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RESUMEN
El concepto metapoblacional se puede aplicar a especies que se distribuyen formando
poblaciones locales conectadas por medio de migracion. La permanencia la especie a nivel
regional esta determinada por eventos de colonizacion y de extincion. El concepto de
metapoblaciones se puede aplicar a especies que habitan “parches” discretos en el espacio y
efimeros en el tiempo como puede ocurrir con algunas plantas epifitas, que al establecerse
en arboles (parches discretos y efimeros) forman poblaciones locales conectadas por medio
de la dispersion de semillas, colonizando eventualmente nuevos hospederos. La
importancia de la dispersion entre poblaciones locales se puede evaluar midiendo el nivel
de diferenciacion genética entre ellas. En este estudio se probaron 12 loci de microsatélites,
para analizar el nivel de variacion en seis poblaciones de Tillandsia recurvata ubicadas a
diferentes distancias en Tehuacan, Pue., México. 4 loci resultaron polimorficos. Los
resultados obtenidos muestran que no hay gran diferenciacién entre las poblaciones
muestreadas (medida por la Fsy Da) Y que la mayor parte de la variabilidad encontrada
(c.a. 93%) se ubica dentro de las poblaciones y no entre los sitios, como se esperaba.
Ademéas no se observé relacion de la distancia entre poblaciones y su nivel de
diferenciacion genética ni entre la distancia geografica y el nimero de migrantes (M),
debido probablemente a la capacidad de dispersion de las semillas. Se propone que el
modelo clasico de metapoblaciones no es el mas adecuado para estd especie y un modelo

como el de “patch-tracking” representa mejor la dindmica espacial de T. recurvata.



CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Presentacion

Los estudios metapoblacionales se han visto rezagados en plantas, pues éstas
presentan una serie de caracteristicas que dificultan su analisis bajo esta
perspectiva, tales como la formacion de bancos de semillas, problemas para medir
o cuantificar la dispersion de propagulos, el fenomeno de clonalidad y la dificultad
para identificar los eventos de extincién y colonizacion (Husband y Barrett, 1996;
Freckleton y Watkinson, 2002).

Debido al habitat naturalmente fragmentado que ocupan las epifitas, a su
forma de dispersidbn (anemocoria y zoocoria) y a la ocupacion de parches
claramente efimeros, los sistemas epifita-hospedero parecen sistemas ideales
para estudiarlos bajo un enfoque metapoblacional (Bernal, 2006). Sin embargo,
hasta la fecha solo se ha desarrollado claramente este enfoque en estudios con
musgos (Snall et al., 2004).

En esta tesis se parte del supuesto de que la epifita Tillandsia recurvata (L.)
existe en la naturaleza formando metapoblaciones, en donde cada arbol
hospedero ocupado por T. recurvata funge como una poblacién local. Para poner
a prueba esta hipotesis, realizamos un estudio de la estructura genética de esta
especie por medio del uso de microsatélites, para conocer si los individuos
establecidos en cada arbol hospedero se diferencian como una poblacién
independiente a nivel genético y si esta diferenciacion es mas marcada conforme

aumenta la distancia a la que se encuentran los parches. Ademas, se tenia el



interés de evaluar la dispersion entre poblaciones , para tener una idea de su
importancia a nivel metapoblacional, tanto en la colonizacion de arboles, como en
el contacto entre poblaciones. A la vez, se pretendié probar qué tan robusta es la
herramienta de los microsatélites en el analisis genético de poblaciones, para
plantear futuras preguntas metapoblacionales relacionadas, por ejemplo, con la
dispersidon de semillas.

A continuacidn se presenta una revision de la literatura sobre los temas
relevantes para este trabajo, en particular, el concepto metapoblacional y su
aplicacion en plantas epifitas, el uso de marcadores moleculares vy, finalmente, el

analisis de la dispersion de semillas a través de técnicas genéticas.



1.2 Antecedentes

1.2.1 Las metapoblaciones como un ejemplo de estructuracion espacial de
las poblaciones

Las poblaciones son agrupaciones de individuos de la misma especie que habitan
en la misma area en un tiempo dado (Silvertown y Lovett, 1995). En la naturaleza
las poblaciones no se encuentran aisladas unas de otras; rara vez los individuos
de una misma especie se distribuyen de forma continua en el espacio (Husband y
Barrett, 1996). Mas bien, es frecuente que encontremos poblaciones locales
ocupando “parches” propicios que se presentan en el paisaje de manera
discontinua. Este fendmeno ha sido reconocido por algunos investigadores que
han enfatizado la existencia de una estructura espacial en la distribucién de los
individuos de una especie y han observado que esta estructura espacial tiene
repercusiones a nivel demogréfico, genético y evolutivo (Hanski, 2002).

Uno de los primeros investigadores que reconocio el efecto de la estructura
espacial sobre la evolucién de grupos de organismos fue Sewall Wright (1931;
1940), quien propuso que cuando una especie presenta una distribucién con una
estructura espacial formando “subpoblaciones”, la evolucion puede tomar lugar de
manera mas rapida, en especial si hay procesos de extincidn y recolonizacién de
estas subpoblaciones a nivel local. Posteriormente, Andrewartha y Birch (1954)
hablaron acerca del riesgo de extincion de las poblaciones e ilustraron cémo
podria ser la dinamica de extincion y colonizacién de poblaciones locales. Estos
autores ya reconocian la influencia que tienen la cantidad de “parches” disponibles
para ser colonizados y la tasa de migracién sobre el estado de la poblacion a nivel

regional (Hanski, 2002). Con estas observaciones, en realidad, estos autores



comenzaban a reconocer la existencia de metapoblaciones, aunque audn sin
nombrarlas de manera explicita.

En 1969, el entomdlogo Richard Levins plantea un modelo que explica la
dinamica de colonizacion y extincion de poblaciones de una especie que se
distribuye de manera discontinua en el espacio, formando poblaciones locales
distribuidas en el paisaje, en el cual es posible distinguir parches propicios para el
establecimiento de la especie en cuestion inmersos en una matriz de habitat no
colonizable, dando lugar a metapoblaciones. Este modelo plantea que la dinamica
regional de la especie dependera del nimero de parches propicios disponibles, la
proporcién de parches ocupados, la probabilidad de extincion de las poblaciones
locales y la tasa de migracién, de la cual depende la colonizacion de nuevos
parches (Levins, 1969). EI modelo metapoblacional de Levins contempla la
existencia de un estado de balance que ocurre cuando la proporcién de parches
ocupados se mantiene constante, lo cual sélo es posible si la tasa de colonizacién
excede a la tasa de extincion (Levins, 1969).

Segun Hanski (1991) y Hanski y Gilpin (1997), el modelo original de Levins
ignora el efecto del area y de la localizaciéon espacial de los parches, por lo cual
considera que los parches son del mismo tamafo y no se ven afectados en su
probabilidad de ser colonizados por su grado de aislamiento. Ademas, supone que
cada poblacion local tiene una dindmica totalmente independiente (i.e. asincronia
en el comportamiento de las poblaciones) y que los eventos de migracion no
tienen un efecto en la sincronia de estas dindmicas. Estas observaciones de
Hanski en torno al modelo original de Levins sirvieron para poner en evidencia que

