Schaf-
fer, 1977a; Young, 1990), there are some species that show an
iteroparous life history (Gentry, 1982). According to the re-
productive effort model, semelparity may evolve when inflo-
rescence height affects attractiveness to pollinators and they
select for larger inflorescences (Schaffer and Schaffer, 1977a;
Aarssen, 1995; Donnelly et al., 1998); subsequently, plants
may progressively increase their reproductive effort until the
resources allocated to floral displays reach the maximum,
causing the death of the plant (Schaffer and Rosenzweig,
1977). Schaffer and Schaffer (1977a) suggested that pollina-
tors have reinforced this reproductive strategy in agaves by
selecting only the largest floral displays when attracted to the
taller plants, which as a result may receive greater pollen de-
position or greater outcrossing rates (Aarssen, 1995).

This singular and massive event of reproduction in agaves
attracts a vast and diverse group of animals, ranging from true
pollinators to nectar and pollen robbers or to animals that use
inflorescences as shelter. Thus, agaves may be considered as

1 Manuscript received 24 September 2004; revision accepted 13 May 2005.
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keystone species in arid environments by offering abundant
resources to pollinators, which in turn have a substantial effect
on the reproductive success of the plant. Even though diurnal
visitors can act as pollinators, agaves usually depend on noc-
turnal pollinators to set fruits (Arizaga et al., 2000b; Eguiarte
et a., 2000; Slauson, 2001; Molina-Freaner and Eguiarte,
2003).

In general, floral traits of Agave suggest adaptation to bat
pollination or *‘chiropterophily” (Faegri and van der Pijl,
1966); they present robust and pale flowers (usually yellow or
white-green), which produce protein-rich pollen and abundant
diluted nectar mainly at night, and they smell like ripening
fruit (Howell, 1972; Eguiarte et al., 2000; Slauson, 2000).

The genus Agave is grouped according to the inflorescence
type in two subgenera: Littaea species have rosettes with spi-
cate or racemose inflorescences, while members of the sub-
genus Agave possess paniculate inflorescences (Gentry, 1982).
Classical pollination studies of Agave suggested that panicu-
late species were predominantly pollinated by bats (Howell,
1972; Gentry, 1982), while spicate agaves were mainly insect-
pollinated (Schaffer and Schaffer, 1977b). Interestingly, floral
traits associated with insect pollination syndromes are indeed
present in some spicate species; for example, floral tubes are
smaller, nectar production isless abundant, sugar concentration
is high, floral color is attractive to insects, and flowers are
sweet-smelling (Slauson, 2000, 2001). Furthermore, there are
no reports of bat visitation to Littaea species thus far.

However, the relationship between Agave and the pollinators
is not so straightforward. Several studies have shown that chi-
ropterophilous agaves (from the subgenus Agave), occupying
habitats at the edge or outside the distribution of nectarivorous
bats are pollinated by other animals such as insects or birds
(Sutherland, 1987; Kuban, 1989; Molina-Freaner and Eguiarte,
2003). Secondly, the relative importance of bat pollination
varies geographically: paniculate agaves show more special-
ized pollination within the tropics and moderate generalization
outside the tropics where they are pollinated by a variety of
diurnal and nocturnal pollinators (Arizaga et al., 2000b; Slau-
son, 2000).
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TaBLE 1. Geographical references of the selected populations of Agave
(subgenus Littaea).

Species Latitude Longitude Location name

A. celsii albicans  20°36.68" N 98°50.03' W  Te Cruz Cozapa
A. xylonacantha 20°33.12' N 98°44.86' W Jilotla

A. difformis 20°31.34' N 98°40.43' W  El Durazno

A. striata 20°28.00" N 98°40.75' W Puente Venados
Agave sp. 20°40.30' N 98°48.30' W  Tesisco

The highest diversity of Agave occurs in Central Mexico
(Garcia-Mendoza, 2002; Tambutti, 2002), but few studies on
the pollination biology of Agave have been carried out in this
area (Arizaga et a., 2000a, b; Ornelas et al., 2002; Silva-Mon-
tellano and Eguiarte, 2003). The present study was carried out
in the Metztitlan Canyon, which is considered the area of high-
est Littaea species diversity in Mexico. Thus, this site was
ideal to analyze basic aspects of the reproductive ecology of
Agave Littaea species and to compare the patterns among spe-
cies. We used this community of agaves as a model to test
both the evolution of semelparity and the evolution of plant—
pollinator interactions in the subgenus Littaea.

In particular, we were interested in comparing the charac-
teristics of four semelparous and one iteroparous (A. striata)
species. Another important goal of this study was to establish
the degree of pollinator specialization that occurs in this group
of coexisting Littaea species. Because of the geographic lo-
cation of the Metztitlan Canyon in central Mexico, we can aso
test whether the geographic trend toward greater bat pollina-
tion in the tropics for the Agave subgenus is true even for the
subgenus Littaea.

MATERIALS AND METHODS

Study area—The “‘Reserva de |la Biosfera Barranca de Metztitlan” is a
national protected area located in the state of Hidalgo in Central Mexico. It
comprises a large depression called Metztitlan Canyon that is located between
the parallels 98°23'00” and 98°57'08” W and 20°14'15" and 20°45'26" N.
Elevation ranges from 1000 to 2000 m, and the total area of the reserve is
96 042 ha. It is an arid region, which represents the southernmost limit of the
Chihuahuan desert in Mexico, and it is recognized as a high endemism zone,
mainly for cacti and succulents (Sanchez-Mejorada, 1978).

Study species—Several species of Agave have been reported in the region
(Sanchez-Megjorada, 1978; Galvan and Hernandez-Sandoval, 2002). After ex-
tensive exploration of the area, we have identified 11 species of Agave, mak-
ing the Barranca de Metztitlan the area of second highest diversity of species
in the country, after the Tehuacan-Cuicatlan valley (also in Central Mexico),
and the first place in number of Littaea species (eight species, representing

ca. 11% of thetotal in the subgenus). We chose the five most abundant species
and sampled the largest populations in order to observe a large number of
inflorescences each season. The species selected and their groups according
to Gentry (1982) were: A. striata Zucc. (Group Striatae), the endemic A. celsii
Hook. var. albicans (Jacobi) Gentry (Group Polycephalae), A. xylonacantha
Sam., A. difformis Berger, and a new species Agave sp. (which is currently
being described, A. Garcia-Mendoza, Institute of Biology-National Autono-
mous University of Mexico, personal communication) (the last three belong-
ing to the group Marginatae). From these five species only A. striata is iter-
oparous, and the rest are semelparous. One population per species was se-
lected and their locations are shown in Table 1.

Floral phenology—We visited the area regularly during 2001 and 2002
(every 2 wk approximately) and noted the presence of inflorescences for each
species. We documented the presence/absence of inflorescences in al popu-
lations as observed from the roads in each locality. Due to difficulties in
accessing the majority of populations (they grow in steep hillsides or cliffs),
we did not carry out quantitative analyses of floral phenology.

Rosette sizes and allometry—For each of the populations in Table 1, we
marked at least 15 flowering individuals that were accessible to be measured
and manipulated. In 2001, we worked with A. difformis, A. striata, and Agave
sp.; in 2002 with A. xylonacantha, A. striata, and Agave sp.; and in 2003 with
A. celsii albicans, A. xylonacantha, and A. difformis. The total number of
individuals per species is shown in Table 2. We measured rosette width and
height, height of the inflorescence (measured from the top of the rosette), and
the number of active flowers (i.e., open flowers in staminate or pistillate phase
that produce nectar).

We compared the size of the rosette of the five different species and made
basic allometric comparisons: we analyzed rosette width vs. inflorescence
height and rosette width vs. number of active flowers for each species, and
inflorescence height vs. fruit set. We performed a correlation analysis on the
floral characters listed and performed an analyses of covariance (ANCOVA)
to test whether the slopes were significantly different among the species for
each of the comparisons.

Floral traits—Nectar production—To determine the amount and concen-
tration of nectar, we monitored nectar production over a 16-h period for each
species. Twenty-five flowers from five individuals (5 flowers/individual) were
covered at noon with a soft mesh fabric bag to exclude pollinators from
consuming the nectar. Beginning at 1600 hours we visited each flower every
hour and recorded the onset of the nectar production until production finished.
Once the flower began to produce nectar, we removed, measured, and dis-
carded the nectar with a micropipette every 2 h and determined the concen-
tration (as sucrose equivalents) with a handheld field refractometer. We called
this measure *‘ extracted-nectar production” or “E’”). Additionally, for each
individual, three flowers were bagged at noon and remained bagged overnight;
the next morning, when nectar production had finished, we determined total
volume and concentration of nectar (and we named this measure ‘*‘ non-ex-
tracted nectar production” or ““N-E’"). A one-way ANOVA was used to com-
pare nectar volume and concentration among species.

TaBLE 2. Basic morphological measures of the reproductive individuals of five Agave species. Data in boldface type represent the highest and
lowest values of sizes and number of characters. All measures were significantly different among species. Values reported are means with

standard errors in parentheses.

Number of Inflorescence Number of active

Species individuals Year Rosette width (cm) Rosette height (cm) height (cm) flowers
A. celsii albicans 16 2003 46.93 (6.24) 34.20 (4.12) 137.27 (9.64) 34.00 (3.78)
A. xylonacantha 50 2002, 2003 129.13 (3.35) 66.03 (2.21) 368.55 (10.55) 111.71 (6.95)
A. difformis 36 2001, 2003 144.70 (4.41) 90.33 (2.91) 505.83 (10.78) 93.80 (9.15)
A. striata 51 2001, 2002 104.15 (6.70) 73.30 (4.43) 288.53 (9.66) 77.15 (13.91)
Agave sp. 35 2001, 2002 189.45 (3.82) 120.97 (2.52) 524.75 (12.03) 173.59 (7.93)
F 107.24 108.92 99.95 26.65
df 4, 187 4, 187 4, 187 4, 187
P <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
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Floral morphometry—In each population, we randomly selected three
plants and 10 floral buds (that were expected to open the next day) in each
plant. The next day, we measured pistil, stamen, anther, corolla, and ovary
length and ovary and corolla diameter on each flower using calipers. Over
the next 7 d, we followed the development of each flower and recorded the
changes in the structures over time by repeating the measurements every day.

Natural fruit and seed production—We measured natural fruit set and seed
set as estimators of reproductive success. In general, most plants produced
fewer fruits than flowers in a given season, indicating that several factors may
limit fruit formation (Sutherland, 1986). On a sample of 15 individuas per
species (that had flowered the preceding year), we measured inflorescence
height and counted the number of mature fruits and floral scars. The sum of
the latter two equals the total number of flowers in the inflorescence in the
previous year, and the division of the number of mature fruits by this total is
an estimate of fruit set. Seed set was calculated as the proportion of ovules
that develop into viable seeds; this was calculated by counting the viable seeds
(black ones) and the unviable seeds (white ones) in a total of 25 fruits (five
fruits from each plant in five different plants per species).

Pollination experiments—To determine the relative importance of diurna
vs. nocturnal pollinators, we conducted exclusion experiments on five flowers
per plant (5-10 plants/species depending on availability) by bagging flowers
with immature pistils. We performed four pollination treatments: (1) control,
in which flowers were available at all times to both nocturnal and diurnal
pollinators, (2) flowers bagged prior to anthesis and covered throughout the
experiment, (3) flowers available to nocturnal visitors all night but bagged
before sunrise, and (4) flowers available to diurna pollinators but bagged at
night and unbagged before sunrise. In addition, to determine the relative suc-
cess of self- vs. cross-pollination, we performed two additional treatments.
(5) For self-pollination, we manually deposited pollen from other flowers of
the same plant onto the stigma of the focal flower (geitonogamy) when the
stigma was receptive (i.e., stigmatic exudates was present). (6) For cross-
pollination,a mixture of pollen from four different plants at least 100 m from
the experimental plant was deposited using the method in treatment (5).

Floral visitors—The number of hours that an inflorescence was observed
varied according to accessibility of the inflorescence, the number of days of
observation, and the number of observers. An average of 20 inflorescences
per species per season was selected (Table 2). Each foca individual was
observed at 10-min intervals, and all animal visits were recorded. Everyday
we began the observations 2 h before sunset, continued during the night, and
stopped when visitor activity decreased. We started again 30 min before sun-
rise and continued until pollinator activity decreased. Additionally, for each
species we stayed one complete night (3-5 plants/night) to record the activity
of visitors. Night observations were performed without artificial light, staying
as close to the plant as possible to use natural sources (moonlight) for illu-
mination and to prevent bat perturbation. We carefully observed the behavior
of vigitors, noting the presence of nectar and pollen robbers, which were
subsequently excluded from the analyses. For all observations, we calculated
the frequency of visitors per minute per flower and an average at every 30
min of the day (i.e., the average frequency at 0530 hours, 0600 hours, 0630
hours, and so on, but only for observation hours) and for each group of
pollinators. Using this estimate, we determined the time that when visits were
most frequent in order for comparison with peaks in nectar production. Fi-
nally, using the same estimate of frequency per minute per flower, we cal-
culated the proportion of al visits for each group of visitors. All calculations
included day and night observations.

Niche overlap—To estimate the degree of pollinator specificity per species,
we calculated the proportional similarity (PS) index for pollinator assemblages
between species pairs. This index takes into account both the identity of pol-
linators and their relative visitation rates. It is calculated as

n

_E |Pa| - Pbil
PS=1-—“+—+—
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A. celsii atbicans

A. xylonacantha ioi

A. difformis

A. sirviala

Agave sp. —_—

Fig. 1. Flora phenology of five Agave species observed in severa pop-
ulations in Metztitlan in Central Mexico during 2001 and 2002. Black lines
show the months in which inflorescences were observed. Dashed lines show
the overlap between pairs of species. There are three overlaps during the year:
overlap 1 corresponds to the pair A. celsii albicans-A. xylonacantha; overlap
2 occurs at the end of flowering of A. celsii albicans and the beginning of A.
difformis; overlap 3 occurs between A. difformis and A. striata.

where P, and P, are the proportion of the total visitors of taxon i for plant
species a and b, respectively (Kay and Schemske, 2003). Additionaly, we
estimate the niche overlap index suggested by Pianka (1975) by assuming that
pollinators are aresource that can be shared between Agave species. Theindex
is calculated as

Sor

- pi ik
&y = 8y = Fe———,
|2 P2 2 P

i=1 i=1

where P; and P, are the proportions of the ith resource used by the jth and
the kth species, respectively (Pianka, 1975).

El

Statistical analyses—All statistical analyses were conducted using the IMP
package (SAS Institute, 1997). Percentages and proportions were arcsine
transformed prior to analysis.

RESULTS

Floral phenology—The flowering periods of the Agave spe-
cies in the Metztitlan Canyon are distributed throughout the
entire year. There are three periods when two species overlap
in flowering time (Fig. 1). Early in the spring, flowering occurs
at the same time in A. celsii albicans and A. xylonacantha,
and later A. celsii albicans and A. difformis flower in May and
June. In the summer, we find a third temporal overlap between
A. difformis and A. striata. Only Agave sp. flowers in winter.
Nevertheless, there are still some periods when A. xylonacan-
tha (February), A. celsii albicans (May), and A. striata (Sep-
tember) do not overlap with the others.

Rosette measures and allometry—The measurements for all
reproductive individuals in the five species are shown in Table
2. A one-way ANOVA for al the measurements demonstrated
that rosette width and height, inflorescence height, and number
of active flowers are significantly different between species
(for al cases, P < 0.0001). Using Tukey’s multiple compari-
son test, we found that the biggest rosettes with the highest
inflorescences are those of Agave sp., and the smallest rosettes
with shortest inflorescences are those of A. celsii albicans.
Similarly, Agave sp. produces more flowers and A. celsii al-
bicans fewer. For all the measures, the species were ranked in
the same order from the smallest to the highest as follows: A.
celsii albicans, A. striata, A. xylonacantha, A. difformis, and
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Fig. 3. Nectar volume (E) produced for five Agave species sampled during
one night each (means + SE). Pairs of species that overlap in flowering time
(A. celsii albicans vs. A. xylonacantha, A. difformis vs. A. striata) had dif-
ferent peaks in nectar production (N = 25 for each species).

A. striata; the former produces nectar during a shorter interval,
from 2200 hours to 0400 hours with a peak between 2400
hours and 0200 hours, while the latter produces nectar longer,
from 1800 hours to 0600 hours, with a maximum peak at 2000
hours. Sugar concentration also varies among species (Fig. 4;
F = 9162, df = 4, 123, P_< 0.0001). Agave sp. pro-
duces less-concentrated nectar (Xg = 11.57%; X, = 13.66%),
while A. striata (Xg = 18.25%; X, = 19.32%) and A. xylon-
acantha (Xg = 17.74%; X, = 24.67%) produce the more-
concentrated nectar (no significant differences were found be-
tween them; t = 1.99, P = 0.04). Nectar of intermediate con-
centration was found in A. difformis (Xg = 14.29%; X =
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Fig. 4. Percentage of sugar concentration (means = SE) in five Agave
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Time of day showed patterns of floral changes similar to other Agave spe-
120 - cies (Arizaga et al., 2000a; Slauson, 2000; Molina-Freaner and
310 | A. striata Eguiarte, 2003): they are protandrous, and the staminate phase
g w0 typically begins on the second day after anthesis followed by
Z 60 the pistillate phase. In Fig. 5 we show how the measurements
S 404 change over time. The smallest rosettes have a shorter duration
§ 2] of flowering (i.e., A. celsii albicans), while the largest species
0 : : , : : . : have longer phases (i.e., Agave sp. with total duration of flow-
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Time of day Maximum length of all measurements and the day of anther
20 dehiscence and stigma receptivity are shown in Table 3. Al-
= 100 Agave sp. though values for the measured structures are different among
S e species, there is not a clear pattern that explains these differ-
I ences. We found an unusual fusion between corolla and ovary
2 w0 in A. striata, and for that reason we only present corollalength
E " m in Table 3.
0+ T T T T T T t

Natural fruit and seed production—Measures of fecundity
are shown in Table 4. Among species, fruit set is not correlated
with plant size, i.e., some large species have lower fruit set
than smaller plants (Table 2). On the contrary, within species
fruit set is related to inflorescence height; positive slopes are
found for al the species, athough for A. xylonacantha the
dope is amost zero (Fig. 6). The slope was highest for A.
celsii albicans, second highest for Agave sp., and the third
steepest slope was observed for A. difformis. In these three
species, pollinators prefer larger inflorescences according to
Schaffer and Schaffer’'s model of pollinator selectivity (Schaf-
fer and Schaffer, 1977a). The same pattern is observed if we
analyze the total number of viable seeds, which is also cor-
related to plant size: smaller inflorescences yielded fewer seeds
and larger inflorescences yielded more seeds (Table 4). More-
over, we observed high variation in fruit set among species
and years (Fig. 7); in our estimates of fruit set for 3 yr in A.
difformis, the differences among years were significant (F =
11.89, df = 2, 44, P = 0.0001). For three species, data were
obtained for two years: A. xylonacantha (t = 2.08, P = 0.049),
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Fig. 5. Flower behavior for five Agave species measured every day.
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A. dtriata (t = 2.71, P = 0.107), and Agave sp. (t = 2.38, P
= 0.031), and significant differences between years were only
observed in Agave sp. If we analyze the three years together,
A. xylonacantha has the highest fruit set and A. celsii albicans
and A. difformis the lowest. Agave sp. also showed high fruit
set in 2001, athough this value decreased in 2002. On the
contrary, A. striata, which has the lowest bat visitation fre-
guency, did not show a significantly lower value of fruit set.