los sistemas naturales no cumplen completamente con los supuestos del modelo



y, por lo tanto, abren la posibilidad de que el modelo original pueda ser modificado
para ser mas compatible con el funcionamiento espacio-temporal de las especies
estudiadas. Sin embargo, es importante rescatar que el modelo de Levins (1969)
es el primer intento formal de explicar la dinamica regional de una especie que
ocupa habitats discretos distribuidos en el espacio de manera discontinua.
Actualmente se han propuesto nuevos enfoques a la teoria metapoblacional
que consideran la existencia de diferentes tipos de metapoblaciones. En ellos se
contempla una variedad de escenarios espaciales y de dindmicas demograficas
locales que pueden englobarse dentro del concepto metapoblacional. Uno de los
tipos de metapoblacion que se han reconocido, por ejemplo, es el de fuente-
sumidero, en el cual se contempla una poblacion fuente (establecida de forma
permanente en un parche de gran tamafio y con condiciones de alta calidad), de la
cual surgen los migrantes que llegan a varias poblaciones sumidero (establecidas
en parches de menor tamafio y con condiciones de menor calidad); estas Ultimas
poseen una dindmica poblacional muy variable que ocasiona que tengan altas
probabilidades de extinguirse y s6lo se mantienen gracias a la llegada de
individuos de la poblacién fuente (Pulliam, 1988; Harrison, 1991). Otro tipo de
metapoblacion que se ha reconocido recientemente es el llamado rastreo de
parches (“patch tracking metapopulations”-Thomas, 1994), que reconoce que los
parches mismos presentan una dinamica espacial de aparicion/desaparicion, de
tal forma que no son siempre los mismos parches los que estan disponibles para
ser colonizados a través del tiempo. Este tipo de dindmica metapoblacional se ha
descrito en particular para especies epifitas, en las que un arbol hospedero esta

disponible para ser colonizado sélo durante un tiempo y posteriormente



desaparece o deja de ser adecuado para la colonizacion (Snéll et al., 2003; Snall

et al., 2004; Snall et al., 2005b).

1.2.2 Polémicas en torno a la teoria metapoblacional

Una de las primeras ideas que ha resultado polémica en el contexto de la teoria
metapoblacional es el nivel de generalidad en cuanto a la distribucion fragmentada
de las especies en la naturaleza. ¢ Es comun que la distribucion de las especies
suceda a través de la formacion de poblaciones locales a manera de parches?, ¢,0
mas bien éstas se distribuyen de manera continua en el espacio? Algunos autores
sugieren que este tipo de distribuciones fragmentadas son mas bien una
generalidad, en lugar de una excepcion (Husband y Barrett, 1996). Esto es
particularmente claro en aquellas especies que se establecen en hébitats
naturalmente discontinuos o efimeros (Overton, 1994; Valverde y Silvertown,
1997; Husband y Barrett, 1998; Lyons et al., 2000; Tremblay y Ackerman, 2001;
Garcia et al.,, 2003; Snall et al., 2003; Snall et al., 2004; Bernal et al., 2005;
Dahlgren y Ehrlen, 2005; Jakalaniemi et al., 2005; Snall et al., 2005a; Snall et al.,
2005b). En algunas especies vegetales esta forma de distribucion, aunada a su
inmovilidad y su limitada dispersion, parecen caracteristicas ideales para aplicar
un enfoque metapoblacional (Husband y Barrett, 1996). Sin embargo, también se
pueden presentar aspectos que dificulten la aplicacién de este enfoque, tales
como la posibilidad de identificar los parches habitables para la especie; esto
puede no ser sencillo debido a que la mayor parte de las veces no se conocen a
priori las condiciones necesarias para el establecimiento de la especie.

Adicionalmente, una misma especie podria establecerse en una gran variedad de



sitios con condiciones diferentes (Freckleton y Watkinson, 2002; Ehrlen y Eriksson,
2003). Para solucionar este problema algunos autores han optado por delimitar de
forma arbitraria los parches, con el objeto de poder utilizar un enfoque
metapoblacional (Watkinson et al., 2000; Freckleton y Watkinson, 2002).

Otro parametro dificil de determinar es la frecuencia de eventos de extincion
en casos en los que las poblaciones locales pueden regenerarse a partir de un
banco de semillas. La emergencia de nuevos individuos a partir del banco de
semillas podria considerarse tanto como un evento de colonizacion, como una
forma de permanencia de una misma poblacion a través del tiempo (Husband y
Barrett, 1996; Freckleton y Watkinson, 2002). Por otro lado, la posibilidad de
estimar tasas de extincion en especies con ciclos de vida largos, puede ser
extremadamente dificil.

La migraciéon de individuos entre poblaciones en especies vegetales ocurre
por medio de la dispersién de propagulos. Sin embargo, el proceso de dispersion
presenta muchas dificultades para medirse y observarse de forma directa
(Freckleton y Watkinson, 2002). Lo anterior limita en cierta medida la posibilidad
de aplicar un enfoque metapoblacional a especies vegetales, debido a la
incertidumbre que representa la cuantificacion de este proceso de dispersion, que
es fundamental en el ensamble de las poblaciones locales de una metapoblacién

(Freckleton y Watkinson, 2002).

1.2.3 El habito epifito y las metapoblaciones
El habito epifito implica el confinamiento de los individuos de una especie a vivir

sobre un hospedero (i.e. otra planta) que provee un sustrato para que la especie



huésped pueda realizar cada etapa de su ciclo de vida. Las condiciones
ambientales que prevalecen en este habitat tan particular pueden llegar a ser muy
restrictivas en cuanto a humedad y nutrientes, o muy variables en cuanto a
temperatura y disponibilidad de luz (Madison, 1977). Por esta razon, las especies
epifitas han desarrollado diferentes caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas y de
historia de vida que les permiten sobrevivir en este tipo de habitat (Madison, 1977;
Benzing, 1990).

Algunas de las adaptaciones que presentan las epifitas se encuentran bien
representadas en la familia Bromeliaceae. Pittendrigh (1948) propuso una
clasificacion de las diferentes formas de vida que se presentan en esta familia, en
la que define cuatro tipos principales: a) El tipo suelo-raiz: son especies terrestres
con un sistema de raices que se ancla al suelo, de donde obtienen nutrientes y
agua; b) El tipo tanque-raiz: se trata de especies que pueden ser terrestres o
epifitas y que forman depdsitos de agua en forma de tanque en la base de las
hojas; esos depdsitos no poseen una gran capacidad de retencién de agua, sin
embargo, cuentan con un buen sistema de raices con el cual obtienen los
nutrientes y agua necesarios para su supervivencia; c) El tipo tanque con tricomas
absorbentes: todas las plantas de este grupo son epifitas y también forman
depdsitos de agua, pero éstos se encuentran mejor desarrollados que en el tipo
anterior y presentan una mayor capacidad de retencion de agua y de acumulacién
de materia organica; en estas especies las raices sélo cumplen una funcién de
sostén al sustrato; d) El tipo atmosférico: son especies epifitas donde las hojas

estan completamente cubiertas por tricomas o escamas que absorben agua y



nutrientes directamente de la atmdsfera; sus raices sirven para fijarse al sustrato y
no presentan un tanque muy desarrollado, o bien éste es inexistente por completo.
Debido a las restricciones del habitat epifito, esta forma de vida puede
implicar que las especies tengan una preferencia en cuanto a los hospederos en
los que se establecen, dependiendo de las condiciones ambientales que se
presentan en diferentes partes de su copa. De esta forma, la abundancia de
epifitas puede variar marcadamente entre los hospederos potenciales (Benzing,
1990; Lyons et al., 2000; Callaway et al., 2002; Bernal, 2006). Esta “seleccion de
habitat” puede darse incluso entre los diferentes micrositios dentro del mismo
hospedero (Lyons et al., 2000; Callaway et al., 2002; Hernandez, 2003; Bernal et
al., 2005; Winkler et al., 2005). La distribucion naturalmente fragmentada de las
especies con habito epifito sugiere que éstas pueden ser estudiadas de manera
adecuada bajo un enfoque metapoblacional (Overton, 1994; Snall et al., 2005a).
En las plantas epifitas la dispersion de semillas es el fenbmeno que
determina la colonizacién de nuevos arboles (parches), asi como el contacto entre
las poblaciones locales ya establecidas. Una vez que los frutos maduran y liberan
las semillas, éstas deben llegar a los micrositios propicios en la copa del
hospedero potencial para poder germinar y establecerse como plantulas (Benzing,
1990). Durante este proceso, un gran nimero de semillas puede perderse debido
a que no alcanzan estos “sitios seguros” para el establecimiento (Bernal, 2006), lo
cual implica que la dispersién representa una fase riesgosa, pero a la vez crucial
para el establecimiento de nuevas poblaciones locales. Debido a la importancia de

la dispersion, las especies con habito epifito han desarrollado, a través de la



evolucion, diversas estrategias de dispersion que les permiten colonizar nuevos
hospederos (Benzing, 1990).

En general, podemos hablar de dos tipos de dispersion entre las especies
epifitas: las que utilizan al viento como vector (anemocoria) y las que utilizan a un
animal como vector (zoocoria) (Benzing, 1990). El tipo mas comun de dispersion
entre plantas epifitas es la anemocoria, ya que se presenta en el 84% de las
especies con este habito de crecimiento (i.e. 1190 especies, en 37 géneros,
presentan semillas plumosas, principalmente en las familias Asclepidaceae y
Bromeliaceae-Benzing, 1990). Entre las epifitas que son dispersadas por
animales, el vector de dispersiéon mas comun son las aves (Benzing, 1990).

Los dos tipos de dispersiébn mencionados anteriormente difieren en términos
de los destinos que pueden alcanzar las semillas. Los micrositios que alcanzan las
semillas con dispersién zoocorica estan determinados por el comportamiento del
animal que las dispersa, e.g. distancias de vuelo, ambitos hogarefios,
comportamiento de busqueda de alimento y preferencias hacia distintos tipos de
perchas (Howe y Samllwood, 1982; Hamrick et al., 1993; Overton, 1994; Wang y
Smith, 2002; Wehncke, 2004). Por otro lado, en las semillas con sindrome
anemacoro, el proceso de dispersion se considera mas aleatorio, pues el destino
de las semillas depende de muchas variables dificiles de cuantificar (e.g. altura de
liberacién, peso de la semilla, presencia de apéndices plumosos, velocidad y
direccion del viento, entre otros-Willson, 1993).

En un contexto metapoblacional, las caracteristicas del habitat que ocupan
las plantas epifitas impiden que se formen bancos de semillas a mediano y a largo

plazo (i.e. la probabilidad de que las semillas liberadas en una temporada se



almacenen en las ramas de los hospederos a subsecuentes temporadas debe ser
muy baja), de tal manera que la formacién de nuevas poblaciones locales debe
darse a partir de semillas que ingresen por medio de la dispersion, a diferencia de
lo que ocurre en otras poblaciones vegetales en las que la regeneracion puede
ocurrir a partir del banco de semillas (Husband y Barrett, 1996). Esto representa
otra de las razones por las cuales las plantas epifitas pueden constituir sistemas
adecuados para ser estudiados desde el punto de vista metapoblacional (Bernal et
al., 2005).

A su vez, la muerte de los hospederos determina que se presente la
extincion de las poblaciones locales; de hecho, el lapso de vida del hospedero
determina el tiempo de permanecia del sustrato colonizable. Esto hace posible la
estimacion de la probabilidad de extincion de una poblacion local (Snall et al.,
2005b). Ademas, es posible definir qué arboles presentan las caracteristicas
propicias para el establecimiento de la epifita (Overton, 1994; Snall et al., 2003;
Snall et al., 2005a, b) y, por lo tanto, si se conoce la tasa y la curva de dispersion,
es posible estimar la tasa de colonizaciobn de parches, un parametro de

fundamental importancia en todo estudio metapoblacional.

1.2.4 Marcadores moleculares

En la primera mitad del siglo XX Sewall Wright (1931, 1940) observé que muchas
especies presentan una distribucién espacial a manera de poblaciones locales o
“subpoblaciones” dispersas en el espacio. Desde entonces los genetistas de
poblaciones consideran de gran interés el estudio de la diferenciacion genética

que existe entre estas subpoblaciones, asi como los procesos que las afectan,



tales como los sistemas reproductivos, la dinamica de dispersion de los
propagulos, la disposicion espacial de los parches propicios para el
establecimiento y los procesos de colonizacidn/extincion de subpoblaciones
(Olivieri et al., 1995; Hamrick y Godt, 1996; Parker et al., 1998), ya que éstos
tienen consecuencias importantes a nivel evolutivo. Este enfoque es precisamente
el que la teoria metapoblacional ha retomado, ahora desde una perspectiva mas
ecologica, pero sin dejar de lado los aspectos genéticos que involucra.

En la actualidad el andlisis genético de las poblaciones y el efecto de los
procesos mencionados anteriormente se lleva a cabo a través del uso de
diferentes marcadores moleculares, por medio de técnicas que han tenido un gran
desarrollo en las ultimas décadas. Estas herramientas nos proporcionan diferente
informacion dependiendo del tipo de marcador utilizado (Cruzan, 1998; Karp et al.,
1998); por ejemplo, en diferentes marcadores moleculares puede variar el nivel de
resolucién en términos de la diferenciacién a distintas escalas espaciales, el
namero de loci polimérficos y el nivel de polimorfismo presente en las poblaciones
(Parker et al., 1998). Debido a la alta variedad de informacion que pueden
proporcionar los diferentes tipos de marcadores, es de gran importancia que la
eleccion del marcador a utilizar se adecue al tipo de pregunta que se desea
responder (e.g. que el nivel de resolucién que ofrece el marcador sea el adecuado
segun la escala espacial y/o temporal abordada-Parker et al., 1998).

El estudio genético de las poblaciones puede utilizarse para abordar
procesos que ocurren a diferentes escalas espacio-temporales, desde Ia
especiacién o adaptacion local, hasta procesos de flujo de polen y dispersion de

semillas en espacios y tiempos muy puntuales (Cruzan, 1998; Parker et al., 1998;



Ouborg et al., 1999). Esto se puede llevar a cabo a través de diferentes enfoques,
por ejemplo, estudiando la diferenciacion genética entre individuos, el nivel de
variacion genética de una poblacion o el grado de diferenciacion entre
poblaciones, asi como a través de andlisis de paternidad (Parker et al., 1998).
Estos tipos de analisis nos dan informacion acerca de diversos procesos
biolégicos, tales como la dinamica reproductiva, los patrones de dispersion y las
rutas de migracion de los organismos, y la dinAmica de colonizacion/extincion de
poblaciones; ademas, nos permiten hacer inferencias historicas acerca de la
dinamica de las poblaciones y las repercusiones de esta dinamica en la estructura
genética actual (Escalante, 2001).

Algunos de los marcadores moleculares mas utilizados actualmente son las
isoenzimas, los RAPD, los RFLP, los ISSR, los minisatélites y los microsatélites.
Los diferentes tipos de marcadores son adecuados para responder preguntas
ecoldgicas y evolutivas diferentes (Karp et al., 1998; Parker et al., 1998; Ouborg et
al., 1999; Bornet y Branchard, 2001) (Tabla 1). Es importante elegir el marcador
adecuado considerando el conocimiento disponible acerca de las especies en
estudio, el tipo de pregunta a abordar, la escala espacio-temporal del analisis y los
recursos econdmicos y de tiempo con los que se cuenta.

Actualmente se ha propuesto que el marcador molecular con mas ventajas
para llevar a cabo estudios de genética de poblaciones a escalas espaciales finas
son los microsatélites, ya que se trata de un marcador molecular altamente
variable, con loci multialelicos y de tipo codominante (i.e. se pueden distinguir los
homocigotos de los heterocigotos-Karp et al., 1998; Parker et al., 1998; Goldstein

y Schlétterer, 2001). De esta forma, resultan Utiles para estudios de dispersion o



de paternidad, que pueden ser fundamentales para comprender la dinamica de las
metapoblaciones. De hecho, muchos estudios, tanto en plantas como en animales,
han demostrado que estos marcadores presentan un buen nivel de variabilidad y
que tienen un nivel de resolucién adecuado para poder diferenciar poblaciones
(Estoup et al., 1995; Chase et al., 1996; Fontaine et al., 1997; Newman y Squire,
2001; Walser et al., 2005; Moynihan et al., 2007). Sin embargo, el uso de
microsatélites también presenta algunas desventajas: pueden llegar a tener un alto
costo econdmico y en tiempo (Tabla 1), debido a que se requiere de la
construccion de una libreria gendmica y del disefio de oligonucleoétidos especificos
para amplificar secciones puntuales del genoma (Parker et al., 1998; Squirrel et

al., 2003).