Pallination experiments—Pollination experiments general-
ly yielded both low fruit and seed set; the flowers of all studied
species appear to be extremely sensitive to manipulation. Even
though we tried severa different hand-pollination and bagging
methods in A. xylonacantha and A. difformis, none of the
methods led to the production of viable fruits and seeds.
Therefore, we present only the results for exclusion experi-
ments in A. celsii albicans and Agave sp., and manual polli-
nations for A. celsii albicans, A. striata, and Agave sp. (Fig.
8). Exclusion experiments indicated that in A. celsii albicans,
20% of the flowers open at night produced fruits, while in
Agave sp. nocturnal pollinators yielded more fruits than diur-
nal pollinators. There were no differencesin seed set for Agave
sp. Hand-pollination experiments showed that in A. celsii al-
bicans cross-pollinations resulted in the production of fruits,
while self-pollination did not yield any fruit. Consequently,
seed set was also zero in this species. For Agave sp. and A.
striata, cross-pollination yielded more fruits than self-polli-
nation, seed set was also higher after cross- than self-polli-
nation in A. striata, but there were no differences between seed
set after cross- or self-pollination in Agave sp.

Floral visitors—Observations totaled 924 h (see Table 5 for
the observation hours per species). We observed severa visi-
tors that fit into five categories: bats (Leptonycteris curasoae,
Choeronycteris mexicana, and Glossophaga sp.); hawkmoths
(Hyles lineata); hummingbirds (Cynanthus latirostris, Calo-
thorax lucifer, Eugenes fulgens), large bees (Bombus (Fervi-
dobombus) pennsylvannicus sonorous, Xylocopa (Notoxylo-
copa) tabaniformis, X. varipuncta, Centris sp.), and bees (Apis
mellifera, Lasioglossum (Lasioglossum) sp., L. (Evylaeus) sp.).
We excluded all the small animals that did not touch the stig-
ma or anthers regularly, such as small bees, flies, and small
nocturnal moths; the rest of the visitors were considered po-
tential pollinators and were considered for further analyses.
For each Agave species, we calculated the percentage that each
group of visitors contributed to the total visits (Fig. 9).

This is the first time that bat visitors are reported in Agave
Littaea, and we found them visiting all the species in this
study. Visiting peaks follow nectar production peaks during
the night in A. celsii albicans, A. xylonacantha, and A. diffor-
mis, and for A. striata and Agave sp., the peak visitation fol-
lows the beginning of the nectar production. Bats are the most
important pollinators and represent the majority of visitsin A.
difformis (71%); for Agave sp., A. xylonacantha, and A. celsii
albicans, bats represent almost half of the total number of
visits (49, 46, and 44% respectively). The only species for
which bats are not the most frequent visitor is A. striata (com-
prising only 19% of the visits), and this species has the most
diverse assemblage of visitors (Fig. 9).

We also calculated the periods in the observation hours (in-
cluding day and night observations) when pollinator visitations
rates were highest for each species (Table 5). For A. celsii
albicans, A. xylonacantha, and A. difformis, the maximum
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TaBLE 4. Fruit and seed production for five Agave species. Values are means with standard errors in parentheses.
Total viable
Total fruit Total viable seeds per
Species Year Fruit set Seed set production seeds per fruit inflorescence
A. celsii albicans 2003 0.439 (0.048) 0.350 (0.023) 51 (6.7) 49 (3.96) 2499
A. xylonacantha 2002, 2003 0.629 (0.024) 0.504 (0.034) 572 (54) 129 (10.52) 73788
A. difformis 2001, 2002, 2003 0.473 (0.021) 0.372 (0.017) 350 (21.7) 66 (4.04) 23100
A. striata 2001, 2002 0.509 (0.032) 0.319 (0.033) 208 (14.5) 37 (3.53) 7696
Agave sp. 2001, 2002 0.593 (0.035) 0.537 (0.021) 1006 (148.9) 126 (6.57) 126 756

peak of visitors occurred after the maximum production of
nectar (Fig. 3), and bats were the main visitors with a high
frequency of visits. The maximum peak in A. striata coincides
with its peak of nectar production. Only in the case of Agave
sp. did the maximum visitation frequency occur at the begin-
ning of the production of nectar.

Niche overlap—Comparisons of the pollinator assemblages
among species are shown in Table 6. VVaues of niche overlap
scales from O (no overlap) to 1 (identical composition of pol-
linators); the similarity index also ranges from 0 to 1 in the
same way and takes into account both the identity of polli-
nators and their relative visitation rates. The lowest niche over-
lap and similarity indexes were found in A. striata compared
to the rest of the species (the iteroparous vs. the semelparous
species), while the highest similarity and overlap are between
Agave sp. and A. xylonacantha (both belonging to the group
Marginatae). Lower values indicate less overlap in pollinator
use and, therefore, alarger potential contribution of pollination
system to reproductive isolation in these sympatric species.

DISCUSSION

Analyzing the reproductive ecology in Agave species in a
community context provided new insights into the understand-
ing of the Littaea subgenus evolution. First of al, there was
phenological complementarity in the Metztitlan community
because the flowering periods of the five species span the en-

tire year. Nevertheless, we found temporal overlap in flowering
times for some pairs of species, which may be explained by
some other ecological reasons. We found evidence for char-
acter displacement in rosette sizes and separation of spatial
and tempora resource use in pollinator composition among
species. We also found evidence of selection pressurestowards
semelparity because pollinators are selecting for taller inflo-
rescences in three of the five species. In relation to pollinator
composition, we reported the first evidence of bat visitation in
the subgenus Littaea and observed that bats (Leptonycteris
curasoae, Choeronycteris mexicana, and Glossophaga sp.)
were the0 primary pollinators in four species. Honeybees,
hummingbirds, bumblebees and hawkmoths were also com-
mon visitors. We propose that the presence of diurnal polli-
nators may increase the reproductive success of these species
when offering pollinators services additional to the co-adapted
pollinator.

Phenological complementarity and character displace-
ment—When analyzing assemblages of species with similar
requirements (in this case, species from the same genus and
subgenus), we may expect either resource competition or some
mechanisms to avoid it, such as character displacement (Mor-
in, 1999; Tokeshi, 1999). As niche theory predicts, the more
closely related the species, the more niche axes will be ex-
pected to overlap (Schoener, 1989; Silvertown et al., 2001). In
this work, we explored three niche axes related to the repro-

0.9
0.8
0.7
0.6

0.5

Fruit-set

0.4
0.3
0.2
0.1

500 600

300

400

Inflorescence height (cm)

700

—m—— A. celsii albicans (1)

+ A xylonacantha (2)
A A. difformis (3)

o A striata (4)

+  Agave sp. (5)

800

Fig. 6. Allometric relationships between inflorescence height and fruit set in five Agave species. Positive slopes in the correlation line exist in al species

but A. xylonacantha (2).



Allen Press DTPro System OSALLLC Y

Name /abot/92_809 06/03/2005 01:14PM  Plate # 0-Composite

AMERICAN JOURNAL OF BOTANY

0.8
0.7
0.6
0.5
o001

w2002
2003

0.4

Fruit-set

0.3

A celsii albicans A, xylonacantha A. strigia Agave sp

A difformis

Fig. 7. Natural fruit set for the five Agave species in 3 years (for each
year N = 15 for each species; data are means + SE).

ductive ecology: flowering timing, plant size, and pollinator
use. We found some extent of overlap in the flowering periods
for three species, but for the five species, the reproductive
seasons are distributed throughout the entire year. In this com-
munity, differentiation in the flowering time and, hence, phe-
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nological complementarity could allow the coexistence of
competitors (Rathcke, 1983; Rathcke and Lacey, 1985). Nev-
ertheless, we are aware that our data are qualitative, and quan-
titative information would be needed to perform formal statis-
tical analysis of the null model distributions of flowering times
(Poole and Rathcke, 1979; Rathcke, 1984, 1988). For the spe-
cies overlapping at the same flowering time, we may find other
explanations for their overlap. On one hand, species that flow-
er on the same dates may produce nectar at different timesin
the night, minimizing possible competition for pollinators.
Furthermore, for the pair A. celsii albicans and A. difformis,
that flower at the same time during May and June, there is
also spatial separation; A. celsii albicans grows in steeper hill-
sides with calcareous rocks as a substrate and A. difformis
grows in drier zones. A similar situation exists between A.
celsii albicans and A. xylonacantha: the latter grows in thin
and calcareous soils in the lower parts of the canyon. The
evolutionary relevance of the temporal separation in flowering
time or phenological asynchrony is that the separation may act
as a prezygotic barrier in sympatric species (Husband and Sa-
bara, 2004).

Owing to the importance of ““body size”’ to reproduction in

A. celsii albicans

0.8
0.7 4
0.6
0.5 A
0.4

0.3 4

1L

0.8
0.7
0.6 4

0.1 4
0 T T

L1

0.2
0.1
0 T

Sclf- Out-
pollination  crossing

Diurnal ~ Nocturnal ~ Control

Sclf- Out-
pollination  crossing

Diumnal ~ Nocturnal ~ Control

A. striata

0.8 4
0.7 4

0.6 4

0.4 4
03 4
0.2 4

0.1 4

0.8
0.7 4
0.6 4

0.2 4
0.1+
0

Self- Out-
pollination  crossing

Diyrnal ~ Nocturnal ~ Control

Self- Out-
pollination  crossing

Diymal ~ Nocturnal ~ Control

Agave sp.

0.8 4
0.7 q
0.6 4

0.4
03 4

024
0.1 4
0 T

Self- Out-
pollination  crossing

o

Diurnal ~ Nocturnal ~ Control

0.8
0.7

Self- Out-
pollination  crossing

Diumal  Nocturmal  Control

Fig. 8. Experimental fruit set and seed set obtained for three species: A. celsii albicans, A. striata, and Agave sp. (means + SE).



Name /abot/92_809

Allen Press DTPro System OSALLLC T

06/03/2005 01:14PM  Plate # 0-Composite

August 2005]

TaBLE 5. Time and maximum frequency of visitors for each Agave
species. We show the three hours when the frequency of visitors
was the highest, ordered sequentially from the maximum to the
third highest for each species and showing the frequency and types

of visitors.
Time of Frequency
Total maximum (no. visitors -
hours of no. of min-*t -
Species observation  visits (hours) flower-1) Type of visitor
A. celsii albicans 172 0330 0.315 Bats
0730 0.201 Bees
0700 0.184 Bumblebees
A. xylonacantha 237 0300 2.7 Bats
0600 2.25 Bees
2230 0.516 Bats
A. difformis 175 0030 16.33 Bats
0630 10.77 Bees
0200 9.86 Bats
A. dtriata 159 1930 0.4 Bees
2000 0.329 Hawkmoths
0700 0.321 Bumblebees
Agave sp. 181 2200 2.75 Bats
0830 0.80 Bees
0900 0.144 Bumblebees

agaves, this niche axis may be as useful in this group of plants
as it is in animals to study character displacement (Reich,
2001). Allometric relationships have been considered a sur-
rogate of the relationship between the organism and the en-
vironment, and plant size can be used as the orthogonal axis
that explains this relationship (Niklas, 1994). We have found
differences in plant sizes and allometric relationships that may
suggest character displacement.

The parameters evaluated so farillustrated the segregation of
habitats and resource distribution that enable the coexistence
of these species. Future research on patterns of spatial distri-
bution and fine-scale use of resources, however, is dtill re-
quired for us to fully understand the coexistence of these spe-
cies.

Floral traits and the bat pollination syndrome—Even
though there were no previous reports of bats visiting Littaea
species, and shifts towards other pollination syndromes were
described before for the subgenus, the floral traits analyzed in
this study seem to be in agreement with the bat pollination
syndrome. For all the species, nectar production was nocturnal,
the production peaks are between 2000 hours (in A. striata)
and 0200 hours (in A. difformis and Agave sp.), and the su-
crose equivalents also fall in the interval preferred by bats
(10-19%) (Cruden et a., 1983; Proctor et a., 1996; Tschapka
and Dresdler, 2002). In the case of A. striata, the time of nectar
production overlaps with the visitation times of diurnal polli-
nators, suggesting a slight shift to diurnal pollination.

rM=-1090
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Fig. 9. Percentages of different groups of visitors to flowers of the five
Agave species. Data plotted together for 2 years (except for A. celsii albicans,
in which data were obtained for only 1 year).

Additionally, our successful pollination experiments showed
that nocturnal pollinators are responsible for the production of
more viable fruits, but diurnal pollinators still have an effect
when producing fruits and viable seeds in Agave sp. Never-
theless, we have limited results only for A. celsii albicans and
A. striata and none for A. xylonacantha and A. difformis. We
need further analyses to be able to demonstrate that other vis-
itors, such as bees, hummingbirds, or hawkmoths, are active
pollinators, although previous works have shown that these
animals are indeed true pollinators in Agave Littaea species
(Slauson, 2001; Silva-Montellano and Eguiarte, 2003).

Reproductive success and the evolution of life history
strategies—We found a positive correlation in inflorescence
height vs. fruit set in A. celsii albicans, A. difformis, and Agave
sp., while there is no significant correlation in A. striata and
A. xylonacantha. The rosettes of A. striata did not die after
reproduction, and so they adjust to Schaffer and Schaffer’s
(1977a) prediction that in iteroparous species pollinators do
not select for larger inflorescences. But on the other hand, in
A. xylonacantha there is no correlation, and an aternative ex-
planation is that this speciesis more resource-limited, although
detailed experiments are needed to corroborate this (see for
instance Parra-Tabla et al., 1998).

Comparing patterns of reproductive success may provide an
important contribution to the understanding of semelparous
and iteroparous reproductive strategies and size/fecundity pat-
ternsin closely related plants. In semelparous species, fruit set
isusually positively correlated with inflorescence height, while
in contrast, both pollinator preference and fruit set are inde-
pendent of inflorescence size in congeneric iteroparous species
(Young, 1990). Reproductive output in semel parous organisms
should be more sensitive to increases in resources (Young and

TaBLE 6. Comparisons of values of niche overlap in animal floral visitors (above diagonal) and similarity indexes in frequency of visitors (below
diagonal) among species pairs. Mean of niche overlap is 0.816; values over the mean are in boldface type. Mean similarity index was 0.694;

boldface type indicates high similarity.

A. celsii

Species albicans A. xylonacantha A. difformis A. striata Agave sp.
A. celsii albicans — 0.929 0.916 0.699 0.918
A. xylonacantha 0.796 — 0.913 0.722 0.998
A. difformis 0.714 0.745 — 0.451 0.924
A. striata 0.647 0.612 0.392 — 0.688
Agave sp. 0.752 0.955 0.764 0.567 —
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Augspurger, 1991), and there is evidence of an increasing re-
productive output as a function of inflorescence size in several
rosette-bearing species including Lobelia telekii (Schaffer and
Schaffer, 1977a, 1979; Young, 1990; Young and Augspurger,
1991). Moreover, individuas of the semelparous Yucca whip-
plei var. whipplei produced larger inflorescences, with more
flowers and more seed-bearing fruits than did individuals of
the iteroparous Y. whipplel var. caespitosa (Huxman and Loik,
1997).

In general terms, optimal foraging theory predicts that pol-
linators should associate a taller plant with increased reward,
and an increase in pollinator visitation frequency to individuals
has been generally assumed to increase the proportion of flow-
ers visited (Schaffer and Schaffer, 1977a, 1979). Larger inflo-
rescences are thus produced as a result of differential polli-
nator preference (Schaffer and Schaffer, 1979). However, ex-
perimental studies in yuccas and agaves showed that on Yucca
whipplel and A. chrysantha fruit set was usualy limited by
resources and not by pollinators (Acker, 1982; Sutherland,
1982). Resource limitation may explain the lack of correlation
in fruit set and inflorescence size in A. xylonacantha, because
we observed that this species tolerates the harshest and driest
conditions in the canyon and reproduces in the drier season.

Visitation patterns and competition for pollinators—This
isthe first report of bats visiting Littaea species, and bats were
the most important visitor in four of the five species. As stated
before, the floral traits are clearly associated with a bat polli-
nation syndrome, and visiting patterns confirm that bats are
the co-adapted pollinators in this community.

We compared the pollinator fidelity using niche overlap and
similarity indexes, both showing that the most similar com-
position exists between A. xylonacantha and Agave sp., which
are separated temporally, the former flowering in spring and
the latter in autumn. For species flowering at the same time,
values are low in the pair A. celsii albicans vs. A. xylonacan-
tha, although values are high in the pair A. celsii albicans and
A. difformis, which may avoid possible competition among
pollinators by growth in different microhabitats and perhaps
by size differentiation of the inflorescence. The lowest overlap/
similarity values are for the pair A. striata and A. difformis,
in which we found a dlight shift to diurnal pollinators in the
former.

A generalist or a specialist system?—Extreme specidiza-
tion in pollination is rare and risky, and those systemsin which
a plant depends on only one pollinator are more susceptible
to fail in reproduction due to the lack of pollinators (Howell
and Roth, 1981; Kearns et a., 1998). The more generalist
plants can resist the disappearance or the tempora absence of
one of their pollinators (Gomez, 2002).

In the case of Agave Littaea pollination, generalization may
contribute to reproductive success with an additive effect sup-
plementary to that produced by visits of the co-adapted pol-
linators; this response to new pollinators may be due to the
high variability in bat visits. In this study we observed days
and weeks when bats were absent in parts of the populations
(data not shown), threatening the success of some individuals.
Moreover, after nights when bats were absent, inflorescences
offered a very abundant resource for diurna pollinators. The
shift to diurnal pollinators is notorious in A. striata, for which
diurnal pollinators accounted for almost 60% of visitations,
while in the rest of the species (except A. difformis) bats rep-

resent ailmost half of al visits. Maintenance of bat speciali-
zation in some species may have several explanations. First of
al, new pollinators are not likely either to stop or to destroy
the genetic integration that conforms a floral type once it has
evolved in response to the co-adapted pollinator. Bond (1994)
suggested that many plants with specialized pollination sys-
tems have alternative reproductive mechanisms such as clon-
ality, longevity, and facultative self-pollination, and all of
these traits are present in the Agave genus.

The dichotomy Agave-Littaea and the geographic trend—
Species belonging to the subgenus Littaca were previously
thought to be insect- or bird-pollinated (Schaffer and Schaffer,
1977b; Eguiarte et al., 2000; Slauson, 2001). In particular, our
results contrast with the most recent study on floral visitors of
another Agave Littaea: A. lechuguilla, which is a member of
the group Marginatae (A. difformis and A. xylonacantha and
Agave sp. belong to the same group). Floral morphology of A.
lechuguilla is very similar to the species studied in this work,
but no bat visits were reported (Silva-Montellano and Eguiarte,
2003). Another issue in anayzing patterns of pollination bi-
ology is the notion that tropical pollination systems are more
specialized than temperate systems (Feinsinger, 1983; Johnson
and Steiner, 2000), although recent reviews of specialization
across latitudinal gradients present conflicting conclusions
(Olesen and Jordano, 2002; Ollerton and Cranmer, 2002).
There is evidence of this geographical trend in some Agave
(subgenus Agave) species; tropical species show more spe-
cialization than species outside the tropics (Arizaga et al.,
20008, b; Slauson, 2000, 2001). A similar pattern is observed
in a plant system similar to that of Agave, the case of bat-
pollinated columnar cacti (Valiente-Banuet et al., 1996; Flem-
ing et a., 1998, 2001; Fleming and Valiente-Banuet, 2002).
Valiente-Banuet and colleagues (1996) suggested that gener-
alized systems are favored in the northern distributional limits
of columnar cacti because of the variation in the abundance
of migratory nectar-feeding bats. When the effective pollinator
of a plant is unreliable in space and time, natural selection
should favor traits that increase its spectrum of pollinators or
that favor a switch from an unreliable to a reliable pollinator
(Fleming, 2000). The species richness of nectar-feeding bats
in Mexico reaches maximum values aong the Pacific versant
(the Balsas region) and decreases with latitude (Aritaand San-
tos-del-Prado, 1999; Rojas-Martinez et al., 1999). In northern
columnar cacti, bat unpredictability has been suggested as the
major ecological force behind the evolution of generalized pol-
lination systems (Valiente-Banuet et a., 1996), and we might
expect the same model in Agave. This may be the explanation
for generalized systems found in the Littaea species reported
previously because those studies were carried out in regions
beyond the nectarivorous bat’s distribution. The high visitation
rates of bats in Metztitlan may be due to the high abundance
of bats in Central Mexico, which in some cases (particularly
for A. difformis, A. xylonacantha, and Agave sp.) may con-
tribute to their reliability as pollinators. The results of this
work confirm the co-adaptation (in avery broad sense) of bats
and agaves, not only for the subgenus Agave, but for the sub-
genus Littaea as well.
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CAPITULO 4

GENETICA DE POBLACIONES EN CINCO
ESPECIES DE Agave (Littaeca): PATRONES DE
VARIACION Y DIFERENCIACION GENETICA

Para las cinco especies que a partir del afio 2000 se han estado
estudiando en la Barranca de Metztitlan, se realiz6 un estudio
comparativo de la genética de las poblaciones dentro y entre las especies.
Hemos demostrado el uso de marcadores moleculares inespecificos
(ISSRs) como un marcador util para comprender los patrones de
distribucion de la diversidad genética. En este capitulo se realiz6 también
una comparacion de diferentes métodos de analisis estadisticos
disponibles en la actualidad, para poder compensar la desventaja de
trabajar con marcadores dominantes y asi obtener estimaciones mas

precisas de los indices de diversidad y estructura genética.
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4.1 Antecedentes

4.1.1 Estudios previos de genética de poblaciones en el género Agave

Hasta la fecha, han sido pocos los trabajos que se han realizado sobre la genética de
poblaciones en especies de Agave y la mayoria de éstos se han efectuado en México (una
revision detallada se encuentra en Eguiarte y colaboradores, 2000).