Tabla 1. Caracteristicas de los principales marcadores moleculares utilizados en los

estudios poblacionales (Cruzan, 1998; Karp et al., 1998; Parker et al., 1998; Ouborg et al.,

1999; Bornet y Branchard, 2001; Goldstein y Schlétterer, 2001).

Marcador Tipo de Alelos por Temas que Costo Relativo
herencia locus pueden
polimorfito abordarse
Isoenzimas Codominante 2-5 Variacioén intra- | Barato y rapido,
poblacionaly | aunque
estructuracion | laborioso para
de poblaciones | la seleccion de
buffers
RFLP Dominante 2 Variacion intra- | Barato pero
poblacionaly | laborioso
estructuracion
de poblaciones
RAPD Dominante 2 Variacion intra- | Barato y rapido
poblacionaly | por el uso de
estructuracion | oligonucleétidos
de poblaciones; | no especificos
andlisis de
paternidad por
asignacion;
estructura clonal

Minisatélites Codominante 2-50 Andlisis de Laborioso por el
paternidad por | desarrollo de
exclusion o por | oligonucleétidos

asignacion; especificos
variacion intra- | para cada
poblacionaly | especie. Dificil
estructuracion | lectura de
de poblaciones; | resultados
“fingerprinting”

Microsatelites Codominante 2-50 Analisis de Laborioso por el
paternidad por | desarrollo de
exclusion o por | oligonucleétidos

asignacion; especificos
variacion intra- | para cada
poblacionaly | especie
estructuracion
de poblaciones
ISSR Dominante 2 Variacion intra- | Barato y rapido

poblacional y
estructuracion
de poblaciones;
estructura clonal

por el uso de
oligonucleétidos
no especificos




1.3 Justificacion del trabajo

En el contexto mencionado anteriormente, proponemos que el andlisis de la
estructura genética de las poblaciones por medio de herramientas moleculares es
de gran utilidad para abordar una diversidad de preguntas metapoblacionales
(Hastings y Harrison, 1994). Debido a la escala espacial relativamente pequefia
que se abarca en este estudio, se requiere de un marcador molecular altamente
variable para poder detectar diferencias genéticas entre poblaciones contiguas. En
el caso de T. recurvata, se ha estudiado la variacion genética utilizando
isoenzimas (Soltis et al., 1987), pero el nivel de variacion detectado fue muy bajo.
Muchos autores recomiendan el uso de microsatélites para el analisis de la
variacion genética inter e intra-poblacional debido a su alta variabilidad (Parker et
al., 1998). Por esta razon, en esta tesis se evalud el nivel de variacion de 12 loci

de microsatélites desarrollados para T. recurvata.



1. 4 Objetivos

Objetivo general.

En esta tesis se aborda el estudio de la variacion genética de la epifita Tillandsia
recurvata en la region de Tehuacan, Puebla, a través del uso de microsatélites,
con el objeto de evaluar el nivel de resolucion que ofrece esta herramienta

molecular para responder preguntas sobre su dinamica metapoblacional.

Objetivos particulares.

e Analizar el nivel de polimorfismo de 12 loci de microsatélites desarrollados
para T. recurvata.

e Conocer la variacion inter- e intra-poblacional en seis poblaciones de T.
recurvata ubicadas a diferentes distancias entre ellas. Se consideré a una
poblacién local como un hospedero colonizado, de tal manera que este
andlisis permitiria confirmar si realmente cada arbol colonizado puede ser
concebido como una poblacion local dentro de una metapoblacion.

e Evaluar la relacién entre la distancia genética y la distancia geografica de
las poblaciones.

e Estimar el numero de migrantes por generacidon en las poblaciones

estudiadas.



1. 5 Hipétesis

Tillandsia recurvata es una planta epifita de zonas aridas. Su reproduccion se da
principalmente por auto-polinizacién, como lo sugiere su morfologia florar y los
bajos niveles de variacion genética que se han observado utilizando isoenzimas
(Soltis et al., 1987). La dispersion de sus semillas se lleva a cabo por medio del
viento y se ha observado que la mayoria de las semillas dispersadas llegan a
micrositios ubicados a cortas distancias de la planta parental (Bernal, 2006). Por lo
tanto, se espera que la migracion y colonizacién se den entre los hospederos mas
proximos y que esto se refleje en un nivel de diferenciacién genética mas elevado
entre poblaciones relativamente mas lejanas que entre las poblaciones

relativamente cercanas.



CAPITULO 2
METODOS

2.1 La especie en estudio
Tillandsia recurvata (L.) pertenece a la Familia Bromeliaceae. Es una planta
herbacea, epifita, que puede establecerse en una gran variedad de sustratos (e.g.
Prosopis laeviagata, Acacia bilimekii y Cercidium praecox) , incluso en los cables
de las lineas eléctricas (Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales,
2003). El tallo de la planta se agrupa en masas esféricas que presentan una altura
que varia de 4 a 15 cm; sus hojas son disticas, ovaladas, de 5 a 10 cm de largo
(Rzedowski y Rzedowski, 2001) y se encuentran cubiertas de tricomas
absorbentes (Benzing, 1990) (Figura 1). Las inflorescencias son terminales y se
producen en un escapo de hasta 13 cm de largo; cada inflorescencia posee de 1 a
2 flores tubulares (Figura 2) y en algunas ocasiones hasta cinco; la época de
floracion es en el otofio. El fruto es una vaina eliptico-ovada de hasta 3 cm de
largo que contiene semillas plumosas (ca. 60 semillas por capsula—Bernal, 2006)
que se liberan a finales del invierno y principios de la primavera (Rzedowski y
Rzedowski, 2001).

T. recurvata es una especie de amplia distribucién, aunque se encuentra
restringida al continente americano y se le puede encontrar desde el sur de los
Estados Unidos, hasta Argentina y Chile, en altitudes de 100 a 2900 m (Rzedowski
y Rzedowski, 2001). Esta planta habita preferentemente en bosques de encino, en
matorrales xeréfilos y ocasionalmente en bosques de pino-encino (Secretaria de
Medio Ambiente y Recursos Naturales, 2003). En las zonas mas secas, como en

los matorrales xerdfilos, puede llegar a ser muy abundante como epifita y en cada



arbol se pueden encontrar desde unos cuantos hasta 500 individuos (Bernal et al.,
2005), aunque pueden alcanzar densidades mucho mayores, en cuyo caso esta
epifita se considera como una parasita estructural, pues puede llegar a ocasionar
cierto dafo al hospedero, como en Cercidium praecox, la cual posee tallos
fotosintéticos y a altas densidades, T. recurvata inhibe la fotosintesis del
hospedero (Montafa et al., 1997).

No se tiene informacién detallada acerca de la biologia reproductiva de T.
recurvata, sin embargo, debido a la forma de las flores (tubulares, alargadas, con
los estilos y estambres inmersos en el fondo del caliz—Figura 2), se cree que
prevalece la autofecundacién. Esta hip6tesis se apoya, ademas, en un estudio de
variacion genética con isoenzimas, en el que se observd muy baja variacion
genética entre individuos (Soltis et al., 1987).

Los nombres comunes de T. recurvata son: heno, gallitos, pachtle, paxtle,
paisté y paistle (Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales, 2003). Esta
especie se utiliza con fines medicinales en forma de infusibn para la tos,
bronquitis, dolor de espalda y como antiabortiva. La planta quemada y molida se
utiliza para tratar quemaduras. Ademas, se utiliza para adornar los nacimientos

navidefios (Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales, 2003).
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3mm

Estigma

Estambres

Ovario

Figura 2. Esquema de la flor de Tillandsia recurvata; se observan los estambres y el
estigma muy cercanos entre si e inmersos en la corola (ilustracion: Mariana Rojas

Aréchiga).
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2.2 El sitio de estudio

El material biologico para realizar este estudio fue colectado en el Valle de
Tehuacan. Se muestrearon seis poblaciones localizadas en tres sitios cercanos al
poblado de Zapotitlan Salinas (18° 20" N, 97° 28" O, 1550 m de altitud), en el
sureste del estado de Puebla. El primer sitio se encuentra sobre la carretera
Tehuacan-Huajuapan, cerca de la Colonia San Martin (18° 15°N, 97° 32" O); el
segundo sitio se ubicd en el camino de terraceria que va a Santa Ana-Teloxtoc
(18° 18'N, 97° 31°0); vy el tercer sitio se localizé en el Jardin Botanico Helia Bravo
(18° 19°N, 97° 27" O) (Fig. 3). En cada sitio se colectdo material de dos
poblaciones, como se detalla mas adelante.

El Valle de Tehuacan presenta un clima semiarido con lluvias en verano; la
temperatura media anual es de 22°C y la precipitacion es de 400 mm/afio (Garcia,
1981; Zavala-Hurtado, 1982). Las condiciones semiaridas de la regiébn son
resultado de la sombra orografica que produce la Sierra Madre Oriental, la cual se
encuentra hacia el este del Valle (Valiente-Banuet et al., 2000). El suelo que se
encuentra comunmente en esta region es de yeso y caliza, poco profundo y
halomorfico (Byers, 1967).

La vegetacion de cada sitio de colecta varié en su composicién especifica.
El sitio 1 era una tetechera de Neobuxbaumia mezcalaensis y Neobuxbaumia
macrocephala; en este tipo de vegetacion hay una gran diversidad de arbustos y
arboles entre los que destacan Yucca periculosa, Beaucarnea gracilis y Acacia
constricta (Valiente-Banuet et al., 2000). El tipo de vegetacion del sitio 2 fue una
selva baja espinosa (mezquital de Prosopis laevigata); este tipo de vegetacién se

encuentra dominada por arbustos perennes y ademas son frecuentes algunas
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cactaceas columnares tales como Myrtillocactus geometrizans, Pachycereus
marginatus y Stenocereus pruinosus (Valiente-Banuet et al., 2000). En el sitio 3 la
vegetacion era una tetechera de Neobuxbaumia tetezo, segun Valiente-Banuet et
al. (2000), donde ademas podemos encontrar arboles y arbustos como Mimosa

luisiana, Bursera aloexylon y Ceiba parviflora.

2.3 Muestreo del material biolégico

En cada uno de los tres sitios elegidos se seleccionaron dos arboles colonizados
por T. recurvata, en la seleccibn de estos arboles se consideraron a los
hospederos mas frecuentes de T. recurvata (i.e. Prosopis laeviagata, Acacia
bilimekii y Cercidium praecox). Ademas, se considerd un arbol focal que no tuviera
contacto con la copa del arbol mas préximo y en el cual existiera una poblacién de
T. recurvata con una densidad alta en comparacién con las poblaciones vecinas.
De cada hospedero se colectaron 25 individuos adultos de la epifita T. recurvata.
Este par de arboles hospederos (concibiendo a cada uno como una poblacion
local), estaban a una distancia de ca. 16 m uno del otro, sin que otros arboles
colonizados por T. recurvata se encontraran entre ellos. Esta distancia se eligié
con el objeto de asegurarnos de muestrear poblaciones locales relativamente
independientes en cada sitio, basandonos en los experimentos de Bernal (2006),
que sugieren que de las semillas dispersadas, entre el 3y el 19% se mantienen en
el arbol focal y menos del 1% se dispersan a una distancia de 7 m; sin embargo,
en los experimentos de Bernal (2006), no fue posible conocer el destino final de la

mayor parte de las semillas (del 56 al 67%).
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Figura 3. Ubicacién de los tres sitios de colecta del material biolégico de seis poblaciones

de Tillandsia recurvata. SITIO 1 = Colonia San Martin; SITIO 2 = Camino a Santa Ana
Teloxtoc; SITIO 3 = Jardin Botanico Helia Bravo.
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Se utilizé el programa ArcView GIS 3.2 (1999) para calcular las distancias
lineales entre los tres sitios de colecta, por medio de sus datos precisos de
localizacion (longitud y latitud) tomados con un GPS. La distancia en linea recta
entre los sitos 1 y 2 fue de 6.4 km; entre los sitios 2 y 3 fue de 7.9 km; y entre los
sitios 1 y 3 fue de 13.1 km. Asi, el muestreo incluyé dos escalas geograficas a
partir de las cuales se pretende interpretar los resultados de variacion y
diferenciacion genética entre poblaciones: la escala local (poblaciones localizadas
a 16 m de distancia) y la escala regional (poblaciones localizadas a kildmetros de

distancia—Fig. 4).

13.1I km

<>

m

6.4 km 7.9 km

=0

i
{0

Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3

Figura 4. Distancia entre las poblaciones de Tillandsia recurvata muestreadas en
tres sitios cercanos al poblado de Zapotitlan Salinas, Pue. Los circulos representan los
arboles que fueron seleccionados (poblacion local) y el nUmero romano en su interior es el

namero de cada poblacion. Las flechas indican la distancia entre las poblaciones.
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2.4 Desarrollo de los microsatélites
Los microsatélites que se utilizaron en este trabajo fueron disefiados por los Dres.
Teresa Valverde, Jan van Groenendael y Joop Ouborg, en la Universidad de
Nijmegen, Holanda (marzo a junio de 2001). En la presente tesis no se abordara
en detalle el disefio de los microsatélites, sino la evaluacion de su nivel de
variabilidad. Sin embargo, a continuacion se esbozan, de manera general, los
pasos que se siguieron para el disefio de los microsatélites:

1. Extraccion de ADN.

2. Digestion- EI ADN extraido se fragmentd con la enzima de restriccion
Mbo I; los fragmentos generados se encontraron entre 300 y 1500 pb.

3. Ligacion- Los fragmentos seleccionados en la digestion se ligaron con un
adaptador especifico de la enzima Mbo I, para que los “primers” (oligonucleétidos)
que se usarian posteriormente reconocieran dichos fragmentos para amplificarlos
por medio de PCR.

4. PCR inicial- Los fragmentos ligados de ADN se amplificaron a través de
una reaccion de PCR.

5. Preparacion e hibridizacion de filtros- Se prepararon filtros con diversos
motivos de microsatélites (GA12, GT12 AGTy, TGAg, TGT1o, TCT1, GAGg, GTGg,
CGTsg, GCCy, GCTg, TAAp, TGTTg, GTATg, GATAg, GACAs, GGAT7; y TCTTsg) a
los que posteriormente se afadieron los fragmentos de ADN previamente aislados
y amplificados para que los microsatélites presentes en el genoma de T. recurvata
se alinearan con los motivos. El resto del ADN que no se aline6 con los motivos se

lavo y fue eliminado.
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7. Aislamiento, lavado y amplificacion de fragmentos de ADN con
secuencias de microsatélites- Los filtros se lavaron con tres soluciones diferentes
para posteriormente aislar los fragmentos de ADN que se hibridizaron.
Posteriormente estos fragmentos se amplificaron por medio de un PCR utilizando
el oligonucledtido especifico de la enzima de restriccion usada anteriormente (Mbo
).

8. Ligamiento de los fragmentos de ADN a un vector— Los productos de
PCR de los fragmentos de ADN alineados con los motivos de los microsatélites, se
ligaron al vector pGEMT Easy Vector System | por medio de la Ligasa T4, para
usar el vector como un plasmido y ser introducido en bacterias competentes.

9. Clonacion del vector en bacterias- El vector con los fragmentos de ADN
se insertd en bacterias competentes por medio de un choque de calor.
Posteriormente las bacterias se cultivaron para formar colonias.