Antes del desarrollo de los marcadores de ADN en agaves, se usé de manera
intensiva la electroforesis de isoenzimas en estudios de genética de poblaciones. Por
ejemplo, usando isoenzimas, Martinez-Palacios y colaboradores (1999) analizaron los
niveles de variacion genética en la especie A. victoriae-reginae. Esta especie es la unica
del género que se encuentra en la categoria de amenazada de acuerdo a la NOM-059-

SEMARNAT-2001 (http://www.conabio.gob.mx/conocimiento/ise/fichas/doctos/

plantas.html). Estos autores demostraron que los niveles de variacion y diferenciacion
genética en 10 poblaciones de la especie fueron altos (H=0.33, Fis;=0.236); ademas
encontraron tres grupos diferenciados genéticamente y un flujo génico bajo entre las
poblaciones. En este estudio se concluye que cada poblacion podria representar una
unidad evolutiva independiente, lo que tiene importantes implicaciones en el manejo y la
conservacion de la especie (Eguiarte et al., 2000).

Por su parte, Silva-Montellano y Eguiarte (2003b) examinaron los niveles de
variacion genética en 4. lechuguilla, especie con una distribucion muy amplia en México,
también usando electroforesis de isoenzimas y ensayando 13 loci. Ellos encontraron que
los niveles de variacion fueron altos (H=0.394), pero no encontraron patrones geograficos
en dicha variacion y la diferenciacion genética entre poblaciones fue baja (6=0.083).
También encontraron diferencias entre las poblaciones al norte de la distribucion de la
especie, en las que habia un exceso de homocigos y menor flujo génico; mientras que en
las poblaciones del sur habia un exceso de heterocigos y un flujo génico mayor.

Para el caso de especies cultivadas, usando también electroforesis de isoenzimas, se
estudio la variacion genética en el agave productor de henequén A. fourcroydes
(Colunga-GarciaMarin et al., 1999) y se encontr6 que a diferencia de su ancestro A.

angustifolia que tiene niveles de variacion altos, las tres variedades de henequén
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analizadas no mostraron diversidad genética, debido a que todos los individuos dentro de
cada variedad fueron idénticos. Posteriormente, usando RAPDs como marcadores, Gil-
Vega y colaboradores (2001) encontraron que tampoco habia variacion genética en A.
tequilana, la especie empleada para la produccion de tequila. Este mismos grupo de
investigacion recientemente encontrd diferencias genéticas entre variedades de agave
azul empleando AFLPs (Gil-Vega et al., 2006).

Por su parte, y también empleando RAPDs pero en este caso en especies silvestres,
Navarro-Quezada y colaboradores (2003) describieron la variacion y estructuracion
genética en el complejo de 4. deserti (que incluye las especies A. deserti, A. cerulatay A.
subsimplex), con el objetivo de entender los procesos de especiacion dentro del complejo.
En este caso, las tres especies mostraron niveles de variacion genética moderados y de
diferenciacion bajos (H=0.12-0.29, Gsr= 0.11), ademas tomando en cuenta que las
distancias genéticas fueron pequenas, los autores han puesto en duda el estatus
taxondmico de las tres especies, porque podrian considerarse subespecies de una misma
especie.

Recientemente, en un estudio comparativo de dos especies que se usan en la
produccion de mezcal: A. cupreata y A. potatorum, Aguirre (2004) usando 36 loci
obtenidos con ISSRs, encontro niveles altos de diversidad (P=89%, H=0.25 y P=83%,
H=0.24 respectivamente). En estas dos especies se encontraron diferencias en la
estructuracion de la diversidad y en las distancias genéticas, con lo cual se propusieron
estrategias de manejo diferentes: para A. cupreata las poblaciones estan mas
diferenciadas (Fs7=0.145-0.192) y existe menor flujo génico (Nm=1.49) y se sugieren tres
grupos potenciales de manejo, mientras que para 4. potatorum la estructuracion fue
menor (Fs7=0.084-0.099) y mayor el flujo génico (Nm=2.99); en este caso se propusieron
dos grupos de manejo.

Para la region central de México y en particular para la zona de Metztitlan, Gonzélez
(2004) describid la variacion genética de A. garciae-mendozae, una especie descrita
recientemente (Galvan y Herndndez-Sandoval, 2002) y distribuida en los estados de
Hidalgo, Querétaro y San Luis Potosi, como en otras especies del género, se encontraron
niveles de variacion genética y flujo génico altos (H=0.27 y Nm=1.3), asi como niveles

bajos de diferenciacion (6=0.098).
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En general, los estudios han demostrado un nivel alto de variacion genética, niveles
bajos de diferenciacion genética y niveles altos de flujo génico, lo cual puede explicarse

por la alta movilidad de los polinizadores de los agaves (ver mas adelante).
4.1.2 Analisis de genética de poblaciones usando los marcadores ISSR

A partir de la implementacion de las nuevas técnicas moleculares empleando PCR, se
difundi6 ampliamente el uso de los RAPDs como marcador multilocus en genética de
poblaciones. Como se mencioné en la seccidon anterior, se han publicado algunos trabajos
de genética de 4gave usando esta técnica (Trame et al., 1995; Gil et al., 2001; Navarro-
Quezada et al., 2003).

Los RAPDs tienen la ventaja sobre otros marcadores de producir un gran nimero de
bandas, aunque por presentar ciertas dificultades técnicas cada vez ha disminuido mas su
uso e incluso algunas revistas cientificas desalientan su uso (Schlotterer, 2004). De entre
los problemas que presentan destacan su baja reproducibilidad, la competencia por los
sitios de union de los iniciadores (Halldén et al., 1996), asi como la presencia de
artefactos de amplificacion y la falta de homologia de bandas del mismo tamafno (Wolfe y
Liston, 1998).

Los ISSRs (Inter Simple Sequence Repeats) por otro lado, se encuentran en regiones
muy variables dentro del genoma, de manera que producen informacion util para el
estudio de la diversidad genética a nivel poblacional(Wolfe, 2005). Tienen varias
ventajas sobre los RAPDs debido a que los iniciadores para su amplificacion son mas
largos y se pueden usar temperaturas de alineacion mas astringentes (Wolfe y Liston,
1998), lo que produce una mayor especificidad en la reaccion, misma que evita los
artefactos y hace que las bandas sean reproducibles (Nagaoka y Ogihara, 1997; Wolfe et
al., 1998). Ademas se ha demostrado que la mayoria de bandas producidas por ISSRs (al
menos el 96%) segregan de manera mendeliana (Zietkiewicz et al., 1994; Tsumura et al.,
1996). Después de diversos estudios, se ha recomendado el uso de ISSRs sobre los
RAPDs porque son altamente sensibles, reproducibles y por presentar bajo costo
(Nagaoka y Ogihara, 1997), ademas, en estudios donde se ha encontrado bajo nivel de
variacidon con otros marcadores como isoenzimas, los ISSRs han revelado mayor
sensibilidad (Zietkiewicz et al., 1994). Sin embargo, siguen presentando algunas de las

desventajas de los RAPDs, especialmente por el hecho de que son marcadores
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dominantes (ver mas adelante).

Los ISSRs han sido empleados para discriminar de manera exitosa taxa a nivel de

especie y por debajo de ésta (Wolfe et al., 1998; Culley y Wolfe, 2001; Wolfe y Randle,

2001). Actualmente existen reportados una gran cantidad de iniciadores para ISSRs que

estan disponibles para ensayar, ademas de que se pueden seguir generando otros porque

cada vez se conoce un mayor numero de secuencias repetidas en genomas eucariontes

(Tautz y Renz, 1984).

Como puede verse, el potencial del uso de ISSRs es muy alto, aunque la mayor parte

de los estudios que se han realizado hasta la fecha, han sido los enfocados a la

discriminacion de cultivares en especies de importancia agricola como arroz (Blair et al.,

1999; Joshi et al., 2000; Nagaraju et al., 2002; Saini et al., 2004), trigo (Nagaoka y
Ogihara, 1997; Ammiraju et al., 2001; Pujar et al., 2002), maiz (Kantety et al., 1995),

cebada (Fernandez et al., 2002) coliflor (Bornet et al., 2002a), papa (Bornet et al., 2002b),

algodon (Liu y Wendel, 2001), jitomate (Kochieva et al., 2002; Tikunov et al., 2003)},

etc.

Uno de estos primeros estudios empleando ISSRs en poblaciones silvestres fue el

de Tsumura y colaboradores (1996), quienes analizaron los niveles de variacion en
Pseudotsuga menziesii 'y Cryptomeria japonica. Esselman y colaboradores (1999)
encontraron niveles moderados de diferenciacion genética entre poblaciones en
Calamagrostis porteri (Poaceae). Posteriormente Wolfe y colaboradores (1998)
estudiaron los patrones de hibridacion y especiacion hibrida en Penstemon
(Scrophulariaceae); estos autores reportaron valores de P de 72 a 95%. Por su parte,
Wolfe y Randle (2001) examinaron la taxonomia y las relaciones genéticas en
Hyobanche (Orobanchaceae) y encontraron valores de P de 64 a 96% en cuatro taxa.
Posteriormente, Culley y Wolfe (2001) discriminaron entre dos variedades de Viola
pubescens, con un 100% de loci polimorficos. Mengistu y colaboradores (2002)
determinaron la diversidad genética de Kochia usando 45 marcadores de ISSR y
encontraron una diversidad genética alta (//=0.35), los datos de este trabajo han
permitido demostrar que a pesar de las generaciones de seleccion por el uso de
herbicidas, esta planta mantiene niveles altos de diversidad genética debida
probablemente a los niveles altos de flujo génico entre las poblaciones (Hs = 0.31;

Gs=0.09; AMOVA=90% de la variacion dentro de las poblaciones).
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Recientemente, se han publicado trabajos en los que se comparan especies raras y
comunes o con presiones de conservacion usando estos marcadores: Smith y Bateman
(2002) encontraron menor diferenciacion genética entre las poblaciones de Eriogonum
hockleyi var. packardae que en la variedad ampliamente distribuida E. s. var. shockleyi.
Por otra parte, Ge y colaboradores (2003) estudiaron a Tetraena mongolica Maxim, una
especie endémica de Mongolia y criticamente en peligro. Estudiaron la variacion genética
entre y dentro de las ocho poblaciones que sobreviven de la especie usando 13 iniciadores
de ISSR, contrario a lo esperado, se encontraron niveles intermedios de diversidad y lo
atribuyen a que la especie estuvo en un refugio durante la dltima glaciacion (a nivel
poblacional: P=48.1%, H,=0.177 y H=0.264; a nivel de especie: P=63.3%, H,=0.213).
Se encontraron bajos niveles de diferenciacion genética segun el andlisis de Nei
(16.91%), el indice de diversidad de Shannon (18.83%) y el AMOVA (15.2%), esta baja
diferenciacion puede ser explicada por el alto flujo génico.

Por lo anterior, estos marcadores demuestran ser una herramienta molecular

adecuada para ser usada en plantas mexicanas.

4.2 Metodologia

4.2.1 Obtencion de muestras

De las especies reportadas para la Barranca de Metztitlan (ver capitulo 1), se decidio
hacer el analisis de la genética de las cinco especies mas representativas de las cuales se
tiene informacion de su biologia reproductiva (capitulo 3): 4. difformis, A. hidalguensis,
A. xylonacantha, A. celsii albicans y A. striata. Para cada especie, se colectaron 3
poblaciones dentro de la Barranca de Metztitlan, a excepcion de A. hidalguensis, especie
de la cual s6lo se encontraron dos poblaciones, mismas que fueron colectadas. La
localizacion de estas poblaciones puede verse en la Figura 8. Adicionalmente se busco
una poblacion fuera de la Barranca para abarcar un drea mayor de la distribucion de cada
especie. Para el caso de 4. celsii albicans, no existen poblaciones reportadas de esta
subespecie fuera de la Barranca de Metztitlan (porque la subespecie es endémica de la
barranca) por lo que se colect6d una poblacion de A. celsii. Todas las poblaciones y su

localizacion se listan en la Tabla 4.
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En cada poblacién se colectaron 40 individuos, procurando que la distancia entre
cada individuo fuera mayor a 10 m, para evitar que se muestrearan dos individuos
genéticos iguales (debido a la alta clonalidad que se ha observado en agaves). De cada
individuo se cortd la penca mds joven localizada al centro de la roseta. Las pencas fueron
trasladadas al laboratorio para ser procesadas (no fue necesario congelar ni refrigerar las
muestras, debido a que la experiencia ha demostrado que el ADN de los agaves puede
obtenerse facilmente incluso si las pencas han permanecido cortadas por varios dias). En
el laboratorio se recortaron pedazos centrales de tejido de aproximadamente 5 x 5 cm, se
etiquetaron, se envolvieron en papel aluminio y se almacenaron a —80 °C en un

ultracongelador.
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Tabla 4. Poblaciones de las cinco especies de Agave analizadas

N°de poblacion Especie Nombre de la localidad Georeferencia
Al A. difformis Metztnoztla, Barranca de Metztitlan, Hgo. 20°37.71° 98°53.49°
A2 A. difformis El Durazno, Barranca de Metztitlan, Hgo. 20°31.60' 98°41.5'
A3 A. difformis Almolon, Barranca de Metztitlan, Hgo. 20°43.48° 98°53.50°
A6 A. difformis Presa Zimapan, Hgo. 20°40.3° 99°29.6°
B1 A. hidalguensis San Pablo Metztnotla, Barranca de Metztitlan, Hgo. 20°37.40° 98°52.51°
B2 A. hidalguensis Tesisco, Barranca de Metztitlan, Hgo. 20°40.29° 98°48.28’
Dl A. xylonacantha Camino Almolon-Gilo, Barranca de Metztitlan, Hgo. 20°43.66° 98°53.24°
D2 A. xylonacantha El Potrero, 1km de la laguna, Barranca de Metztitlan, Hgo. 20°39.80’ 98°50.69°
D3 A. xylonacantha El Salitre (“Cerro Podrido”), Barranca de Metztitlan, Hgo. 20°34.33” 98°45.24°
D7 A. xylonacantha Presa Zimapan, Hgo. 20°40.3° 99°29.6°
C1 A. celsii albicans La Laguna, Barranca de Metztitlan, Hgo. 20°39.43” 98°50.40°
C2 A. celsii albicans Te Cruz Cozapa, Barranca de Metztitlan, Hgo. 20°34.97° 98°46.50°
C3 A. celsii albicans Camino Jihuico-El Carrizal, Barranca de Metztitlan, Hgo. 20°32.64° 98°42.49°
C4 A. celsii Km. 216 Carretera Rio Verde-San Luis Potosi, SLP. 22°03.19° 100°35.21°
F1 A. striata Camino Almolén-Gilo, Barranca de Metztitlan, Hgo. 20°43.66° 98°53.24°
F2 A. striata Carretera El Salitre-Jilotla, Barranca de Metztitlan, Hgo. 20°33.31° 98°44.66°
F3 A. striata Venados, Barranca de Metztitlan, Hgo. 20°28.00' 98°40.75'
F5 A. striata Camino a la Presa Zimapan, Qro. 20°43.1° 99°39.0°
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4.2.2 Extraccion de ADN y amplificacion de ISSRs

Para extraer el ADN se utilizé el método de Doyle y Doyle (1987) modificado para
agaves. El protocolo de extraccion utilizado se muestra en el Apéndice 1.

Utilizando un biofotémetro (BioPhotometer, Eppendorf) se cuantificé la
concentracion de ADN de cada muestra. Con la mitad del volumen total de ADN se
hicieron diluciones a una concentracion final de 15 ng/ul, posteriormente se hicieron
alicuotas de 40 ul con las cuales se hicieron todas las pruebas de optimizacion de los
ISSRs. La otra mitad del volumen de ADN concentrado se almaceno6 a —80 °C para tener
un respaldo.

Para la amplificacion de los marcadores ISSRs se empleo el protocolo propuesto por
Fang y Roose (1997). Se probaron 20 iniciadores procedentes de la serie No. 9 de la
unidad de servicios de proteinas y dcidos nucleicos de la Universidad de Columbia
Britanica, Vancouver, B.C., Canada. De éstos, se escogieron los tres en los que se
observd una mejor definicion de las bandas (loci) y que mostraron al menos 10 loci
polimorficos cada uno: el # 846, el # 853 y el # 811, (manteniendo la nomenclatura usada
por dicha universidad). Las condiciones para las reacciones de PCR y para los programas
de amplificacidn se ajustaron para cada especie y para cada iniciador (Apéndice 1). La
secuencia de los iniciadores seleccionados es: 846=CAC ACA CAC ACA CAC ART,
853=TCT CTC TCT CTC TCT CRT y 811=GAG AGA GAG AGA GAG AC (Res
equivalente a A 6 G).

Los productos de PCR se corrieron en electroforesis de geles de agarosa al 2% en
buffer TBE 1X, los cuales fueron tefiidos con bromuro de etidio a una concentracion de
1.0 ug/ml. Para determinar el peso molecular aproximado de las bandas se emple6 un
marcador de peso molecular de 100 pares de bases (“Nucleic Acid Marker, 100 pb DNA
Ladder”, Invitrogen).

Cada gel fue fotografiado utilizando la cdmara digital Kodak EDAS 240 y las
imagenes fueron digitalizadas usando el programa Kodak ID. Con este programa se
obtuvieron los pesos aproximados de todas las bandas y éstos fueron almacenados en una
matriz de datos, ademas se realiz6 una lectura visual de los geles para confirmar la

homologia de los tamafios de las bandas.
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Con ésta informacion se construy6 una matriz de datos para cada especie en donde en
los renglones se pusieron los individuos y en las columnas los loci encontrados en la
muestra total. En la matriz se coloc6 un nimero uno (1) para representar la presencia de
la banda y un cero (0) para la ausencia, de manera que para cada individuo se obtuvo un
patron de ausencias/presencias que constituyo su genotipo.

Posteriormente, se construyd una matriz total donde se incluyeron todas las especies.
En este caso se consideraron todos los loci encontrados para las cinco especies, cuando
un locus estaba presente en alguna especie y no se encontraba en otra, se pusieron ceros

en todos los individuos de la especie donde no se encontr6 dicho locus.

4.2.3 Analisis de datos

Las matrices de presencia/ausencia de bandas se modificaron de acuerdo al formato
requerido por el software de andlisis en varios tipos, siguiendo las indicaciones de los
siguientes programas: 7FPGA (“Tools for Population Genetic Analyses”; (Miller, 1997),
Arlequin (Schneider et al., 2000), Popgene (Yeh et al., 1999) y formato nexus (Maddison
et al., 1997) para el programa Hickory (Holsinger y Lewis, 2003). Los analisis realizados
se dividen en las siguientes categorias: 1) estadistica descriptiva (diversidad genética
dentro de las poblaciones); 2) estructura genética (diversidad genética entre las
poblaciones): 3) medidas de distancia genética entre poblaciones y métodos de
agrupamiento; 4) medidas de diferenciacion genética entre poblaciones y flujo génico. A
continuacion se describen los andlisis empleados (en el Apéndice 2 pueden encontrarse

las ecuaciones (Ec.) que se emplean para cada analisis).