10. Seleccién de colonias- Las colonias fueron resembradas en filtros
hybond, asi como en placas de microtubos, para posteriormente ser marcadas
radiactivamente y asi poder detectar aquellas que contuvieran microsatélites. En
total se sembraron 1536 colonias en 16 placas de microtubos.

11. Identificacién de colonias con microsatélites por medio de marcaje
radiactivo- A los filtros hybond se afadieron nuevamente los motivos de los
microsatélites, asi como una marca radioactiva (y — P32 ATP) para poder
identificar las colonias que contuvieran el vector clonado con el microsatélite en su

secuencia.
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12. Aislamiento de los fragmentos con microsatélites de las colonias de
bacterias— De las colonias identificadas por radioactividad se hicieron las
extracciones de los vectores (por medio de minipreps) que contenian los
fragmentos que se alinearon con los motivos de microsatélites.

13. Secuenciacion de fragmentos— Los vectores aislados se secuenciaron,
para conocer la secuencia de los microsatélites y de sus regiones vecinas.

14. Disefio de los oligonucleodtidos para amplificar los microsatélites- Para
poder amplificar solo el fragmento donde se localiza el microsatélite, se utilizo el
programa PRIMER3 en el disefio de un par de oligonucleotidos (“forward” y
“reverse”) para cada locus de microsatélite identificado (en total, se identificaron

12 loci - Tabla 2).
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Tabla 2. Oligonucledtidos disefiados para la amplificacién de 12 loci de microsatélites de

Tillandsia recurvata. Producto esperado = tamafio del producto esperado en pares de

bases (pb). T° = temperatura de alineamiento de los oligonucleétidos, en grados

centigrados, F = cadena sentido (“forward”), R = cadena antisentido (“reverse”). El nombre

de cada locus hace referencia a la especie (Till), al motivo que conforma el microsatélite

(ej. GA) y al nUmero de veces que se repite este motivo (gj. 23).

Producto

Locus Secuencia de los oligonucleotidos T°| Motivo [esperado

TillGA23 F: TGC- GTA-AAG- GGA- ATT-AGG-GTT-AG |59 |GA23 165
R: CAT-ATT-CTC-CCG-CCC-TTA-TC

TillGT22 F: GAA-GGA- GAC-CGG-TAT-AA 51|GT22 174
R: GAA-TCA-AAG-GTT-TCG-TGA-TA

TillCT15 F: TTC-GCC-TTC-CTC-ATT-CAA-GTA-T 60 [ CT15 144
R: TAG-AGG-GGC-CGG-GGC-TTT-AC

TillCT20 F: TCT-GAA-CCA-CAA-CTC-AAC-ACG 60 [CT20 201
R: GAA-ACA-GTA-GGC-GCA-GTG-TG

TillAG20 F: TGA-AAG-AAG-AGG-GAC-CAA-AGG 48 | AG20 126
R: GCT-CTA-CTC-CGC-ACA-CTC-CT

TillGA20 F:CAC-TTC-TCT-CCT-CCC-TCC-TCT 60 [ GA20 153
R: AAA-ACC-ATT-TCA-TCC-TCT-TCC-A

TillGT22CAG6O | F: CCG-CGA-CGA-GTT-CAC-TAG-AT 48| GT22 252
R: GGG-ACG-ACT-GAT-TGA-CGA-AC CA60

TIIGATA13 |F: TGG-TAT-GCC-CAC-TAA-GTC-TAC-TG 58 | GATA13 204
R: AGG-CCA-GAG-AGA-TGG-ATG-TAA

TillCA27 F: ATC-TGA-TGC-CCA-AGA-AGA-GC 48 | CA27 160
R: CCA-GAT-CAG-TTA-TGG-GCA-AA

TillGA25 F: GAA-CTC-TAT-AAG-AGG-GCA-AGA-GAG-G | 48 | GA25 154
R: TGG-TGT-TCA-GTA-AAT-GCT-TTG-G

GA21

TillGA21 F: ATC-TCC-GGA-GTT-GTG-GGA-GT 48 | GAAGAG7? 167
R: CTT-CAT-CGT-CCG-TCT-CCT-TC

TiIlIAG3GT46 |F: GGT-GGT-GTG-TGT-GAG-TGA-GG 50 | AG3 GT46 189
R: GCG-TCT-CAA-TCC-CGA-ATA-GT GA23

2.5 Evaluacion de la diversidad genética de los loci de microsatélites

2.5.1 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN genomico de los individuos de T. recurvata colectados en

las poblaciones seleccionadas se realizd con el kit de extraccion de la marca Bio




Rad (# catalogo 732-6343). El protocolo original de este kit fue modificado para
trabajar con esta especie con el fin de mejorar el rendimiento de la extraccion, ya
que en pruebas preliminares el protocolo estandar no mostré un buen rendimiento.
Las dos modificaciones que se hicieron consistieron en aumentar la cantidad de
tejido vegetal de 10 mg a 50 mg; ademas, el volumen de las soluciones utilizadas
se duplico.

Los pasos que incluye el protocolo de extraccion se describen brevemente
a continuacion, incluyendo las modificaciones al protocolo original:

1. Lisis celular— Se molieron 50 mg de tejido foliar de T. recurvata,
congelandolo con nitrégeno liquido y triturandolo hasta que quedara como un
polvo blanco. Este se recogio con una espatula y se coloco en un tubo de 1.5 ml al
que se le adicionaron 600ul de solucion de lisis, agitando posteriormente para
crear una mezcla homogénea que se incubd a 65°C por 45 minutos en un
termobloque.

2. Tratamiento con RNAsa— Los tubos se sacaron del termobloque para
anadirles 3 ul de la solucion de RNAasa (Rnase A Solution, 4mg/ml), se mezclaron
por inversion 25 veces y se incubaron por 45 minutos a 65°C en el termobloque.

3. Precipitacion de proteinas— Pasado el tiempo de incubacion con la
RNAsa, los tubos se sacaron del termobloque y se dejaron enfriar hasta llegar a
temperatura ambiente; se afladieron 200 ul de solucion precipitadora de proteinas;
se mezclaron con el vértex durante 20 segundos y se centrifugaron a 14000 rpm
durante 3 minutos a temperatura ambiente. Cada tubo contenia el ADN en

suspension y las proteinas se encontraban formando un boton en el fondo del
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tubo. Si el boton no se encontraba compacto y se observaban particulas en el
sobrenadante, el tubo se volvia a mezclar y se incubaba en hielo por 5 minutos
para centrifugar de nueva cuenta.

4. Precipitacion de ADN- El sobrenadante obtenido se pasé a un tubo
nuevo que contenia 600 ul de isopropanol. La solucion se mezcld por inversion 50
veces y se centrifugd a 14000 rpm por un minuto. El sobrenadante se tird
cuidando de conservar el botén del ADN y se dejo escurrir el tubo sobre una tolla
absorbente. Posteriormente se afiadieron 600 ul de etanol al 70% y se mezcl6 el
tubo por inversion varias veces, centrifugando posteriormente a 14000 rpm por un
minuto. De nueva cuenta se tiré el sobrenadante y se dej6 secar el tubo entre 10 y
15 minutos.

5. Hidratacion de ADN- Se afadieron 50 ul de solucion de hidratacion del

kit y se dej6 hidratar a temperatura ambiente durante toda la noche.