4.2.3.1 Diversidad genética dentro de las poblaciones

Para las medidas de estadistica descriptiva se calculo:

a) El porcentaje de loci polimérficos (P). Se uso el criterio de 95%, debido a que
cuando n<50, el 99% no es conveniente, porque un alelo cuya frecuencia en la poblacion
sea menor que 1/2n no estara representado en la muestra colectada, incluso si el alelo

tiene una frecuencia de 0.01 6 mayor (Nei, 1987).
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b) Usando las frecuencias alélicas por conteo directo (Ec. 1), se calculd la
heterocigosis esperada en Hardy-Weinberg (Hg) (Ec. 4), y la diversidad genética no
sesgada de Nei (Hs) (Ec. 6). Estos dos métodos (Hz y Hs) pueden ser equivalentes para
loci polimérficos y bialélicos cuando los tamafios son iguales entre poblaciones. H, es el
promedio de Hy para todas las poblaciones, mientras que H, es el valor de heterocigosis
esperado para la especie.

¢) Se calculd la heterocigosis esperada en la poblacion (H ) (Ec. 11) usando la
correccion para el calculo de frecuencias alélicas en marcadores dominantes (Ec. 9)
propuesta por Lynch y Milligan (1994), en donde so6lo se analizaron las bandas cuya
frecuencia observada es menor a 1-(3/N).

d) Se obtuvo el indice de diversidad de Shannon a nivel poblacional (1°,,,) (Ec. 22) y
a nivel de especie (H’y,) (Ec. 23). Este indice usa la presencia/ausencia de bandas como
fenotipo y no asume que la poblacion estd en equilibrio de Hardy-Weinberg. La
estimacion de diversidad fenotipica equivale aproximadamente a la diversidad genética
(Lewontin, 1972; Whitkus et al., 1998).

e) Se obtuvo ademas el estimador bayesiano de frecuencias alélicas para marcadores
dominantes ( H), en el que H se calcula a partir de las frecuencias obtenidas usando la Ec.
20.

Para calcular a), b) y ¢) se empled el programa TFPGA, para d) se empleo el

programa Popgene y para €) se empleo el programa Hickory.

4.2.3.2 Diversidad genética entre poblaciones

Los andlisis de estructuracion son derivados bdsicamente del los estadisticos F de
Wright, y en este trabajo se emplearon las siguientes variantes:

a) Como para los marcadores dominantes hay dos alelos por locus, se usé la G,
(Nei, 1973) que equivale a la F;(Ec. 32). Este método supone que existe equilibrio de
Hardy-Weinberg. El valor de G, se obtuvo con el programa Popgene.

b) El indice F;(60) se calculd también con el método de Weir y Cockerham (1984),
en el que también se asume que la poblacion estd en equilibrio (F,:=0) (Ec. 39).

c) Se obtuvieron estimadores de la varianza de 6 usando jacknife y bootstrap para

generar los intervalos de confianza. Se usaron 5000 iteraciones y un nivel de confianza
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del 95% (Weir, 1996). Tanto el cdlculo de 8 como los intervalos de confianza se
obtuvieron con el programa TFPGA.

d) Se calcul¢ la reparticion de la variacion entre poblaciones con el indice de
Shannon, (Ec. 49) usando el programa Popgene.

e) Los componentes de la varianza se obtuvieron con un andlisis de varianza
molecular para los diferentes niveles jerarquicos (AMOVA), asi como los estadisticos @
analogos a los estadisticos F' (Ec. 45). Las regiones se definieron de acuerdo a la
localizacion geografica. Para las cinco especies hubo dos regiones basicas (dentro y fuera
de la Barranca de Metztitlan). Este analisis se hizo con el programa Arlequin.

f) Se calculd también el estimador bayesiano de G, ( Gy, ) con el programa Hickory
usando la distribucion de probabilidad posterior calculada a partir de la Ec. 44 mediante
el uso de cadenas de Markov Monte Carlo.

g) Se calculd &7, que es el parametro equivalente a Fir segn el método bayesiano
propuesto por Holsinger (Holsinger, 1999; Holsinger et al., 2002; Holsinger y Wallace,
2004) (Ec. 42), con el programa Hickory.

4.2.3.3 Medidas de distancia genética entre poblaciones y prueba de Mantel

a) Se calcul¢ la distancia genética no sesgada de Nei (1978) (Ec. 50 a la 57) para
todos los pares de poblaciones de cada especie con el programa TFPGA.

b) Con los resultados del andlisis de distancia se construy6 un dendrograma usando
el algoritmo de UPGMA (“Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean”) para
cada especie, después para el grupo Marginatae y finalmente para todas las poblaciones
de las cinco especies.

c¢) Para probar la correlacion entre la matriz de distancia genética y la distancia
geografica (en km) se realiz6 la prueba de Mantel (Sokal y Rohlf, 1995). Con el
programa TFPGA se calcularon las matrices de distancias genéticas entre pares de
poblaciones para todas las especies, mientras que las distancias geograficas se obtuvieron
a partir de las coordenadas geogréaficas mediante el programa Arcview 3.2 y se genero

una matriz de distancias geograficas y genéticas para cada especie.
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4.2.3.4 Diferenciacion genética entre poblaciones y flujo génico

a) Para estimar si las diferencias en las frecuencias alélica entre las poblaciones son
significativas, se uso la prueba exacta (Raymond y Rousset, 1995); ésta se realizé con el
programa TFPGA. En esta prueba un valor de p =1 representa una probabilidad de 100%
de que las diferencias observadas se deban al azar; mientras que para aquellos loci con
valores de p menores a 0.05, si hay diferencias significativas en las frecuencias alélicas
entre las poblaciones.

b) El nivel de flujo génico (Nm) se estimé a partir de valores de diversidad genética
entre poblaciones, empleando los valores de & como andlogos a la F, utilizando la Ec.
38.

¢) Otra aproximacion diferente para estimar el flujo génico entre las poblaciones es
obteniendo la F; para cada par de poblaciones por especie (Fg, pareadas). Con el
programa Arlequin se obtuvieron los estimadores de @, para pares de poblaciones y con
éstos también se hizo un cdlculo de Nm, con la informacidn anterior se estimo el nivel de

flujo génico entre pares de poblaciones.

4.3 Resultados

4.3.1 Amplificacion de ISSRs

Para la muestra total que incluye a las 5 especies de Agave, se obtuvieron 65 loci con
los tres iniciadores probados. El nimero de loci por iniciador y por especie se observa en
la Tabla 5, el promedio de loci por especie fue de 50.2.

La especie con mayor numero de loci (57) fue A. xylonacantha y la especie con
menos loci (43) fue A. hidalguensis.

Al analizar los loci que se encuentran solo en una de las cinco especies se encontrd
que A. striata presenta tres loci exclusivos y 4. celsii uno. Ninguna especie del grupo
Marginatae presenta loci exclusivos, pero si se analizan las tres especies juntas, el grupo
presenta dos loci que no se encuentran ni en A. striata ni en A. celsii. Por otro lado, al
comparar los loci que comparten todos los pares posibles de especies, se encuentra que

las especies del grupo Marginatae comparten entre si mas del 80% de los loci (Tabla 6) y
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tanto 4. striata como A. celsii comparten menos del 70% de los loci con el resto de las

especies.

Tabla 5. Numero de loci para cada iniciador de ISSR y para las cinco especies de Agave

Especie INICIADOR INICIADOR  INICIADOR Total
846 853 811
A. difformis 17 15 19 51
A. hidalguensis 16 15 12 43
A. xylonacantha 20 16 21 57
A. celsiiy A. c. albicans 14 16 17 47
A. striata 22 14 17 53
Total para las cinco especies 26 17 22 65

Tabla 6. Loci compartidos entre las cinco especies de agave

A. difformis  A. hidalguensis A. xylonacantha A. celsii A. striata

A. difformis oAk E 45/56 53/59 39/56 41/62
A. hidalguensis 80% Rk 46/56 35/56 37/60
A. xylonacantha 89% 82% kool 42/61 45/64
A. celsii 69% 62% 68% ok 40/61
A. striata 66% 61% 70% 65% R

Sobre la diagonal se encuentra el nimero de loci compartidos entre el total para el par de especies y
bajo la diagonal el porcentaje de loci compartidos por par de especies.

4.3.2 Diversidad genética dentro de las poblaciones

En la Tabla 7 se encuentran los resultados obtenidos con diferentes métodos para
estimar la diversidad genética dentro de las poblaciones para cada especie. No fue posible
obtener el resultado de la amplificacion por PCR para los tres iniciadores en los 40
individuos por poblacion ensayados, de manera que se eliminaron aquellos individuos
para los que solo amplifico un iniciador y se mantuvieron los individuos para los que se
amplificaron dos (en promedio 3.8 individuos por poblacién) o tres iniciadores (en
promedio 35.3 individuos por poblacion). Para todas las poblaciones hay mas de 36

individuos, lo que hace que no haya diferencias significativas en los tamafios de muestra
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(F=1.53, p=0.249). Los resultados obtenidos de Hy y Hs fueron iguales en todos los
casos, por lo que solo se reporta la H.

Los valores de Hgy de H son muy similares entre si y para la comparacion se
analizardn con cuidado los valores de H (calculados segn la correccion de Lynch y
Milligan, 1994). Para las tres especies del grupo Marginatae (4. difformis, A.
hidalguensis y A. xylonacantha) no hay diferencias significativas en los niveles de
variacion genética al comparar los niveles de H (F=2.168, p=0.185) y lo mismo ocurre
cuando se comparan los valores obtenidos con el indice de diversidad de Shannon
(F=2.29, p=0.171). A. hidalguensis presenta un mayor porcentaje de loci polimoérficos
aunque en total presenta menos loci (Tabla 5). Para todas las especies el indice de

diversidad de Shannon es mas alto que el de H (F=79.79, p<0.0001).
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Tabla 7. Estimadores de diversidad genética para las cinco especies de agaves

Especie Poblacion N P Hyg H H;
A. difformis Al 40 62% 0.183 0.181 0.295
A2 40 62% 0.226 0.223 0.348
A3 38 64% 0.211 0.208 0.329
Ab 40 62% 0.198 0.195 0.314
Hg=0.205 H=0202 f,, ~0.321
Total 158 X =62.7% H;=0.226 H;=0.225 H’,=0.358
A. hidalguensis B1 38 62% 0.209 0.206 0.331
B2 40 81% 0.263 0.260 0.404
H=0.236 H=0.205 H’,,=0.367
Total 78 X =76.7% H=0250 H,=0.248 H ’»=0.388
A. xylonacantha D1 39 68% 0.198 0.196 0.322
D2 39 65% 0.198 0.196 0.319
D3 39 70% 0.218 0.216 0.345
D7 38 60% 0.190 0.187 0.303
H=0201 H=0.199 pH’,, =0.322
Total 155 X =754% H=0212 H=0.211 H’,,=0.346
A. celsiiy Cl 38 76.6% 0.241 0.237 0.371
A. c. albicans C2 40 78.7% 0.250 0.247 0.383
C3 38 78.7% 0.267 0.264 0.408
C4 40 70.2% 0.248 0.244 0.274
H=0.251 H=0247 H’,, ~0.359
Total 156 X =89.4% H;=0.279 H=0.278 H ’»=0.435
A. striata F1 36 74.4% 0.281 0.277 0.405
F2 37 69.8% 0.247 0.243 0.357
F3 37 62.8% 0.214 0.211 0.319
F5 40 65.11% 0.232 0.229 0.346
H=0243 H=0237 g, =0.357
Total 150 X =76.7% H=0.264 H=0.263 H ’=0.396

_Hg = Heterocigosis no sesgada de Nei (Ec. 6)
H = Heterocigosis calculada con la correccién de Lynch y Milligan (Ec. 11)
175: Heterocigosis promedio de todas las poblaciones de la especie

H;= Heterocigosis total para la especie

H’;=Indice de diversidad de Shannon para cada poblacién (Ec. 21)

J

H

»
pop

H = Indice de diversidad de Shannon para toda la especie (Ec. 23)

= Indice de diversidad de Shannon para todas las poblaciones de la especie (Ec. 22)
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Agave celsii presenta un mayor numero de loci polimoérficos que el resto de las
especies, mientras que 4. striata presenta un porcentaje similar a las especies del grupo
Marginatae. Los niveles de diversidad son mas altos en 4. celsii y A. striata que en las
especies del grupo Marginatae (comparacion multiple de Tukey p<0.01) y entre éstas dos

especies no hay diferencias significativas en los niveles de variacion (=0.28, p=0.615).

4.3.3 Diversidad genética entre poblaciones

Los estimadores tradicionales de diferenciacion genética para las cinco especies
estudiadas se pueden observar en la Tabla 8 (los estimadores bayesianos se trataran con
mayor detalle més adelante). Para 4. hidalguensis no se realizo el analisis de varianza
molecular (AMOVA) porque s6lo se colectaron dos poblaciones y no fue posible hacer
una agrupacion. Se puede observar en general que los niveles de diferenciacion genética
son bajos en las cinco especies y la mayoria de los valores obtenidos con todos los
estimadores, caen dentro del intervalo de confianza obtenido para la 6. Resulta
interesante resaltar que en A. hidalguensis y en A. xylonacantha, los valores obtenidos
con todos los estimadores son muy similares entre si y ademas el intervalo de confianza
para 6 es menor que para el resto de las especies, lo que puede significar que estas dos
especies estdn mas cercanas al equilibrio de Hardy-Weinberg pues los estimadores no se
ven afectados por esa suposicion. Por otro lado, en A4. difformis, A. celsii y A. striata, 1os

intervalos de confianza son mayores, asi como las diferencias entre estimadores.

Tabla 8. Estimadores de estructuracion genética para las cinco
especies de agaves

Especie N Ggr 6 Dgr H’

A. difformis 158 0.088 0.113 (0.070-0.159) 0.109 0.103
A. hidalguensis 78 0.040 0.064 (0.034-0.097) * 0.054
A. xylonacantha 155 0.056 0.059 (0.036-0.086) 0.053 0.069
A. celsii 156 0.112 0.130 (0.092-0.172) 0.187 0.175
A. striata 150 0.087 0.103 (0.056-0.168) 0.142 0.098

*No se calculd en este caso porque sélo se colectaron dos poblaciones y no se pudo hacer la agrupacién
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Al igual que en los niveles de variacion dentro de las poblaciones, dentro del grupo
Marginatae los niveles de estructuracion de la variacion son similares para las tres
especies. La menor diferenciacion se encuentra en A. hidalguensis y A. xylonacantha
(con valores muy similares para las dos especies) y la mayor en A. difformis. Para estas
dos ultimas especies la ubicacion de las poblaciones fuera de la barranca de Metztitlan
(en la presa Zimapdn) es la misma, pero las poblaciones de A. difformis se encuentran
mads diferenciadas. A. hidalguensis presenta un valor intermedio y para este caso las
unicas dos poblaciones analizadas se encuentran dentro de la barranca de Metztitlan.

Por otro lado, los valores de diferenciacion de A. striata son similares a los de A.
difformis, mientras que para A. celsii y A. c. albicans son mayores que en el resto de las
especies, lo cual puede deberse a mayor diferenciacion taxondmica (al comprar dos
subespecies diferentes) o a que la distancia geogrdfica entre la poblacién de A. celsii es
mayor (ver mds adelante).

Si examinamos los valores de diferenciacion genética s6lo para las poblaciones
dentro de la barranca de Metztitldn, eliminamos el componente de la distancia geografica
y obtenemos los patrones de diferenciacion genética en poblaciones que se encuentran a

distancias geograficas similares. Estos valores se observan en la Tabla 9.

Tabla 9. Estimadores de estructuracion genética para las cinco especies
de agaves dentro de la barranca de Metztitlan

Especie N Gsr 0 Dgr H’
A. difformis 118 0.054 0.064 (0.040-0.088) 0.108 0.061
A. hidalguensis 78  0.040 0.064 (0.034-0.097) - 0.054

A. xylonacantha 117 0.031  -0.007 (-0.363-0.011)  0.043  0.038
A. c. albicans 116 0.062 0.077 (0.045-0.112) 0.129  0.076
A. striata 110 0.070 0.085 (0.054-0.116) 0.138  0.077

Dentro de la Barranca de Metztitldn los niveles de diferenciacién genética en A.
difformis y en A. xylonacantha disminuyen notablemente, en €sta ultima la variacion
dentro de una de las poblaciones es mayor a la total (Tabla 7) por lo que 6 da un valor

negativo, por otro lado el resto de los estimadores producen un valor menor a lo
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observado en la Tabla 8 y también menor al encontrado en las dos poblaciones de A.
hidalguensis, que parecen estar mas diferenciadas entre si que las tres de A.
xylonacantha, pero menos que las tres de A. difformis. La subespecie A. c. albicans
presenta niveles de diferenciacion muy similares a los encontrados en las demds especies,
a diferencia de lo que ocurre cuando se incluye la poblacion externa de A. celsii en donde
la diferenciacién es mayor. Finalmente, los valores en A. striata también disminuyen y
resultan muy similares a los obtenidos en A. c. albicans.

Para realizar el andlisis de varianza molecular se hicieron agrupaciones de las
poblaciones de acuerdo a su posicidn geogréfica (ver mapa de la Fig. 8), y serdn descritas
por separado para cada especie.

Para A. difformis se formaron tres grupos: 1) la poblacion externa A6, localizada en
la Presa Zimapdn, Hidalgo, 2) la poblacion A2 ubicada al sur de la barranca y 3) las
poblaciones Al y A3 que se encuentran al norte de la barranca. El porcentaje de variacion
encontrado dentro de las poblaciones fue de 89.17%, el que existe entre las poblaciones
de un grupo fue del 6.02% y entre grupos de 4.81%, lo que indica que la mayor parte de
la variacion se encuentra dentro de la barranca de Metztitldn (el 95.17%). El patrén puede
observarse en la figura 9A.

Los grupos formados para A. xylonacantha fueron nuevamente 1) la poblacion
externa ubicada en la Presa Zimapdn, 2) norte de Metztitlan, que incluye las poblaciones
D1y D2y 3) sur de Metztitldn (poblacion D3). Los porcentajes de variacion fueron
90.3% dentro de las poblaciones, 4.05% entre las poblaciones dentro de los grupos y
5.65% entre grupos (figura 9B). En esta especie, como en A. difformis, la mayor parte de
la variacion se puede encontrar dentro de las poblaciones y grupos de la Barranca de
Metztitlan (el 94% en total), lo que concuerda con la poca diferenciacion encontrada con

los estimadores de estructura genética.
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Figura 9. Reparticion de la variacion genética segiin el analisis de varianza molecular

(AMOVA)
A. difformis A. xylonacantha
A @ B @
A. celsii A. striata

[ Entre grupos
O Interpoblacional
O Intrapoblacional

Representacion grifica de la manera como se distribuye la variacion genética en las cuatro especies
en las que se realizé el andlisis de varianza molecular. La variacion estd repartida dentro de las
poblaciones [, entre las poblaciones dentro de los gruposE3 y entre grupos Il .

Para A. celsii los grupos fueron 1) la poblacion externa de A. celsii, 2) las

poblaciones de A. c. albicans al norte de Metztitldn (C1 y C2) y 3) la poblacién de A. c.

albicans (C3) al sur de Metztitlan. Los porcentajes de variacion fueron 81.3% dentro de

las poblaciones, 9.53% entre las poblaciones dentro de los grupos y 9.20% entre grupos.

Esto implica nuevamente que la mayor parte de la variacion se encuentra dentro de la

barranca (90%); en este caso es notorio que el aporte de la variacion dentro del grupo

norte de la Barranca es similar al de la poblacion externa que no pertenece a la misma

subespecie. En esta especie fue donde se encontré un mayor porcentaje de la variacion

entre los grupos (figura 9C).

Finalmente, los grupos para A. striata fueron 1) la poblacion externa (F5), 2) sur de

Metztitldn (F2 y F3) y 3) norte de Metztitldn (F1). Los porcentajes de variacion fueron
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87.5% dentro de las poblaciones, 24.3% entre las poblaciones dentro de los grupos y la
aportacion del grupo externo dio un resultado negativo de —11.9%, lo que indica que la
Barranca de Metztitldn contiene toda la variacidn encontrada en esta especie en las
poblaciones muestreadas. En esta especie se encontré el porcentaje mds alto de variacion
explicado por el componente interpoblacional.

Para obtener los estimadores de estructura genética con la aproximacién bayesiana,
fue necesario primero seleccionar el modelo estadistico apropiado que mejor explicara
los indices obtenidos por especie. Para hacer la seleccion del modelo, para cada especie
se corrieron: a) el modelo completo (“full model”) que no tiene suposiciones, b) el
modelo que asume que no hay diferencias en las poblaciones (6=0), c) el modelo que
asume que la poblacién estd en equilibrio (f=0) y por dltimo d) el modelo que relaja todas
las suposiciones (f= “free”). Para decidir entre los diferentes modelos se uso el criterio de
informacidn de desvianza (Desviance Information Criterio o DIC) (Spiegelhalter et al.,
2002), los valores obtenidos se muestran en el apéndice 3. De los valores mostrados en el
apéndice, D es una medida del ajuste del modelo a los datos (el ajuste es mejor mientras
menor sea el valor de D), pD es el nimero aproximado de pardmetros que se estdn
probando, o bien un indice de la complejidad del modelo. D es una medida de la
verosimilitud de la distribucion posterior y se emplea en el cdlculo de pD. El modelo que
se selecciona, es aquel que minimiza la suma de D +pD, es decir, con el valor menor de
DIC (de preferencia la diferencia entre un modelo y otro debe ser de 5 6 6 unidades como
minimo) (Holsinger y Wallace, 2004).

Al analizar los valores de los estadisticos DIC para las cinco especies, se selecciond
en todas el modelo en equilibrio (f=0). Aunque para el caso de A. xylonacantha, A. striata
y A. celsii, 1a diferencia de este modelo con respecto de los otros fue minima.

Una vez seleccionado el modelo para cada especie, en la Tabla 15 se encuentran los
valores de diversidad y estructura obtenidos con el andlisis bayesiano.

En general los niveles de variacion a nivel poblacional y por especie son mayores
que los estimados con los métodos tradicionales y resultan similares a los obtenidos con
el indice de diversidad de Shannon (ver Tabla 7). Mientras que los indices de estructura,

tanto #° como G¢, son un orden de magnitud menores a los de los indices tradicionales.
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Tabla 10. Estimadores de diversidad y de estructura genética para las
cinco especies obtenidos con la aproximacion bayesiana

Especie Modelo H 6° Gy,
A. difformis f=0 Hs=0.3075 0.0054(x0.0017)  0.0035
Hr=0.3086
A. hidalguensis f=0 Hg=0.3213 0.0044(x0.0028)  0.0034
Hr=0.3243
A. xylonacantha =0 Hs=0.2624 0.0046(+0.0014)  0.0030
Hr=0.2632
A. celsii f=0 Hs=0.3436 0.0049(x0.0016)  0.0031
H7r=0.3447
A. striata =0 Hs=0.3206 0.0111(x0.0033)  0.0073
Hr=0.3220

Al comparar lo niveles variacion obtenidos con este método se observa que existen
diferencias significativas en los niveles de variacion entre especies (F=51.03, p<0.0001),
A. xylonacantha presenta la menor variacion y A. celsii la mayor variacion (comparacion
multiple de Tukey p<0.01). Para las tres especies restantes (4. difformis, A. hidalguensis
y A. striata) los niveles de variacion son muy similares y no hay diferencias significativas
entre las tres, aunque si comparamos las especies por pares A. striata es mas variable que
A. difformis (=10.49, p<0.0001).

Para los niveles de estructura con la estimacion bayesiana, los valores son muy
similares entre G5, y 6°. Nuevamente los valores encontrados en las especies del grupo
Marginatae son muy similares entre si, aunque en este caso los niveles de diferenciacion
en A. celsii son también muy parecidos a los de este grupo. Solamente 4. striata presenta

niveles mayores de G2. y .

4.3.4 Distancia genética entre poblaciones y prueba de Mantel

Con el programa TFPGA se calcularon las matrices de distancia genética entre pares
de poblaciones para todas las especies. Por otro lado, las distancias geograficas se
obtuvieron a partir de las coordenadas geogrédficas mediante el programa Arcview 3.2 'y se
generd una matriz de distancias geogrdficas y genéticas para cada especie.

En la Tabla 11 se observan las distancias genéticas (Nei, 1978, debajo de la

diagonal) y las distancias geograficas (km, arriba de la diagonal) para A. difformis. La
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mayor distancia genética ocurre entre las poblaciones Al y A6 y la menor entre las
poblaciones A2 y A3, lo que coincide con la mayor y menor distancia geografica

respectivamente.

Tabla 11. Distancias genéticas (Nei, 1978)
y geograficas (km) para las poblaciones
de A. difformis

Poblacion Al A2 A3 A6

Al woksk 2358 10.60  63.93
A2 0.0233 xxExEk 3012 86.86
A3 0.0125 0.0209 ***** 6247
A6 0.0615 0.0277 0.0541 ke

Para A. hidalguensis la distancia genética entre las dos poblaciones es de 0.0208 y la
distancia geografica de 9.04 km.

En la Tabla 12 se observan las distancias en A. xylonacantha. La mayor distancia
genética ocurre entre las poblaciones D3 y D7, que en este caso también coincide con la
mayor distancia geografica. En general, se observa que la poblacién D7 (que es la mds
lejana geograficamente) se encuentra a distancias genéticas mayores con el resto de las

poblaciones.

Tabla 12. Distancias genéticas (Nei, 1978) y
geograficas (km) para las poblaciones de A.

xylonacantha
Poblacion DI D2 D3 D7
DI kakkx 8357 22.028 63.167
D2 0.0060 *F**** 1377  67.29
D3 0.0112 0.0087 *****  775]
D7 0.0207 0.0240 0.0268  *****

Las distancias genéticas y geogrdficas calculadas para A. celsii se encuentran en la
Tabla 13. Ambas distancias son menores entre las poblaciones C1, C2 y C3, que
corresponden a A. c. albicans. Por otro lado, la poblacién C4 (que ademads de ser la mds
lejana geograficamente, no pertenece a la misma subespecie) se encuentra a distancias

genéticas significativamente mayores con el resto de las poblaciones.
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Tabla 13. Distancias genéticas (Nei, 1978) y
geograficas (km) para las poblaciones de A. celsii

Poblacion Cl c2 C3 4

Cl Rk 1062 18.51  237.03
2 0.0228 x*#*xx 815  247.50
C3 0.0249 0.0374 ***#* 25554
c4 0.0737 0.0891 0.0569  #*#**

En la Tabla 14 se encuentran las distancias genéticas y geogrdficas obtenidas en A.
striata. La mayor distancia genética ocurre entre las poblaciones F2 y F5. En este caso la
poblacion mads lejana geogrdficamente es la F5, aunque los valores de distancia genética
entre esta poblacidn y las otras son en general los mds altos, entre la poblacién F3 y el

resto de las poblaciones la distancia genética también es alta (comparable a la de la F5).

Tabla 14. Distancias genéticas (Nei, 1978) y
geograficas (km) para las poblaciones de A. striata

Poblacion F1 F2 F3 F5

F1 Ak 2412 3598 79.11
F2 0.0122 *#x*k 1187  95.70
F3 0.0369 0.0409 ***x*x 104.53
F5 0.0442 0.0512 0.0359  #*#**

Usando las mismas distancias genéticas registradas en las tablas anteriores, se
construyeron los dendrogramas de relaciones de parentesco con el método UPGMA para
todas la especies por separado (menos para A. hidalguensis), Fig. 10. En los
dendrogramas se puede observar que para A. difformis, A. xylonacantha y A. celsii, las
poblaciones muestreadas dentro de la Barranca de Metztitldn se agrupan juntas
(numeradas de la 1 a la 3 en todas las especies), aunque este patrén no se cumple en A.
striata, donde una de las poblaciones de la barranca (F3) se agrupa con la poblacion

externa.
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En lo que se refiere a los niveles de distancia genética entre poblaciones, €stos son
similares para A. xylonacantha 'y A. striata donde la distancia con la poblacion externa
no es tan grande. Para A. difformis la distancia genética entre las poblaciones de la
barranca es similar a las dos especies anteriores, pero la poblacion externa estd mas lejana
genéticamente (las poblaciones A6 y D7 se localizan en el mismo punto geografico y
destaca la mayor distancia genética en A. difformis). Finalmente, la mayor distancia
genética entre poblaciones se encuentra entre la poblacidn externa de A. celsii con

respecto a las poblaciones de la barranca de la subespecie A. c. albicans.

Figura 10. Dendrogramas de distancia genética para
cuatro especies analizadas individualmente

0.100 0.075 0.050 0.025 0.00 0050 0023 000
——— A difformis (A3) A. xylonacantha (D1)
[ A. difformis (A1) { A. xylonacantha (D2)
A, difformis (A2) A. xylonacantha (D3)
A difformis (A6) A. xylonacantha (D7)
: | : | | I ! I
0.100 0.075 0.050 0.025 0.00 0.050 0.025 0.00
A. celsii albicans (C1) [ A striata (F1)
A. celsii albicans (C2) — A striata (F2)
A. celsii albicans (C3) A. striata (F3)
A. celsii (C4) A. striata (F5)

Al analizar juntas las poblaciones del grupo Marginatae, podemos observar que la
distancia genética es muy cercana entre las tres especies, lo que demuestra su cercania
filogenética (Fig. 11). Cabe destacar que las poblaciones de A. xylonacantha 'y de A.
difformis dentro de la Barranca de Metztitlan son mas similares entre si que con las

poblaciones de estas mismas especies que se encuentran fuera de la barranca y forman un
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grupo separado de A. hidalguensis. La poblacion A6 de A. difformis es la mds lejana al

resto de las especies del grupo (incluyendo las poblaciones de A. hidalguensis).

Figura 11. Dendrograma de distancias genéticas para
las especies del grupo Marginatae
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A. difformis (A2)
— L A xylonacantha (D7)
A. hidalguensis (B1)
A. hidalguensis (B2)
A. difformis (A6)

Se realizé también el andlisis de distancia genética y el UPGMA agrupando a todas
las poblaciones de las cinco especies. La matriz de distancia entre las especies (si se
analizan juntas a las poblaciones de cada especie) se observa en la tabla 15. Nuevamente
la distancia genética es menor para las especies del grupo Marginatae entre si, siendo la
menor distancia la encontrada entre A. difformis y A. xylonacantha (D=0.0138). Por otro
lado, las distancias mayores existen entre A. celsii y A. striata con el resto de las
especies, siendo la mayor distancia la que existe entre A. celsii y A. difformis

(D=0.1405), seguida por la distancia que hay entre A. striata y A. difformis (D=0.1150).

Tabla 15. Distancia genética para las cinco especies de agaves

A. difformis  A. hidalguensis A. xylonacantha A. celsii A. striata

A. difformis oAk

A. hidalguensis 0.0362 oAtk

A. xylonacantha 0.0138 0.0276 HA A

A. celsii 0.1405 0.0907 0.1114 oAk

A. striata 0.1150 0.0901 0.0870 0.0778 oAk

101



En la figura 12 se observa el dedrograma de distancia para las cinco especies juntas.
En la figura resalta la consistencia del grupo Marginatae como una entidad separada de
las demds especies. A. celsii forma otro grupo, donde se observa que la distancia genética
entre A. celsii y A. c. albicans, es comparable a la que existe entre especies diferentes del
grupo Marginatae. Finalmente el drbol muestra que la distancia entre A. striata es mucho

mayor que la que existe entre todas las demds especies (incluida A. celsii).

Figura 12. Dendrograma de distancia genética para las
cinco especies de Agave
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Al hacer el andlisis de aislamiento por distancia con la prueba de Mantel, tanto en A.
xylonacantha (r = 0.9946, p = 0.07) como A. celsii (r = 0.896 p = 0.164) se encontrd que
hay una correlacion positiva entre las dos matrices aunque esta relacion no es
significativa, mientras que en A. difformis (r = -0.228 p = 0.565) y A. striata (r =0.494 p
=0.163) no hay asociacién entre las matrices.

La relacion entre las distancias genéticas y geograficas para las cinco especies puede

verse de manera grafica en la Fig. 13.
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Figura 13. Prueba de aislamiento por distancia para las cinco especies
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Distancia genética

4.3.5 Diferenciacion genética entre poblaciones y flujo génico

El flujo génico por especie fue calculado a partir de los intervalos de confianza para

0. Para A. difformis Nm va de 1.41 a 3.32, para A. hidalguensis de Nm=2.32 a Nm=7.1,

para A. xylonacantha de Nm=2.65 a Nm=6.69, para A. celsii de Nm=1.2 a Nm=2.4 y para
A. striata de Nm=1.2 a Nm=4.2.

Alternativamente a los andlisis anteriores, se hizo también la comparacion de los

valores de F', pareadas para todas las especies (a partir de los valores de @, obtenidos

con el programa Arlequin).

En A. difformis (Tabla 16) se observa que los valores de diferenciacion menores se

encuentran entre las tres poblaciones de la barranca de Metztitldn, donde los niveles de

Nm van de 2.29 a 3.76 indicando que el flujo génico es alto entre ellas. Los valores de

Nm de la poblacion externa contra las internas van de 1.81 a 2.29.
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Tabla 16. F;; y Nm pareadas para las
poblaciones de A. difformis

Poblacion Al A2 A3 A6
Al Hokokkok 2.87 3.76 1.55
A2 0.07990  **x*x* 2.29 1.81
A3 0.06230 0.09825  *kk** 1.67
A6 0.13824 0.12091 0.13015 sk

En A. xylonacantha (Tabla 17) los niveles de diferenciacidn son bajos, lo que refleja

un alto flujo génico incluso con la poblacion externa (en ésta Nm va de 2.48 a 3.96),

mientras que entre las poblaciones de la barranca Nm va de 14.49 hasta 49.65.

Tabla 17. F;; y Nm pareadas para las
poblaciones de A. xylonacantha

Poblacion DI D2 D3 D7
D1 HokEk 14.49 49.65 2.48
D2 0.01695  *xskekx 26.12 2.57
D3 0.00501 0.00948  #****x 396
D7 0.09150 0.08848 0.05938 ki

Para el caso de A. celsii (Tabla 18) los niveles de diferenciacion son moderados

dentro de la barranca (subespecie A. c. albicans) y por lo tanto los niveles de flujo génico

también los son (Nm de 1.33 a 2.37). Por otro lado, el flujo génico entre la poblacion

externa y las poblaciones de A. c. albicans es menor a uno (Nm de 0.69 a 0.94)

Tabla 18. Fy; y Nm pareadas para las

poblaciones de A. celsii

Poblacion Ci 2 Cc3 C4

C1 oAk 2.21 2.37 0.92
2 0.10126  *#sk** 1.33 0.69
C3 0.09541 0.15760  ****x (.94
c4 0.21212 0.26403 0.20917 wkxx
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Agave striata por otra parte (Tabla 19), presenta niveles altos de flujo génico sélo
entre las poblaciones F1 y F2 (Nm=3.64), aunque resalta el hecho de que el Nm es mayor

a uno entre la poblacion 3 dentro de la barranca y la poblacion 5 que es externa.

Tabla 19. F; y Nm pareadas para las
poblaciones de A. striata

Poblacion Fli F2 F3 F5

F1 HoAAK 3.64 0.96 1.16
F2 0.06420  Hskekx 0.88 0.907
F3 0.20622 0.17657  **x#x* 1.89
F5 0.21943 0.21607 0.11652

4.4 Discusion

4.4.1 Niveles de diversidad genética dentro de las poblaciones

Los niveles de diversidad genética encontrados en especies de plantas dependen de
diversos atributos ecologicos que son especificos para cada especie, tales como el ciclo
de vida, la distribucidon geografica o el modo de reproduccion, entre muchos otros
(Gaudeul et al., 2000). Al revisar los datos acumulados de analisis de diversidad genética
con isoenzimas, Hamrick y colaboradores (1991) encontraron que las especies
ampliamente distribuidas, de ciclos de vida largos, polinizadas por viento y que se
entrecruzan, presentan mayor diversidad genética que aquellas con los atributos
contrastantes (de distribucion local, anuales y que se auto-polinizan).

Las revisiones que se han hecho para estimaciones de diversidad realizadas con
marcadores dominantes han demostrado que también hay una fuerte correlacion con el
ciclo de vida de la planta. De acuerdo con Bartish (1999), el sistema reproductivo es
crucial para explicar los niveles de variacion. También con marcadores dominantes se ha
observado que existe una diferencia significativa de los niveles de diversidad genética
segun distintas historias de vida, sistemas reproductivos y estatus sucesional (Nybom,
2004); segun esta autora los niveles menores de variacion dentro de las poblaciones se
encuentran en especies anuales que se auto-polinizan y en las que son sucesionales

tempranas.
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En el presente trabajo se encontrd que las dos especies con valores mas altos de
diversidad fueron 4. celsii y A. striata. Estas especies son las de menor tamafio y esto
presumiblemente también afecta la duracion de su ciclo de vida, ya que presentan un
ciclo reproductivo mas corto que el resto de las especies estudiadas (Rocha et al., 2005).
Por otro lado las especies del grupo Marginatae se apegan mas a los valores encontrados
en plantas longevas perennes.

De acuerdo a Hamrick y Godt (1989) también hay una fuerte asociacion entre el
rango geografico y la diversidad genética. Los andlisis de isoenzimas concluyen que las
especies endémicas y de distribucion restringida poseen niveles menores de diversidad
debida a deriva génica y flujo génico restringido (Karron, 1987; Hamrick y Godt, 1996).

En contraste, Nybom (2004) no encontrd asociacion entre la diversidad observada en
marcadores dominantes y la distribucion espacial, lo cual se asemeja a los resultados
obtenidos en el presente trabajo. Por ejemplo, A. striata es la especie con mas amplia
distribucion (Fig. 7) y presenta niveles de diversidad mayores que los de las otras
especies, sin embargo, A. c. albicans es una subespecie endémica de la Barranca con
distribucion muy restringida, y contrario a la prediccion, es la especie que presenta
niveles de diversidad mas altos. Por otro lado en las especies del grupo Marginatae no
hay diferencias significativas en los niveles de variacion, pero existen en su distribucion
espacial, aunque A. hidalguensis tiene la distribucion mas restringida, mientras que A.
xylonacantha y A. difformis tienen una distribucion regional amplia. Los niveles de
variacion intrapoblacional no pueden ser explicados en estas especies por los patrones de
distribucion espacial, lo cual dificulta hacer el analisis de diversidad usando los criterios
de rareza que se discutieron en el capitulo 1.