2.5.2 PCR (para los 12 microsatélites)

Para conocer las condiciones de PCR ideales para la amplificacion de los 12 loci
de microsatélites reportados en la Tabla 2, se realizaron gradientes de
concentraciones, tanto de los oligonucle6tidos como de MgCl,, utilizando un
individuo de cada poblacién. Con esto, ademas, se identificaron de manera
preliminar los loci polimorficos. Las concentraciones de los oligonucleétidos
probadas en los gradientes fueron de 0.6, 0.8 y 1.0 uM y las de MgCl,de 2.0, 2.5y
3.0 mM. Las reacciones de los gradientes se hicieron a un volumen final de 12.5 pl

y por separado para cada locus, llevandose a cabo en un termociclador PT-100 de

31



MJ Research con la temperatura de alineamiento correspondiente para cada locus

(Tabla 2) y los siguientes ciclos para todos los pares de oligonucleotidos:

Paso Temperatura Tiempo
(%)

Paso 1 (desnaturalizacion inicial) 95 5 min
35 ciclos de:
Paso 2 (desnaturalizacion) 92 45 seg
Paso 3 (alineamiento) 48 45 seg
Paso 4 (extension) 72 1:30 min
Paso 5 (extensién final) 72 10 min

De las concentraciones probadas, se seleccionaron aquellas en las que se
visualizé mejor el producto en la zona esperada (ver seccion 2.5.3 para detalles de
la visualizacion de los productos amplificados) y que ademas amplificaran un
patron de bandeo constante y distinguible de las bandas tartamudas (stutter
bands).

Las concentraciones de oligonucleétidos y de MgCl, elegidas para trabajar
con los loci seleccionados por ser polimorficos, fueron de 1.0 uM y 3.0 mM,
respectivamente. Los otros reactivos utilizados para las reacciones fueron:
amortiguador de reaccion 10X (incluido con la Polimerasa), mezcla de dNTP’s
(10mM marca Fermentas), amplificasa (Biotecnologias Universitarias), agua
ultrapura y el ADN de cada individuo. Siempre se utilizaron las mismas
concentraciones de estos reactivos, tanto para los gradientes como para el trabajo

posterior (para detalles al respecto, ver el Apéndice 1).

2.5.3 Separacion y visualizaciéon del producto de PCR en geles de
poliacrilamida
Los productos de PCR se corrieron en geles desnaturalizantes de Poliacrilamida al

6% (ver detalles de la preparacion en el Apéndice 2) a un voltaje constante de
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1300 volts durante 3 horas y 10 minutos. Se utiliz6 un marcador molecular
(escalera) de 10 pares de bases (pb) como referencia, para conocer el tamafo de
los productos amplificados (Figura 5). Los geles se revelaron con una tinciéon de
nitrato de plata (ver protocolo en el Apéndice 3) para visualizar los productos de
PCR (Figura 5).

La lectura de los geles para determinar el tamafio de los productos de PCR
se realizé por medio del programa Lab Works ver. 4.5 (Media Cybernetics, 2003).
Este programa permite conocer tanto la intensidad como el peso molecular de
cada banda y asi poder diferenciar las banda reales de las bandas “artefacto” o
tartamudas (Figura 5); estas bandas tartamudas son producto de errores de la
ADN-polimerasa durante la reaccion de PCR y se observan en el gel como bandas
adicionales de una menor intensidad y menor peso que las bandas
correspondientes a los microsatélites. Con la informacion obtenida del peso
molecular de las bandas de los microsatélites, se construyé una matriz con los

alelos presentes en cada individuo para cada locus.

2.6 Andlisis de datos

Para conocer el nivel de variacion genética de T. recurvata, asi como la
distribucion de ésta entre las poblaciones muestreadas, se realiz6 el analisis de
los datos en dos secciones, segun el tipo de descriptores de la variacion genética
utilizados en cada caso: a) descriptores de la variacién presente dentro de las
poblaciones y b) descriptores de la variacion genética entre las poblaciones; entre

estos Ultimos se encuentran las variables que consideran la distribucion espacial
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de las poblaciones y la manera en la que ésta se relaciona con la distribucion de la

diversidad genética.

1907 T, = ger s : 140

Figura 5. Imagen resultado de la electroforesis y del andlisis de los productos de PCR en
geles de poliacrilamida con tincién de plata. Las cruces indican los alelos encontrados, E
= marcador molecular de 10 pb. PlI= poblacién II, TilGA23 = nombre del locus, 6-10 =

identificacion de los individuos, 140 = 140 pares de bases.

2.6.1 Andlisis de la variacién genética intra-poblacional

A partir de los microsatélites que resultaron polimorficos se analiz6 la diversidad
genética de las poblaciones de T. recurvata estudiadas. Para esto, se utilizaron
diversos descriptores de la variacidbn genética intra-poblacional, tales como el
namero de alelos por locus (NJ), la frecuencia alélica para cada locus en cada
poblacién, el nimero efectivo de alelos (N¢), el nUmero de alelos privados por

poblacién y la heterocigosis observada y esperada (H, y He respectivamente). El
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calculo de estos parametros se realizd0 con la ayuda del programa GenAlEXx
version 6 (Peakall y Smouse, 2006).

El nimero efectivo de alelos (Ne) es el reciproco de la homocigocidad (Nei,
1987) y proporciona un estimador del nimero de alelos con la misma frecuencia;
ademas, permite comparaciones de diversidad alélica entre loci con distribuciones
de frecuencias alélicas muy diferentes (Peakall y Smouse, 2006). El valor de Ne
por lo general es mas pequeiio que el del numero de alelos (Nei, 1987). GenAlEx

calcula el valor de N segun la siguiente ecuacion (Brown y Weir, 1983):

en donde He es la heterocigosis esperada segun el equilibrio de Hardy-Weinberg.
La desviacién que existe con respecto a las proporciones esperadas de
acuerdo al equilibrio de Hardy-Weinberg es uno de los primeros pasos en el
estudio de la estructura genética poblacional, debido a que indica si las
proporciones genotipicas se desvian de las proporciones esperadas en el caso de
que en la poblacion los apareamientos sean al azar (panmixia), de que el tamafio
poblacional sea tan grande de tal manera que no haya deriva génica, de que no
ocurran procesos de mutacién ni de migracién y de que la seleccion no actué
sobre ella (Rousset y Raymond, 1995; Hedrick, 2000). Para probar si habia
desviaciones de las proporciones genotipicas esperadas por Hardy-Weinberg en
las poblaciones de T. recurvata estudiadas se utilizé el programa GENEPOP,
version 3.4 (Raymond y Rousset, 1995). Este analisis se realizd para cada locus
en cada poblacion y adicionalmente una prueba global (todos los loci en todas las

poblaciones).
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Por otro lado, se calculé para cada poblacion y para cada locus el indice de
fijacion (F), que mide las desviaciones de las proporciones de Hardy-Weinberg
basandose en la heterocigosis observada y esperada (Nei, 1987; Hedrick, 2000).
El valor de F puede ser positivo 0 negativo, dependiendo de los factores que
afectan a la poblacion (Nei, 1987). Un valor de F cercano a cero indica que la
poblacion se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg (Hedrick, 2000); si el
valor de F es positivo, nos indica que hay una deficiencia de heterocigotos debida
a procesos de endogamia. De hecho, si no existe otro factor que afecte a la
poblacion, F se considera una medida del indice de endogamia de Wright (Nei,
1987); un valor de F negativo nos habla de un exceso de heterocigotos (Hedrick,
2000). Este indice se calcul6 con el programa GENEPOP, el cual se basa en Weir

y Cockerham (1984).

2.6.2 Andlisis de la variacidén genética inter-poblacional
La distribucién de la variabilidad genética a nivel regional entre las poblaciones de
T. recurvata en el Valle de Tehuacan se analiz6 a través de descriptores que
miden la variacion inter-poblacional. Estos parametros nos ayudan a entender la
influencia de diversos procesos evolutivos en los patrones de diversidad genética
que encontramos (Hedrick, 2000). A continuacion se describen los parametros
utilizados en este estudio.