En compilaciones previas de estudios realizados con RAPDs en plantas (Nybom y
Bartish, 2000), la media de diversidad a nivel poblacional es de H=0.214. los resultados
obtenidos en este trabajo son muy cercanos a esta media. En los valores de la Tabla 20,
observamos que los niveles de diversidad encontrados en las cinco especies de Agave son
mas altos que los reportados para monocotiledoneas de polinizacion cruzada y similares a
los encontrados con marcadores dominantes para plantas perennes longevas de
distribucion regional, dispersadas por viento o de ciclo sucesional medio. Por otro lado,

empleando estos mismos marcadores, Aguirre (2004) encontrd niveles mas altos de
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Tabla 20. Medidas de diversidad y estructura genética en Agave, en comparacion con
otras especies y grupos de plantas

Especie H P Fsr  Marcador Referencia

A. difformis 0.225 63  0.113"  ISSRs  Este trabajo

A. hidalguensis 0.248 77  0.064' ISSRs Este trabajo

A. xylonacantha 0.211 75 0.059' ISSRs  Este trabajo

A. celsii 0.278 89  0.130' ISSRs Este trabajo

A. striata 0.263 77  0.103' ISSRs Este trabajo

A. cupreata 0.29 &9 0.14' ISSRs (Aguirre, 2004)

A. potatorum 0.27 83  0.08' ISSRs  (Aguirre, 2004)

A. garciae-mendozae 0.27 85 0.10' ISSRs (Gonzalez, 2004)

A. subsimplex 0.14 76  0.08' RAPDs (Navarro-Quezada et al., 2003)

A. cerulata 0.24 90  0.10'/ RAPDs (Navarro-Quezada et al., 2003)

A. deserti 0.19 78 0.14' RAPDs  (Navarro-Quezada et al., 2003)

A. lechuguilla 0.39 96 0.09° Isoenzimas (Silva-Montellano y Eguiarte,
2003b)

A. victoriae-reginae 033 83 0.24° Isoenzimas (Martinez-Palacios et al., 1999)

Manfreda brachystachia 048 100  0.03° Isoenzimas (Eguiarte et al., 2000)

Yucca 0.20 68 0.17° Isoenzimas (Massey y Hamrick, 1998)

Plantas de polinizacion 0.27 0.22° RAPDS*  (Nybom, 2004)

cruzada

Monocotiledoneas de 0.158 52.5 0.157° Isoenzimas (Hamrick y Godt, 1996)

polinizacion cruzada

Monocotiledéneas 0.19 --- 0.38 RAPDs  (Nybom y Bartish, 2000)

Perennes longevas 0.18 655 0.094° Isoenzimas (Hamrick y Godt, 1996)

Perennes longevas 0242 - 0.25 RAPDs  (Nybom y Bartish, 2000)

Perennes longevas 025 -  0.19° RAPDs*  (Nybom, 2004)

Distribucion regional 0.171 599 0.12° Isoenzimas (Hamrick y Godt, 1996)

Distribucion regional 0222 - 043 RAPDs  (Nybom y Bartish, 2000)

Distribucion regional 021  --- 0.28* RAPDs*  (Nybom, 2004)

Dispersion por viento 027 --- 0.17° RAPDs*  (Nybom, 2004)

Sucesional medio 021  --- 0.27% RAPDs*  (Nybom, 2004)

Estimadores obtenidos con diferentes indices: '0, *Gsy, *Fr
*En este trabajo se analizaron de manera conjunta datos de RAPDs, AFLPs e ISSRs
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diversidad en 4. cupreata y A. potatorum ambas con distribucion regional, mientras que
Gonzélez (2004) reportd también niveles altos de diversidad en 4. garciae-mendozae,

cuya distribucion es mas restringida y muy especifica para ciertos ambientes.

4.4.2 Distribucion de la diversidad genética entre poblaciones

La estructura genética refleja las interacciones de diferentes procesos, incluyendo la
historia evolutiva a largo plazo (cambios en la distribucion de las especies, fragmentacion
del habitat, aislamiento de las poblaciones), las fuerzas evolutivas como la mutacion, la
deriva, el flujo génico y la seleccion (Slatkin, 1987; Schaal et al., 1998).

En los anélisis comparativos en diferentes estudios hechos con RAPDs para
especies que se entrecruzan, las estimaciones de diferenciacion genética entre
poblaciones (usando el indice de Shannon) van del 15 al 38%, y con AMOVA e indices
relacionados con Fgr se han encontrado menores al 20% (Bussell, 1999).

Usando diferentes métodos de andlisis en este trabajo se han llegado a conclusiones
similares: las cinco especies presentan niveles bajos de diferenciacion genética (6=0.064-
0.130 y Gs7=0.088-0.112). Los valores mas altos los encontramos en A. celsii y después
en A. striata y A. difformis. En estas tres especies se ha observado que predomina la
reproduccion clonal. Por otro lado, las otras dos especies del grupo Marginatae (4.
xylonacantha y A. hidalguensis) presentan niveles de diferenciacion muy bajos y
coinciden en que son las especies donde parece ser mas importante la polinizacidon por
murciélagos (capitulo 3), por lo que se espera que haya un elevado flujo génico entre sus
poblaciones (ver mas adelante). Por otra parte, la media de diferenciacion poblacional
encontrada con analisis de marcadores dominantes fue de Fs;7=0.35 y Gsr=0.29 (Nybom,
2004), valores que estan por encima de los encontrados en este trabajo.

En general se ha demostrado que los valores mayores de Fsr se observan en plantas
anuales, que se dispersan por gravedad y que son sucesionales tempranas, mientras que
los valores menores se han encontrado en especies endémicas. En este trabajo, la
subespecie endémica analizada 4. c. albicans, no solo presenta niveles altos de
diversidad, sino niveles mayores de diferenciacion genética que el resto de las especies,

contrariamente a lo esperado. La ausencia de diferenciacion genética observada en las
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cinco especies se puede explicar por un alto flujo génico (que contrarresta el efecto de la
deriva) o bien por la combinacién del efecto del movimiento de los polinizadores y las
altas tasas de entrecruzamiento (Zawko et al., 2001). Alternativamente se puede deber
también a la historia de las poblaciones, por ejemplo si han colonizado el ambiente
recientemente o si se trata de especies de reciente aparicion (Gaudeul et al., 2000), para el
caso de las especies del género Agave tenemos evidencias de que han tenido una rapida
diversificacion y podemos esperar que se trate de especies relativamente jévenes
(Capitulo 2).

Al analizar los patrones observados para cada especie, encontramos que para A. c.
albicans hay una clara diferencia en el analisis de la estructura genética si se incluye a la
poblacion externa que no pertenece a la misma subespecie. Al incluir a esta tltima, los
indices de estructura aumentan notoriamente, lo que indica que esta poblacion estd muy
diferenciada del resto, debido a diferencias taxondmicas o a la distancia geografica. Al
analizar solo las poblaciones de la subespecie A. c. albicans, los indices de estructura se
vuelven menores incluso que los de 4. striata, pero continian siendo mayores a los de las
especies del grupo Marginatae. Para el caso de A. striata, no hay una clara diferencia si se
incluye a la poblacion externa, lo que sugiere que las poblaciones internas estan tan
diferenciadas como la externa y en tal caso, puede explicarse por el menor movimiento
de los polinizadores (una gran variedad de polinizadores diurnos visitan las flores de esta
especie, ver capitulo 3). Para estas dos especies las observaciones en campo sugieren una
marcada preferencia por la reproduccion asexual, lo que podria explicar los patrones de
estructura observados.

Analizando ahora a las especies del grupo Marginatae, observamos que en el caso
de A. xylonacantha y A. difformis la poblacion externa coincide en la ubicacion
geografica y la estructura es mayor para A. difformis. En estas especies no hay una
diferencia notoria en los patrones de visitas de polinizadores, de manera que su mayor
estructura se puede deber a que las especies difieran en edad o bien a que la alta
clonalidad que se observa en 4. difformis repercute en su mayor estructura. Finalmente,
en A. hidalguensis no hay un punto de comparacion fuera de la barranca, sin embargo

dentro de la barranca los valores son intermedios entre A. xylonacantha 'y A. difformis.
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Por otro lado, los analisis de varianza molecular efectuados en cuatro especies
también aportan informacion interesante. Se puede observar en la figura nueve un
componente interpoblacional muy alto en 4. striata, en esta especie un porcentaje
importante de la diversidad se encuentra entre las poblaciones muestreadas en Metztitlan,
pero el componente entre el grupo de Metztitlan y el exterior no es perceptible. De
manera contrastante para 4. xylonacantha la variacién genética esta repartida de manera
preferente dentro de las poblaciones de Metztitlan que son muy diversas genéticamente y
los componentes interpoblacionales, pero entre grupos son menores. Para A. difformis 'y
A. c. albicans, el mayor porcentaje de la variacion también se encuentra dentro de las
poblaciones y hay una reparticion similar entre el componente entre poblaciones y entre
grupos, esto indica que la aportacion a la variacion de la poblacion externa es similar a la
aportacion entre las poblaciones de la barranca, lo que concuerda con la mayor
diferenciacion con los indices F. Sin embargo, nuevamente observamos que la mayor
proporcion del componente entre grupos se presenta en A. c. albicans donde la poblacion
externa estd mas diferenciada y mas distante.

Finalmente, los estimadores bayesianos arrojan medidas que varian en un orden de
magnitud con el resto de los estimadores, por lo cual sera necesario afinar el modelo

probabilistico usado en la asignacion de la distribucion prior. Los valores obtenidos de

B . . . . . .
G, son muy similares entre las cinco especies, siendo mayor solamente para 4. striata.

4.4.3 Distancia genética y analisis de aislamiento por distancia

Al analizar las distancias genéticas y los dendrogramas para cada una de las especies,
se observa que para A. difformis, A. xylonacantha 'y A. celsii, las poblaciones dentro de la
barranca estan mas cercanas entre si y la poblacion externa estd mas lejana. Un patron
interesante se observa con A. xylonacantha 'y A. difformis, que son especies del mismo
grupo, tienen valores similares de diversidad y patrones similares de visitas de
polinizadores y la distancia geografica con la poblacion externa es la misma, por lo que
destaca el hecho de que la poblacion externa de A. difformis sea mas lejana
genéticamente que la de A. xylonacantha, la explicacion a esta mayor distancia puede ser
por un lado la mayor clonalidad observada en campo en A4. difformis, o bien que las

poblaciones de A. xylonacantha sean mas recientes o que mantengan un mayor flujo
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génico. El analisis conjunto del grupo Marginatae (Fig. 11), permite observar que las
poblaciones de A. difformis y A. xylonacantha internas a la Barranca son mas similares
entre si que con las poblaciones de la misma especie fuera de la Barranca, lo que sugiere
que se estd manteniendo cierto flujo génico entre estas dos especies y ademas que se
encuentran muy cercanas genéticamente.

Uno de los resultados mas destacados de este trabajo es que los marcadores
moleculares seleccionados parecen reflejar de manera acertada las relaciones de
parentesco entre las especies. Se tienen evidencias de que A. striata es el grupo basal de
los agaves (Good-Avila, com. pers.) y en la figura 12 se puede observar que la distancia
genética es muy elevada con respecto al resto de las especies. Por otro lado, en esta
misma figura se observa que la distancia entre A. celsii y A. celsii albicans, es similar a la
que existe entre especies diferentes del grupo Marginatae. A partir de este resultado
valdria la pena explorar con otros marcadores moleculares que tengan mayor resolucion,
el estatus taxonomico de 4. c. albicans, ya que podria tratarse de una especie endémica
para la Barranca de Metztitlan.

Finalmente, otra alternativa que podria explorarse, es el usar estas distancias
genéticas como reloj molecular, ya que en caso de poderlo hacer, se podria obtener una
estimacion de la divergencia entre estas especies de Agave.

En cuanto a la relacion que guardan las distancias genéticas con las geograficas, la
prueba de Mantel efectuada para todas las especies demuestra que no se sigue un modelo
de aislamiento por distancia, aunque si ocurre de manera marginal (no estadisticamente

significativa) en A. xylonacan7thay A. celsii.

4.4.4 Flujo génico

En lo que respecta a los niveles de flujo génico, se sabe que si el flujo génico por
generacion (Nm) es mayor que uno y menor que cuatro, entonces hay mas de un migrante
exitoso por generacion, por lo que el flujo génico estd homogeneizando las poblaciones
en cierto grado (Slatkin, 1987). En este trabajo se observaron valores de Nm mayores a

uno entre las poblaciones de todas las especies, a excepcion de las poblaciones de A.
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celsiiy A. c. albicans y de dos poblaciones de A. striata que mostraron una distancia
genética alta entre ellas.

Se considera que los altos valores de flujo génico encontrados en la mayoria de las
especies, son un reflejo de las grandes distancias geograficas que pueden recorrer los

murciélagos polinizadores, homogeneizando asi las poblaciones.
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CAPITULO 5

DISCUSION GENERAL

En este capitulo se discuten los resultados obtenidos en las diferentes
fases del estudio efectuado en las cinco especies de Agave. Se
integra la informacién ecolégica y genética acumulada. Se discute acerca
de las posibles explicaciones a la coexistencia de las especies encontradas
hasta el momento, asi como las evidencias de separacion del nicho entre
las especies. En la seccién de biologia reproductiva se sefala la
importancia de las evidencias encontradas sobre la polinizacion por
murciélagos en el subgénero Littaea y el papel de los visitantes florales.
Finalmente, se hace un recuento de las implicaciones de los resultados

obtenidos de la genética de poblaciones de estas especies.
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5.1 Diversidad de agaves y su coexistencia en la Barranca de
Metztitlan

5.1.1 Coexistencia de los agaves en la Barranca de Metztitlan

La Barranca de Metztitldn es un sitio que llama la atencidn por su gran diversidad de
especies y destaca de modo importante la coexistencia de una decena de especies de
agaves. En este primer trabajo acerca de la historia natural de los agaves mads
representativos de la zona, se ha comenzado con la comprension de algunos de los
mecanismos que mantienen la coexistencia de estas especies.

Una de las primeras aproximaciones para entender la coexistencia ha sido el definir
los ejes del nicho en los que pueda haber sobreposicion. Como se ha sugerido que las
especies mas cercanas filogenéticamente tendrdn una mayor superposicion en el nicho,
hemos evaluado varios pardmetros en las cinco especies, poniendo especial atencion en
las tres especies mds cercanas (A. xylonacantha, A. difformis y A. hidalguensis) que
pertenecen al grupo Marginatae, en las que se esperaria una mayor sobreposicion del
nicho. Al respecto se ha observado que por lo regular estas especies no se encuentran
juntas en los mismos sitios y cuando lo estdn, las densidades poblacionales de alguna de
ellas no son altas (Arzate, com. pers.). Serd necesario explorar en el futuro las densidades
poblacionales en las zonas donde se sobreponen las especies para evaluar si estdn cerca
de su capacidad de carga y por lo tanto predecir si puede existir la competencia. A largo
plazo, el realizar estudios demograficos en las zonas donde estas especies se sobreponen
también ayudard a demostrar si la coexistencia puede ser estable o inestable (Chesson,
2000).

En estas tres especies (y en general en las cinco especies analizadas) no existe la
sobreposicion en la época de floracidon, de manera que se minimiza la competencia por
polinizadores; previamente ya se ha demostrado que la asincronia en épocas de floracion
puede ser una barrera precigodtica en especies simpatricas (Husband y Sabara, 2004). Por
otra parte, el aspecto en el que mas se ha trabajado la complementariedad fenoldgica es
en el funcionamiento de los ecosistemas, ya que cuando las fenologias estan desfasadas

se ofrece un recurso a los polinizadores a lo largo de todo el afio. En la comunidad de
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Metztitlan se podria evaluar en un futuro la importancia del corredor ecoldgico que
forman los agaves y cactaceas columnares para el mantenimiento de las poblaciones de
los murciélagos nectarivoros.

Sin embargo, para poder determinar si existe competencia entre las especies de una
manera directa, es necesario realizar experimentos de remocion, adicion y sustitucion de
especies en jardines comunes, lo cual es muy complicado en especies de ciclos de vida
largos como los agaves.

Por otro lado, también es importante considerar las alternativas que existen para
explicar la coexistencia de especies similares. Una teoria alternativa a la competencia es
la teoria neutra que predice que las especies similares troficamente coexisten por
procesos ecoldgicos y evolutivos estocasticos que actian a escala local y regional, que
determinan que la especies se diferencien en su abundancia relativa o se extingan
(Hubbell, 2001; Hubbell, 2003; Gaston y Chown, 2005). Los agaves podrian ser un
ejemplo comparable al de los bosques tropicales en donde varias especies similares viven
en simpatria.

Si comparamos la teoria neutra con la genética de poblaciones, podriamos pensar
que como en la segunda, la neutralidad explica bien gran parte de la variacidon genética
sindbnima, sin embargo la variacion estocastica (mutacion y deriva) adquiere menos
importancia cuando la seleccion es fuerte. De un modo similar los sistemas ecoldgicos
podrian operar en un continuo de fuerzas neutras y no neutras variando la importancia en

diferentes tipos de ensambles y comunidades (Gaston y Chown, 2005)
5.1.2 Desplazamiento de caracteres

En animales el eje del nicho del tamafio corporal ha sido muy importante para
entender la estructuracion de las comunidades, los ejemplos cldsicos son los de
comunidades de roedores que se segregan en tamafo. Existe la posibilidad de usar el
tamafio corporal como eje del nicho importante en plantas, ya que se considera que el
tamafio corporal refleja la relacion entre el organismo y el medio. En particular, para
agaves el tamafio corporal resulta ser muy importante para la reproduccion (existen
teorias sobre estrategias de vida y semelparidad que se basan en el tamafio al que las

especies “deciden” reproducirse debido al costo-beneficio de reproducirse o de esperar la
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reproduccion). En este trabajo se ha demostrado una separacion en los tamafios de las

cinco especies, lo que sugiere un uso diferencial de los recursos.

5.1.3 Convergencia de especies en la Barranca de Metztitlan vs.

especiacion simpatrica

Aun es necesario evaluar entre las dos alternativas que explican la coexistencia: por
un lado las especies pudieron colonizar la zona y por medio de diferenciacion ecologica
del nicho ha sido posible su coexistencia. O, por otro lado la barranca es un centro de
especiacion muy importante para el subgénero Littaea.

Recientemente, se han empleado andlisis genéticos y filogenéticos como pruebas
retrospectivas de la especiacion simpatrica (Via, 2001). Tales analisis incluyen medir las
edades de los taxa y comparar con el area de distribucion (Barraclough y Nee, 2001). Los
arboles filogenéticos, junto con informacion geografica y ecologica de las especies, dan
una evidencia indirecta de los eventos de especiacion que dieron lugar a los ensambles de
especies en la actualidad (Berlocher, 1998).

Por otro lado se ha demostrado que las interacciones ecoldgicas pueden ser una
fuerza muy importante para que ocurra el aislamiento reproductivo en simpatria (Doebeli
y Dieckmann, 2000, 2003). Incluso existe la teoria de que en las poblaciones que estan
estructuradas geograficamente, las interacciones estan localizadas espacialmente, a lo
largo de gradientes ambientales que pueden facilitar la especiacion por seleccion
dependiente de la frecuencia y producir los patrones de segregacion geografica entre las
especies emergentes.

En el Capitulo 2 del presente trabajo exploramos el posible papel que han jugado
las interacciones con los polinizadores (murciélagos nectarivoros) en la radiacion
adaptativa del género Agave. Las inflorescencias se han ido seleccionando al grado de
producir recursos tan abundantes que la planta muere después de la reproduccion.
Comparativamente con el resto de géneros de la familia, el género Agave ha sido
particularmente exitoso con la estrategia de polinizacidon que emplea. También
discutimos el hecho de que la desertificacion de Norteamérica abri6 la posibilidad para

los agaves de invadir nuevos nichos con relativamente pocos competidores. Ademas de
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todas las adaptaciones morfo-fisioldgicas a ambientes aridos que han facilitado su

dispersion y diversificacion exitosa.

5.2 Biologia reproductiva

5.2.1 Sistemas de polinizacion en los agaves de Metztitlan

En este trabajo se ha demostrado que los agaves del subgénero Littaea de la
Barranca de Metztitlan muestran caracteres florales asociados al sindrome de
polinizacion por murci€lagos, y que se comportan de una manera diferente a la propuesta
anterior para las dos secciones, en que se suponia una polinizacion primordialmente por
insectos en el subgénero Littaea, ademds mostramos evidencias de que los murciélagos
son el visitante preponderante en cuatro de las cinco especies.

La idea generalizada de la dicotomia entre los subgéneros de Agave se basa en los
estudios que se habian realizado fuera del rango de distribucion de los murciélagos
nectarivoros, con este trabajo se dan evidencias de la importancia de los murciélagos
como polinizadores en las zonas donde los agaves se encuentran dentro del area de
distribucion de los murciélagos.

Otro cuestionamiento que surge del presente trabajo es si los agaves tienden hacia
una alta especializacion con los murciélagos polinizadores. Al respecto ha resultado ser
util la comparacion con los resultados obtenidos previamente en estudios realizados con
cactaceas columnares. Por ejemplo, Fleming sugiere que para las cactaceas, cuando los
polinizadores efectivos no son confiables espacial o temporalmente, la seleccion natural
puede favorecer que ocurra el cambio en el sistema de polinizacion. Al norte de la
distribucion de los agaves, se pudieron estar seleccionando las inflorescencias con néctar
mas concentrado y que cambiaron a liberar polen y néctar durante el dia.

Con los experimentos realizados en este trabajo, es posible predecir que la funcién
de los polinizadores secundarios (diurnos) sea el aumentar la adecuacion de la planta. Por
ejemplo un sistema altamente especializado dejaria de producir néctar o bien lo
reabsorberfa para evitar el gasto energético y que fuera consumido por otros

polinizadores, no seria lo suficientemente general como para atraer otros visitantes.
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Es muy dificil que ocurra una especializacion extrema al polinizador, mientras que
los sistemas generalistas son menos susceptibles a la desaparicion de los polinizadores,
por ejemplo, las especies que se encuentran fuera del rango de distribucion de los
murciélagos pueden sobrevivir dependiendo de otros polinizadores. Nosotros pensamos
que el efecto de los polinizadores diurnos es aditivo al de los nocturnos y aumenta el
€xito para las ocasiones en que no se presentan polinizadores nocturnos, también hemos
observado gran variacion en las frecuencias de visitas de murciélagos entre dias, dias con
mayor actividad que otros.

Por otro lado, el mantenimiento de la especializacion hacia los murciélagos puede
deberse a varias razones. Una es que la evolucion de los caracteres florales ha sido
paralela a la interaccion con el polinizador y como resultado ocurre toda una integracion
genética que determina estas estructuras, si el polinizador dejara de estar en la misma
zona que la planta, seria muy dificil que se pierda esta integracion, por otro lado otros
mecanismos interesantes por los que se puede mantener la especializacion son: otros tipos
alternativos de reproduccion de las plantas, como el tener mecanismos asexuales como
clonalidad, o bien tener auto-polinizacion facultativa o ciclos de vida largos, todos ellos

también observados en el género Agave.
5.2.2Visitantes florales

Este trabajo es el primero que reporta visitas de murciélagos a agaves del subgénero
Littaea. Los murci¢lagos son el polinizador més importante para todas las especies menos
para 4. striata.

Es claro que los murciélagos tienen un efecto mayor al observar la carga de polen
que llevan, la cantidad de visitas y el impacto sobre las flores, lo que sugiere que en cada
visita se depositan mucho mas granos de polen que ademads proviene de distancias
geograficas mayores.

Los indices de sobreposicion del nicho y de similitud nos dan una idea de que tanto
comparte el ensamble de polinizadores los diferentes agaves. La mayor similitud de
composicion de polinizadores se da entre A. xylonacantha 'y A. sp, pero ambas estan

claramente separadas temporalmente.
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A. c. albicans parece sobreponerse mucho en la composicion de los polinizadores
con las especies con las que se sincroniza en polinizacion, pero esta claramente separada

en el eje del nicho de tamafio.
5.2.3 Evolucion de la semelparidad

El modelo del esfuerzo reproductivo sugiere que la evolucion de la semelparidad ha
ocurrido cuando la altura de la planta afecta su atraccion de polinizadores y cada vez se
aumenta mas el esfuerzo hasta llegar al esfuerzo maximo de enviar sus reservas a la
produccion de la inflorescencia.

Schaffer y Schaffer (1977) propusieron que los polinizadores, en especial los
murciélagos seleccionan plantas con inflorescencias cada vez més grandes.

Esta seleccion se puede medir a partir la comparacion entre los tamafos de las
inflorescencias y el éxito reproductivo (medido como el fruit-set o el seed-set).

En el presente trabajo encontramos también una correlacion positiva entre el tamafio
de la inflorescencia y el fruit-set para A. celsii albicans, A. difformisy A. sp., pero no

existe para A. striata 'y A. xylonacantha.

5.3 Genética de poblaciones

Los estudios concernientes al origen, mantenimiento y distribucion de la diversidad
genética en plantas han permitido conocer mas acerca de los modos de especiacion,
adaptacion y dinamica poblacional. La distribucion de la diversidad genética puede ser
influenciada por caracteres de historias de vida, teniendo los sistemas reproductivos un
efecto muy significativo (Hamrick y Godt, 1996).

Las especies que se auto-polinizan tienen un alto nivel de diferenciacion genética y
una uniformidad dentro de las poblaciones, mientras que en las exdgamas hay mayor
diversidad dentro de las poblaciones y menos diferenciacion genética (Hamrick y Godt,
1996). En este trabajo hemos podido comparar los patrones de variacion genética en
cinco especies relacionadas filogenéticamente aunque con ciertas caracteristicas

ecologicas contrastantes.
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5.3.1 Sobre los marcadores moleculares ISSRs

El uso de marcadores dominantes como los ISSRs (RAPDs, AFLPs, etc.) ha sido
discutido debido a las suposiciones que se deben hacer para efectuar los analisis de
frecuencias alélicas, de diversidad y de estructura genética (Lynch y Milligan, 1994;
Szmidt et al., 1996; Isabel et al., 1999; Zhivotovsky, 1999; Krauss, 2000). Con la
evidencia generada en los ultimos afios en diferentes especies de plantas, y con los
estudios comparativos que se han realizado (por ejemplo Nybom, 2004), se ha
demostrado que son marcadores utiles, confiables, y que por su bajo costo y facil
implementacion son una buena opcion para estudios de variacion genética con diferentes
enfoques (Wolfe, 2005). Por ejemplo, estd documentado el uso de estos marcadores para
determinar los niveles de diversidad genética en especies con necesidades de
conservacion (Esselman et al., 1999; Camacho y Liston, 2001; McGlaughlin et al., 2002;
Smith y Bateman, 2002; Ge et al., 2003; Ge et al., 2005b; Ge et al., 2005a).

Se ha estudiado con particular atencion la manera en que se pueden obtener
resultados mas confiables al utilizar estos marcadores y se han llegado a diferentes
conclusiones. Por ejemplo, un trabajo definitorio en la manera en que se pueden analizar
estos marcadores fue el publicado por Lynch y Milligan (1994) en donde hacen una serie
de recomendaciones para evitar el sesgo en los célculos de frecuencias alélicas, por
ejemplo se recomienda el uso de muchos loci para compensar la posibilidad de no estimar
de manera correcta los alelos recesivos. Estos mismos autores también sugieren que se
usen tamafos poblacionales grandes (de 100 individuos o de 2 a 10 veces mas que
cuando se usan marcadores co-dominantes); o bien eliminar los loci con baja frecuencia
de alelos nulos. Usando esta serie de correcciones, los valores obtenidos con marcadores
dominantes se asemejan a los obtenidos con marcadores co-dominantes (como las
isoenzimas) para la misma especie.

Recientemente, Nybom (2004) recomienda analizar como minimo de 30 a 80 loci,
aunque si se usan de 100 a 200 loci, se obtienen valores aun mas confiables (Mariette et
al., 2002), este numero tan alto de loci es plausible particularmente usando AFLPs.

Existen otras alternativas al uso de la suposicion de equilibrio de Hardy-Weinberg,
por ejemplo el analisis de diversidad usando el indice de Shannon: de acuerdo a Dawson

(1995), el indice de Shannon no es sensible a efectos del sesgo causado por la
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incapacidad de detectar a los heterdcigos. Por otro lado, el andlisis de varianza molecular
(AMOVA) usa distancias euclidianas para determinar las diferencias entre los perfiles de
ISSRs (o cualquier otro marcador dominante), que al ser comparados como fenotipos,
también evita la suposicion de equilibrio.

En los ltimos afos se observa la tendencia a aumentar los andlisis de estos
marcadores con los métodos bayesianos recientemente implementados. Estos métodos
permiten incorporar la incertidumbre acerca de diferentes modelos (ya sea que la
poblacidn esté en equilibrio o que se tenga informacion previa acerca de la magnitud de
la endogamia) y usar esta informacion para estimar los niveles de diversidad y estructura
genética de manera mas precisa (Holsinger y Wallace, 2004).

Por lo anterior, consideramos que los resultados obtenidos en el presente trabajo son

estadisticamente confiables no obstante el origen de los marcadores empleados.
5.3.3 Genética de la conservacion

Una aplicacion que se ha discutido con anterioridad para los datos obtenidos con
marcadores moleculares es el poder sugerir estrategias de conservacion para las especies
analizadas.

En el presente trabajo hemos encontrado resultados con una aplicacién clara en el
marco de la conservacion de especies. En primer lugar hemos encontrado que para las
especies analizadas el mayor porcentaje de la variacion genética se encuentra dentro de la
barranca de Metztitlan.

En el caso de A. c. albicans, llegamos a la conclusion de que se debe revisar el
estatus taxonémico, ya que las distancias genéticas nos muestras que podria tratarse de
una especie (y no una subespecie) endémica de la Barranca de Metztitldn.

Para el caso de A. xylonacantha, se encontr6 que la mayor diversidad ocurre también
en las poblaciones dentro de la barranca y estudios adicionales (Ricardo Colin, com.
pers.) han demostrado que a lo largo de la distribucién de esta especie hay una
disminucion en la diversidad conforme las poblaciones de alejan de la barranca, lo que
sugiere que ésta pueda ser el centro de diversidad para esta especie.

Agave hidalguensis también es una especie cuyo centro de diversidad es la barranca,

ya que hasta el momento no se han encontrado otras poblaciones fuera de Metztitldn.
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Por lo anterior sugerimos que esta localidad sea tomada en cuenta como un

reservorio muy importante de diversidad genética para el subgénero Littaea.
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

De los capitulos anteriores emanan una serie de conclusiones que se
resumen a continuacion.

Ademas se describen algunos de los estudios que se plantean como
necesarios para continuar con el entendimiento ecolégico y evolutivo de la

comunidad de agaves de la Barranca de Metztitlan.
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6.1 Conclusiones

Con los datos actuales aun es dificil dar explicaciones a la coexistencia de las
especies en la barranca de Metztitlan. Sin embargo, se han encontrado las siguientes
evidencias de separacion del nicho:

a) La época de floracion se encuentra desfasada en las especies mds cercanas
(grupo Marginatae), y a lo largo del afio existe cierta complementariedad fenologica entre
las especies.

b) Se encontr6 evidencia que sugiere el desplazamiento de caracteres en la
alometria de las rosetas.

c¢) Hay un desfase de los picos de produccion de néctar para las especies cuya
floracion ocurre en la misma €poca del afo, y también para estas especies hay una baja
sobreposicion del nicho en la composicion de los ensambles de polinizadores.

En lo referente a la biologia reproductiva de las cinco especies se concluye que:
a) Los murciélagos nectarivoros de los géneros Leptonycteris y Choeronycteris son

los principales polinizadores en las especies de Agave estudiadas, a excepcion de A.
striata.

b) Existe una complementariedad fenoldgica de las especies de Agave en la
localidad, de manera que existe el recurso del néctar para los polinizadores a todo lo largo
del afio.

c) Existe una diferencia substancial en los tamafos de las diferentes rosetas, lo que
sugiere una segregacion en el uso de recursos.

d) Todas las especies mostraron patrones de produccion de néctar y
concentraciones de aztcares congruentes con el sindrome de polinizacion por
murciélagos.

e) En las especies en que coincide la época de floracion existe una diferencia en la
hora a la que ocurren los picos de produccion de néctar.

f) Al comparar los ensambles de polinizadores entre especies con floracion en la
misma época del afo, la sobreposicion del nicho es menor. Mientras que la mayor
sobreposicion se encuentra en aquellas especies que se encuentran desfasadas

temporalmente.
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Con los analisis realizados con los marcadores ISSRs se concluye que:
a) Las cinco especies presentan niveles de variacidon genética alta, comparable al de

especies de plantas perennes y longevas.

b) Los diversos indices para estimar diversidad genética producen estimadores
similares.

c) Lamayor diversidad genética se encuentra en las especies mas pequefias (4. c.
albicans y A. striata) y con ciclos de vida presumiblemente mas cortos.

d) No hay una clara relacion entre los indices de diversidad genética y los patrones
de distribucion espacial. Por lo tanto, las especies mas raras no mostraron menor
diversidad que las especies comunes.

e) Los indices de diferenciacion genética son bajos en las cinco especies y
posiblemente se deben a las grandes distancias recorridas por los murci¢lagos
polinizadores.

f) La mayor diferenciacion genética ocurre en las especies en que se observa
mayor clonalidad.

g) Las distancias genéticas demuestran que para las especies del grupo Marginatae
ocurre flujo génico y se encuentran mas cercanas genéticamente aquellas que se
encuentran cercanas geograficamente aunque pertenezcan a diferente especie.

h) La distancia genética entre A. celsii y A. c. albicans es similar a la encontrada
entre especies diferentes del grupo Marginatae.

1)  A. striata muestra ser muy diferente genéticamente al resto de los agaves
estudiados.

j) Las especies estudiadas no parecen seguir un modelo de aislamiento por

distancia.
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6.2 Perspectivas

En cuanto a los modelos de estructura de comunidades, es necesario llevar a cabo
mas estudios que nos permitan explicar la competencia, la coexistencia o las posibles
alternativas a la alta diversidad de agaves en la Barranca de Metztitlan.

Para medir la competencia entre las especies, aun es necesario realizar
experimentos en jardines comunes, en los que se efectlie la remocion, adicion y
sustitucion de especies. Ademas es necesario evaluar con estudios demograficos la
abundancia relativa de las especies, para poder conocer si se encuentran cerca de su
capacidad de carga y asi evaluar si la coexistencia es estable o inestable.

También es necesario explorar otros ejes del nicho en los que pueda existir
sobreposicion, estos pueden incluir las caracteristicas fisico-quimicas de los diferentes
microhdbitats que se encuentran dentro de la barranca de Metztitlan y también las
interacciones con otros organismos en la comunidad.

Seré necesario realizar andlisis cuantitativos de la fenologia para poder probar los
modelos nulos de distribucion de las épocas de floracion con analisis estadisticos
formales.

Realizar observaciones de visitas mas detalladas, para determinar de manera mas
precisa los patrones de visitas de polinizadores por especie, asi como disefiar
experimentos que nos permitan evaluar la eficiencia real de cada polinizador potencial.

Comparar los resultados obtenidos de la genética de estas especies con otras cuya
distribucion geografica sea aun mas restringida, para tener mas datos para explicar los
patrones entre especies raras y comunes.

Explorar el uso de nuevos marcadores moleculares como los microsatélites de
cloroplasto o genes nucleares para poder desarrollar métodos de coalescencia y estudiar
con mas detalles la historia evolutiva de las especies de esta comunidad. Sera util ademas
estimar las edades de los taxa y explorar con métodos filogeograficos la historia de estas
especies que coexisten, con particular interés en las del grupo Marginatae que se

encuentran mas relacionadas filogenéticamente.
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APENDICE 1. Protocolos de obtencién de ADN y

amplificacion de ISSRs

I. Método de extraccion de ADN. Miniprep modificado para agaves.

N kW

10.
1.

12.

13.
14.
15.

. En un mortero cortar en cuadros pequefios alrededor de 1g de tejido y moler con

nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino y eliminar el maximo de fibras.
Agregar 250 ul de buffer de extraccion CTAB y 750 ul de buffer STE, seguir
moliendo y recuperar en un microtubo de 1.5ml.

Centrifugar a 9000g durante 8 min. y eliminar el sobrenadante.

Resuspender con 400 ul de CTAB 2X y 600 ul de STE.

Centrifugar a 9000g durante 8 min.

Eliminar el sobrenadante y resuspender con 600 ul de CTAB 2X.

Agregar 4 ul de RNAsa (7000 u/ml). Incubar 20 min. a 37° C. Conservar en hielo 5
minutos.

Agregar 40 pl de proteinasa K e incubar a 65°C por 20 minutos. Durante la
incubacion es conveniente invertir los tubos 2 a 3 veces. Poner en hielo 5 minutos.
Agregar a cada tubo 600 pl de cloroformo:octanol 24:1, agitar en vortex hasta
homogeneizar.

Centrifugar a 8000g durante 12 min.

Trasladar el sobrenadante a un tubo nuevo. Este paso es fundamental para obtener un
ADN limpio, se debe evitar recuperar material de la difase que se forma, recupere con
una pipeta de 200u1 solo el 70% del sobrenadante, tendrda menos ADN pero mas
limpio.

Precipitar el ADN con isopropanol frio a —20°C. El volumen es 2/3 del volumen
obtenido de sobrenadante en el paso anterior (600 pl aprox.).

Dejar reposar 2 horas a -20°C.

Centrifugar a 7500g durante 5 min. Eliminar el sobrenadante.

Limpiar el ADN agregando 1 ml de etanol 70% frio a —20°C, mezclar en vortex hasta
observar que el boton se desprende dejar reposar Sminutos a temperatura ambiente y

centrifugar a 9000g durante 5 min.
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16. Eliminar el sobrenadante sin perder de vista el boton. Si lo considera necesario se

puede repetir el lavado con alcohol al 80%.

17. Rehidratar el ADN con agua ultra pura, el volumen de agua depende del tamafio del

boton y puede ir de 15ul a 150ul .

Para los reactivos se emplearon las siguientes concentraciones de reactivos:

Buffer de extraccion CTAB 2X:

Tris-HCI 100 mM pH=8
NaCl 1.4 M

EDTA 20 mM pH=8
CTAB 2%
b-mercaptoetanol 0.3%

Buffer de extraccion CTAB:

Tris-HC1 100 mM pH=8
NaCl1.5M

EDTA 20 mM

CTAB 4%

PVP40 4%

Acido ascorbico 0.1%
DIECA 0.1%
b-mercaptoetanol 0.3%

Buffer de extraccion STE:

Tris-HC1 100 mM pH=8
EDTA 50 mM pH=8
NaCl 100mM
b-mercaptoetanol 0.3%
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I1. Protocolos de preparacion de las mezclas de reaccion para los

ISSRs

Mezcla de reaccidn para todas las especies de Agave y para los tres iniciadores:

Especie Reactivo 846 853
Yy concentracion Concentracion Volumen = Concentracion  Volumen . Concentraciéon  Volumen
inicial final (nh) final (m) final (m)

A. difformis Buffer 10X 1X 3 1X 3 1X 3
MgCl, 50 mM 4.6 mM 2.76 2 mM 1.2 2.5 mM 1.52
DNTPmix 2.5mM 0.2 mM 2.4 0.2 mM 24 0.2 mM 24
Iniciador 10 uM 0.4 uM 1.2 0.4 uM 1.2 0.4 uM 1.2
ADN 50 ng/ul 70 ng 1.5 70 ng 1.5 70 ng 1.5
Taq 5 U/ul 0.7U0 0.14 0.7U0 0.14 0.7U0 0.14
Agua — 19 — 20.56 — 20.24

A. hidalguensis Buffer 10X 1X 3 1X 3 1X 3
MgCl, 50 mM 4.0 mM 2.4 1.8 mM 1.08 2.4 mM 1.44
DNTPmix 2.5 mM 0.2 mM 24 0.2 mM 24 0.2 mM 24
Iniciador 10 uM 0.4 uM 1.2 0.4 uM 1.2 0.4 uM 1.2
ADN 50 ng/ul 70 ng 1.5 70 ng 1.5 70 ng 1.5
Taq 5 U/ul 1U 0.2 1U 0.2 1U 0.14
Agua — 19.3 — 20.62 — 20.32
Total 30 30 30

A. Buffer 10X 1X 3 1X 3 1X 3

xylonacantha  MgCl, 50 mM 4.6 mM 2.76 2 mM 1.2 2.53 mM 1.52
DNTPmix 2.5 mM 0.2 mM 24 0.2 mM 24 0.2 mM 24
Iniciador 10 uM 0.4 uM 1.2 0.4 uM 1.2 0.4 uM 1.2
ADN 50 ng/ul 70 ng 1.5 70 ng 1.5 70 ng 1.5
Taq 5 U/ul 0.7U0 0.14 0.7U0 0.14 0.7U0 0.14
Agua — 19 ——- 20.56 — 20.24
Total 30 30 30

A. celsii Buffer 10X 1X 3 1X 3 1X 3

albicans MgCl, 50 mM 3.0mM 1.8 2 mM 1.2 2.3 mM 1.38
DNTPmix 2.5 mM 0.2 mM 24 0.2 mM 24 0.2 mM 24

y A. celsii Iniciador 10 uM 0.4 uM 1.2 0.4 uM 1.2 0.4 uM 1.2
ADN 50 ng/ul 70 ng 1.5 70 ng 1.5 70 ng 1.5
Taq 5 U/ul 0.8U 0.16 09U 0.18 1U 0.2
Agua —- 19.94 — 20.52 — 20.32
Total 30 30 30

A. striata Buffer 10X 1X 3 1X 3 1X 3
MgCl, 50 mM 2.8 mM 1.68 1.08 mM 0.65 3.2 mM 1.94
DNTPmix 2.5mM 0.2 mM 24 0.2 mM 2.4 0.2 mM 2.4
Iniciador 10 uM 0.4 uM 1.2 0.4 uM 1.2 0.4 uM 1.2
ADN 50 ng/ul 70 ng 1.5 70 ng 1.5 70 ng 1.5
Taq 5 U/ul 0.8U 0.16 1U 0.2 1U 0.2
Agua — 20.06 — 21.05 — 19.76
Total 30 30 30




I11. Programas del termociclador para la amplificacion de ISSRs

Especie Iniciador | Temperatura Tiempo Numero de ciclos
A. difformis 853 95 °C 0:05:00 1
94 °C 0:00:40 37
55°C 0:00:40
72 °C 0:00:60
72 °C 0:05:00 1
846 95 °C 0:04:00 1
94 °C 0:00:40 37
56 °C 0:00:40
72 °C 0:00:60
72 °C 0:05:00 1
811 95 °C 0:05:00 1
94 °C 0:00:30 30
53°C 0:00:40
72 °C 0:01:15
72 °C 0:05:00 1
A. hidalguensis 853 95 °C 0:04:00 1
93 °C 0:00:45 37
56.1°C 0:00:45
71 °C 0:01:15
72 °C 0:05:00 1
846 95 °C 0:04:00 1
93 °C 0:00:45 37
56 °C 0:00:50
71.5°C 0:01:15
72 °C 0:05:00 1
811 95 °C 0:05:00 1
92 °C 0:00:30 36
52.1°C 0:00:40
71.5°C 0:01:15
72 °C 0:05:00 1
A. xylonacantha 853 95 °C 0:05:00 1
94 °C 0:00:40 37
56.3°C 0:00:40
72 °C 0:00:60
72 °C 0:05:00 1
846 95 °C 0:04:00 1
94 °C 0:00:40 37
56 °C 0:00:40
72 °C 0:00:60
72 °C 0:05:00 1
811 95 °C 0:05:00 1
94 °C 0:00:30 30
52.1°C 0:00:40
72 °C 0:01:15
72 °C 0:05:00 1




Programas del termociclador para la amplificacion de ISSRs (cont.)

Especie Iniciador | Temperatura Tiempo Numero de ciclos
A. celsii 853 95 °C 0:04:00 1
94 °C 0:00:40 37
56.1°C 0:00:40
71°C 0:00:60
72 °C 0:05:00 1
846 95 °C 0:04:00 1
95 °C 0:00:35 37
56.1°C 0:00:50
72 °C 0:00:50
72 °C 0:05:00 1
811 95 °C 0:05:00 1
93 °C 0:00:45 36
53°C 0:00:60
70 °C 0:00:60
72 °C 0:05:00 1
A. striata 853 95 °C 0:04:00 1
94 °C 0:00:40 37
55.5°C 0:00:40
72 °C 0:00:60
72 °C 0:05:00 1
846 95 °C 0:04:00 1
94 °C 0:00:30 37
53.5°C 0:00:40
72 °C 0:01:00
72 °C 0:05:00 1
811 95 °C 0:05:00 1
94 °C 0:00:40 36
55.5°C 0:00:40
72 °C 0:00:50
72 °C 0:05:00 1




APENDICE 2. Métodos de analisis genético

I. Calculo de frecuencias alélicas con marcadores dominantes y
medidas de diversidad genética dentro de las poblaciones

a) Conteo directo

Segun el principio de Hardy-Weinberg, la frecuencia del alelo nulo se puede
obtener a partir de la raiz cuadrada de la proporcion de individuos homdcigos recesivos
observados. Para los marcadores dominantes como los ISSRs el homdcigo recesivo es la
ausencia de una banda. Si se considera que (x) es la frecuencia de homocigos recesivos

(¢°), entonces la frecuencia del alelo recesivo (¢) es igual a:
g=x Ee. 1

y la frecuencia del alelo dominante es:

p=1-¢q Ec. 2

La heterocigosis esperada en un locus particular para la poblacion en equilibrio es:
H,.=2pq Ec.3

0 bien,
H = E 2
B I pi Ec. 4

donde p” es la frecuencia del genotipo homécigo para el alelo i (Nei, 1973).
Posteriormente, Nei (1978) propone una medida de heterocigosis no sesgada (Hs), como
se describe a continuacion:

213 )

h=—-~—<= "7 Ec.5
2n-1

para cada locus, y para todos los loci:
H, = Eﬂ Ec. 6

’
k=1
donde /; es el valor de / para el ke, locus, y 7 €l nimero de loci. Aqui n puede variar

para cada locus.



b) Correccion de Lynch y Milligan (1994)

El procedimiento descrito en la seccidn a) genera desviaciones estadisticas, por eso
Lynch y Milligan hicieron una correccion que es la mas usada actualmente para analisis
de marcadores dominantes. Usando esta correccion, la heterocigosis esperada de un

locus se calcula como:

H, =2p(1-q)+2Var(qg) Ec. 7
donde
Var(q) = =% Ec. 8
Y '

q= w/}(l—&(j‘))-1 Ec. 9
8x

Var(x) = x(1-x) Ec. 10
N

donde N es el nimero de individuos en la muestra.
Cuando se analizan simultdneamente varios loci, la heterocigosis estimada en la
poblacion es:

H = ij Ec. 11
=1

1
m
donde H; es la heterocigosis del locus j, y m es el niimero total de loci.

¢) Estimador bayesiano de frecuencias alélicas (I)

El ajuste de Lynch y Milligan, sin embargo, favorece aquellos loci con alta
frecuencias de alelos nulos, y subestima la frecuencia de las bandas. Al quitar a ciertos
loci, este procedimiento depende de los tamafios de muestra, por lo que la variacién
genética y las distancias estan sesgados (Zhivotovsky, 1999). La alternativa propuesta
segun el modelo de Zhivotovsky (1999), es que se consideren » individuos diploides de
una poblacion en equilibrio de Hardy-Weinberg para cierto locus, de modo que las
frecuencias de los alelos nulos son ¢ y de los homécigos R=¢°. Dada la frecuencia

alélica g, la probabilidad de que ocurra un homdcigo nulo m es:
n m n-m n 2m 2\n-m
Pr(m|q) = R"(1-R)"" = q"(1-q7) Ec. 12
m m

Dada la distribucion prior Pr(g), la probabilidad posterior de g dado m es:



Pr(dm) - - Pr(m|q)Pr(q)

[ Pr(mlg)Pr(q)dg

Ec. 13

El estimador bayesiano 9 de frecuencia desconocida ¢ es la esperanza de g con

respecto a Pr(q/m):
1
1 [ Pr(m|q) Pr(q)gdq
G = [Pr(gm)gdq ==
0 [ Pr(mig)Pr(q)dq
0 Ec. 14

La distribucion prior para R, que se usa es una distribucion beta con parametros
positivos a y b:
a-1 b-1
Pr(R) = RA-R"
B(a,b) Ec. 15
donde
1
B(ab)= [R'(1-R)""dR
0 Ec. 16
Cuando a=0.5 y b=1, la distribucion prior de la frecuencia alélica ¢ es uniforme y

el estimador es:

B(m+a+0.5n-m+b)

1= B(m+an-m+b) Ee. 17

y el error estandar es:

s2_B(m+a+l,n—m+b) a2
= _

B(m + a,nm + b) 1 Ec. 18

d) Estimador bayesiano de frecuencias alélicas (II) (Holsinger, 1999)

Independientemente a la propuesta de Zhivotovsky (1999), Holsinger (1999)
propone una alternativa para el calculo de las frecuencias alélicas con marcadores
bialélicos, como se describe a continuacion:

Si ®(py) es la probabilidad asignada a la frecuencia del alelo 4; en la poblaciéon &
antes de colectar los datos (probabilidad prior para p;) entonces la probabilidad

posterior



1 K
n; a; N —a.
ann(—:)p (1= p,)"* " ¢(py) Ec. 19

i=1 k=1 \ %

Los estimadores puntuales de p; se pueden derivar a partir de la distribucion
posterior. Si no se tiene informacion previa acerca de las frecuencias alélicas, se usa una
distribucion uniforme para ®(p;) y se usa la media de esta distribucion como estimador
puntual de pj seglin la formula:

n a; +1

P = Ec. 20

n, +2

e) Indice de diversidad de Shannon

Para cada poblacion el indice de Shannon se calcula para cada locus de ISSR de la

siguiente manera:

H'; ==Y plog, p, Ec. 21

donde p, es la frecuencia de la presencia o ausencia de la banda en esa poblacion.

La diversidad promedio para todas las poblaciones se calcula como:

! 1 !
H, = ;EHj Ec. 22

donde n es el nimero de poblaciones.

La diversidad por especie se calcula para cada locus como:

H!, == p,log, p, Ec. 23

donde p; es la frecuencia de la presencia o ausencia de la banda en toda la muestra.

I1. Estructura genética

a) Estadisticos F de Wright:
Segun la definicion original de Wright (1951), los estadisticos F estan relacionados

de la siguiente manera:
(1-F)0-Fg)=(1-F;) Ec. 24

o bien,



_FIT_FIS

F. = Ec. 25
ST 1_ F[S

b) Estadisticos F de Wright calculados a partir de la heterocigosis (Nei, 1973):

H, = heterocigosis promedio de todos los alelos en un individuo

H, = heterocigosis que podria encontrarse en una subpoblacidn panmictica; Hy =
2p.q; para una subpoblacion con frecuencia alélica p;

H, = heterocigosis que se encontraria si todas las subpoblaciones fueran

panmicticas, si la frecuencia alélica promedio entre las subpoblaciones es p,, entonces,

H,esigual a2p,q,
S H
H, = 27 Ec. 26
i=1
h
H =1-Y p’, Ec. 27
i=1
k
H, =1-Ej? Ec. 28

¢) Correccion de Nei y Chesser (1983)
Las frecuencias alélicas y genotipicas de las que se han calculado los indices F son
variables al azar, si el nimero de subpoblaciones y sus tamafios son finitos, de manera
que es necesario hacer una correccion cuando las frecuencias alélicas se estiman de

muestras poblacionales, esta correccion fue propuesta por Nei y Chesser (1983).

d r
Hy=1-3 Y w,p, Ec. 29
k=1 r=1
R i d r PAI
H = 1- w D) —— Ec. 30
=1 ;k=1 P
R r d PAI FAI
H,=1- WD)+ - Ec. 31
! lJZ P e 2

donde 7 es la media armoénica de los tamanos de muestra.

d) Calculo de Gs7. Gsrse calcula a partir de la diversidad genética de la poblacion total



(Hr) y la diversidad genética dentro de cada subpoblacion (Hs):

=HT_HS =DST
H

T

Ec. 32

GS T

o bien:

Ec. 33

donde Dy, es la diversidad genética total distribuida entre las poblaciones. H; es el
promedio de H, calculado para todas las subpoblaciones, y H; es la proporcion de loci

heterdcigos esperada por individuo (Ec. 4).

e) Reparticion de la F segun el andlisis de varianza.

Para un polimorfismo de dos alelos: A (con frecuencia p) y a (con frecuencia g=1-
D), se asigna de manera arbitraria los valores x=/ para el alelo A y x=0 para el alelo a.
La esperanza de x es la frecuencia de p y la varianza total es p(/-p). La varianza de x(0%)

se reparte de la siguiente manera:

Xp=P+a +b, +wy Ec. 34

individuo de la k

esima

donde x, es el valor (1 0 0) para el j,,, alelo en el i,
subpoblacion. En términos del andlisis de varianza, estos son efectos al azar con
varianzas asociadas o’,, 0’, y @°,,, respectivamente. Los estadisticos F se pueden

describir usando estos componentes de la varianza de la siguiente manera:

o, =(1-F,)o’ Ec. 35
o, =(F,; -Fg)o0’ Ec. 36
o’ =F 0’ Ec. 37

De esta manera, los estadisticos F' se calculan como:



F,, > Ec. 38
(o
2
Fy =2 Ec. 39
O
2
Fg=—20 Ec. 40
o,+0,

Estos componentes se calculan en un andlisis de varianza como el mostrado en la

Tabla 12.

Tabla 21. Analisis de varianza de las frecuencias alélicas en una poblacion

subdividida

Origen de la variacion gl Cuadrado  Cuadrado medio
medio esperado

Entre poblaciones M-1 MS, 20 »t2N o a

Entre individuos dentro de M(N-1) MS,, oW t20%

subpoblaciones

Dentro de individuos N MSy o w

f) Modelo bayesiano de estructura genética

El analisis jerarquico de tipo bayesiano que proponen Holsinger y colaboradores, se
describe a continuacion:
La muestra consiste en datos de variacion genética en K poblaciones para / loci,

cada locus tiene dos alelos A7 y A2.
Vavic Es la frecuencia del fenotipo dominante para el locus 7 en la poblacion k
a1k Es el nimero de fenotipos dominantes

"2 Es el nimero de fenotipos recesivos en la muestra para el locus 7 en la

poblacion k&



Si asumimos que los fenotipos fueron muestreados al azar, entonces la probabilidad

de la muestra es:

I K
Py, o< [ T] Traivisit Ec. 41

i=1 i=1

en donde:

Varie = P+ J0a (1= p) + 2p, (1= p)(1 = f)

Yarse =1=Vara

Se asume que para marcadores neutrales, la distribucion de frecuencias alélicas es
una distribucion Beta. El parametro equivalente a Fsres &

Los parametros de la distribucion Beta que se emplean son:

1-6°
a; = 0" TT;

/a’,-=(1‘9 )(1—@)

Ec. 42

B
o Ec. 43

En el analisis bayesiano que se propone se pueden especificar diferentes
distribuciones priores para 7; /'y 6°. Entonces, si P(7;) es la distribucion prior para 7,
P()) es la distribucion prior para /'y P(6P) es la distribucion prior para &, la distribucién

posterior para py, esta dada por:

i=

I K
<p,n,eB,f|nAl,nA2>oc{n{ﬂy:?;;:kyzzizkp<xikh,el*,f}Pm,.)}P(eB)P(f)
1 Uk=1 Ec. 44

Las soluciones analiticas para estas distribuciones posteriores no pueden calcularse. Sin
embargo, como se ha mencionado anteriormente, los autores emplean métodos MCMC

para encontrar las soluciones de estas distribuciones.

g) Analisis de varianza molecular (AMOVA)
El analisis de varianza molecular, es similar a otros métodos de analisis de varianza

en las frecuencias alélicas, pero analiza el nimero de diferencias en los haplotipos



(Excoffier et al., 1992). Al definir grupos de poblaciones en este analisis se esta
probando una estructura genética en particular. Este andlisis jerarquico de la varianza
divide la varianza total en componentes de covarianza debido a las diferencias entre
individuos y entre poblaciones.

Los estadisticos @ reflejan la correlacion entre la diversidad de haplotipos en
diferente niveles jerarquicos de subdivision:

@sr es la correlacion de haplotipos al azar dentro de las poblaciones, relativo a los
pares de haplotipos tomados de toda la especie.

@1 es la correlacion de haplotipos al azar dentro de un grupo de poblaciones,
relativo a los pares de haplotipos tomados de toda la especie.

@y es la correlacion de la diversidad molecular de haplotipos al azar dentro de las
poblaciones, relativo a los pares de haplotipos tomados de la region.

Siguiendo la analogia con la particion de la varianza de Cockerham, se calculan de

la siguiente manera:

2 2
@, =2 Ec. 45
(o
2
S Ec. 46
(o]
o,
q)SC =— 5 Ec. 47
o, +0:

h) Reparticion de la variacion empleando el indice de Shannon.
Para cada poblacion el componente de la diversidad dentro de las poblaciones se

calcula como:

£ Ec. 48

y el componente entre poblaciones:
(H sp H POP)

HI

sp

Ec. 49



I1I. Distancias genéticas

Para calcular la distancia estdindar de Nei (1972) para un locus con 7 alelos se calcula

primero la identidad (/) de la siguiente manera:

1= Ec. 50
(Jxy) 2
donde:

J, = Epixpiy Ec. 51
i=1

I.=>p Ec. 52
i=1

I, =Y p% Ec. 53
i=1

Y P Y P;, son las frecuencias del alelo i en las poblaciones x y y.

La distancia genética (D) entre las dos poblaciones es:

D =-In(I) Ec. 54

Para varios loci se promedian los valores de Jxy, Jx y Jy de cada locus, para obtener los
promedios: J'xy, J'x y J'y, con los cuales se calcula la identidad promedio (I°), la

distancia promedio para todos los loci es:
D'=-In(I") Ec. 55
El estimador no sesgado de D (Nei, 1978) se recomienda cuando los tamafios

poblacionales son menores de 50. Para obtenerlo, se hace la siguiente correccion a la

estimacion de Jx y Jy.



j 2N Epl -1

J, = Ec. 56
’ 2N, -1

5 2N -1

‘ Ep’ Ec. 57
‘ 2N, -1

donde N, y N, son el tamafio de muestra y p; la frecuencia del igim, alelo de la poblacion

X.

IV. Calculo indirecto del flujo génico

El flujo génico (Nm = nlimero de migrantes por generacion) se calcula a partir de la Fsr

de la siguiente manera:

Nm=l L—loc Ec. 58
4\ F;
Donde a :( )2, y es la correccion para el tamafio de muestra, y n es el nimero de
n —

poblaciones.



APENDICE 3. Informacién estadistica adicional de los

datos genéticos

I. Parametros para seleccionar el modelo que mejor se ajusta en el

analisis con estadistica bayesiana.

Especie Modelo D D pD DIC

A. difformis Modelo completo  956.7930  867.2873  89.5057 1046.2987
=0 957.1462  871.3710 85.7752 1043.1087
60°=0 965.9438  885.7175 80.2262 1046.1700
flibre 1001.4362  853.9517 147.4842  1148.9204

A. hidalguensis  Modelo completo  419.2510  349.6836 69.5674 488.8184
=0 418.1765  349.7659 68.4105 486.5870
6°=0 441.2634  368.9979  72.2655 513.5288
flibre 429.7470  350.3949 79.3521 509.0991

A. xylonacantha Modelo completo  1039.9323  944.4424 95.4898 11354221
/=0 1039.4357  945.1193 94.3164 1133.7520
6°=0 1048.2883  962.2769 86.0114 1134.2997
flibre 1083.4137  930.6441 152.7696  1236.1833

A. celsii Modelo completo  870.5239 791.7743  78.7496 949.2735
=0 870.6151  792.1376  78.0927 949.0927
6°=0 869.1184  782.8229 86.2955 955.4140
flibre 918.6170  781.5367 137.0802  1055.6972

A. striata Modelo completo  984.5466  888.9174 95.6293 1080.1759
=0 984.2570  888.7215 95.5356 1079.7926
6°=0 1000.3884  908.1674 92.2210 1092.6094

flibre 1025.0604 874.1611 150.899 1175.9598
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