El indice de fijacion de Wright (F), del cual se hablé anteriormente, se
extiende para el caso de poblaciones subdivididas con el objetivo de comparar el
grado de diferenciacion entre los diferentes niveles de inclusién en los que se

estructuran las poblaciones (Hartl y Clark, 1997). De esta forma, podemos analizar
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como se encuentra repartida la variacion genética entre los distintos niveles de
subdivision. En este sentido, los niveles a los cuales puede ser analizada la
variacion genética son: el total de la poblacion (T), las subpoblaciones (S), y los
individuos que conforman las subpoblaciones (1) (Hedrick, 2000). Los estadisticos
F evaltan la reduccion proporcional de la heterocigosis de los individuos respecto
de las subpoblaciones (Fis), de los individuos respecto al total de la poblacion (Fir)
y de las subpoblaciones respecto al total de la poblacién (Fst) (Nei, 1987; Hartl y
Clark, 1997).

De esta forma, la variable Fsr es en si una medida de la diferenciacion entre
las poblaciones y su valor siempre es positivo (Hedrick, 2000), mientras que Fisy
Fir son medidas de la desviacion de las proporciones de Hardy-Weinberg en las
subpoblaciones o en la poblacion total, respectivamente, y pueden tomar valores
positivos, en el caso de que haya una deficiencia de heterocigotos, o valores
negativos cuando hay exceso de heterocigotos (Hedrick, 2000).

El calculo de los estadisticos F de Wrigth se realizé de dos maneras:
utilizando las frecuencias de los alelos, por medio del programa GenAlEx y por
medio del célculo de Fis, Fsc, Fcr y Fir (Que son sus equivalentes) a través de un
Analisis Molecular de Varianza (AMOVA) usando el programa ARLEQUIN, version
3.0 (Excoffier et al., 2005). Este ultimo permite el calculo de estos indices por
medio de una prueba estadistica de permutacion aleatoria (Peakall y Smouse,
2006). Otro estadistico calculado por medio del AMOVA, también con el programa
ARLEQUIN, fue Rsr el cual es analogo a la Fsr de Wright; sin embargo, a
diferencia de éste, el estadistico Rst se desarrollé especificamente para su

aplicacién a microsatélites, ya que se basa en el modelo de mutacion por pasos
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(Slatkin, 1995), el cual es el modelo de mutacion mas aceptado para estos
marcadores moleculares (Slatkin, 1995; Goldstein y Schldtterer, 2001).

Adicionalmente, el AMOVA analiza la distribucion de la varianza genética
entre los diferentes niveles jerarquicos de agrupacion, por lo cual este analisis
indica el porcentaje de variacién contenida en los diferentes niveles de agrupacion
poblacional considerados en el estudio. Como se menciond anteriormente, el
AMOVA puede aplicarse via el numero de alelos diferentes (Fst) 0 por la suma de
las diferencias cuadradas (Rst) (Excoffier et al., 2005).

Una medida indirecta del flujo genético entre las subpoblaciones de una
poblacién es la estimacién del numero de migrantes (Nm), el cual se puede
calcular por medio del método de alelos privados; este ultimo considera las
frecuencias de los alelos privados de cada subpoblacion (Slatkin, 1985). En este
trabajo, Nm es un indicador indirecto del flujo génico entre subpoblaciones y se
calcul6 con el programa GENEPOP.

Otra manera en la que se puede calcular Nm es a través de Fsrt, a partir de
la cual se puede obtener una matriz de valores de Nm para cada par de
poblaciones. Esta forma de calcular Nm supone que un par de poblaciones de
tamafio N se selecciona de un universo de poblaciones que intercambian una
fraccion de migrantes m por generacién y que la tasa de mutacién u, es tan baja,
que permite medir la tasa de migracibn m. De esta forma, podemos calcular M
como el nimero absoluto de migrantes entre pares de poblaciones para cada

generacion de la siguiente forma:

_ 1 - Fsr
2Fst
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esto se realizo con el programa ARLEQUIN.

Para evaluar la variacion encontrada entre las diferentes poblaciones, se
calcularon las distancias genéticas de Nei (Nei, 1987) entre pares de poblaciones.
En el caso de marcadores moleculares selectivamente neutros, como los
microsatélites, y bajo el modelo de alelos infinitos, se espera que las distancias
genéticas incrementen de manera lineal con el tiempo (Nei, 1972; Hedrick, 2000);
por tanto, esta medida es un buen indicador del grado de diferenciacion genética
entre las poblaciones estudiadas por medio de microsatélites. Cuando se trabaja
con muestras inferiores a los 50 individuos se recomienda usar la distancia
genética corregida (Da) (Hedrick, 2000), la cual se calcul6 con el programa

ARLEQUIN, de acuerdo a la siguiente ecuacion:

o+ @
2
donde m; y 7, son la diversidad haplotipica en las poblaciones 1 y 2

A
Da=m12 —

respectivamente y 1, es el promedio de las diferencias entre dos haplotipos
elegidos al azar de las poblaciones 1y 2 y es igual a Zjxydj, donde x; y y; son la
frecuencia del iésimo haplotipo en las poblaciones Xy Y respectivamente y §; es el
namero de diferencias entre el haplotipo i y el haplotipo j (Nei y Li, 1979; Excoffier
et al., 2005) .

Se realizaron correlaciones lineales simples entre las distancias genéticas
de Nei corregidas (D) Y las distancias geograficas entre pares de poblaciones,
entre el nimero absoluto de migrantes (M) y las distancias geogréficas y entre las
distancias genéticas de Nei corregidas (Da) y el nUmero absoluto de migrantes

(M). Para conocer si existe una relacion entre las distancias genéticas y las
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distancias geograficas, asi como entre las distancias geograficas y el nimero de
migrantes (M), se realizé una prueba de Mantel. Este andlisis prueba si existen
diferencias significativas entre dos 0 mas matrices; en este caso comparamos una
matriz con las distancias geograficas entre pares de poblaciones (en kildmetros-
Fig. 4) y una matriz con los valores de Da calculados. La matriz de distancias
geograficas se compard también con la matriz de valores de M. Este andlisis se

realizo con el programa ARLEQUIN, version 3.0.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Polimorfismo de los 12 loci de microsatélites de Tillandsia recurvata

Se estandarizaron los protocolos de PCR para la amplificacion de 12 pares de
oligonucleotidos (primers) de microsatélites disefiados para T. recurvata (Tabla 2).
De los 12 loci probados resultaron polimorficos solo cuatro de ellos: TillGA23,
TillGT22, TillCT15 y TillCT20 (Tabla 3); éstos presentaron un alto grado de
polimorfismo, observandose entre 8 y 17 alelos por locus. El locus con un menor
namero de alelos fue TillCT15 con solo 8 alelos y el locus con un mayor nimero
de alelos fue TillGA23, con 17 alelos en las seis poblaciones muestreadas en el
Valle de Tehuacan (Tabla 3). Esto se refleja de igual manera en el nimero de
alelos efectivos (N,) y en la heterocigosis esperada (He) (Tabla 3).

Respecto a la heterocigosis observada (H,), se observaron desviaciones de
las proporciones esperadas de acuerdo al equilibrio de Hardy-Weinberg en los
cuatro loci analizados. Estas desviaciones tienen que ver en tres de los casos con
una deficiencia de heterocigotos (en los loci TillGA23, TillGT22 y TillCT20) (ver
Tabla 3). En el caso del locus TillCT15, la desviacién de las proporciones de
Hardy-Weinberg que se observo se debe a un exceso de heterocigotos (ver Tabla

3).
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Tabla 3. Loci polimérficos de microsatélites para Tillandsia recurvata. N= numero de
individuos analizados por loci, N, = nimero de alelos presentes; N, = ndamero
efectivo de alelos; H, = heterocigosis observada; He = heterocigosis esperaday F =

indice de fijacion.

Locus Intervalo de tamafio N Na Ne Ho He F

del producto (pb)

TillGA23 125 - 167 150 17 7.4 | 0.832* | 0.865 0.043
TillGT22 164 - 190 150 11 53 | 0.719* | 0.811 0.110
TillCT15 140 - 154 150 8 3.3 | 0.872* | 0.694 | -0.264
TillCT20 179 - 201 150 9 46 | 0.673* | 0.785 0.149

* = desviacion de las proporciones de Hardy-Weinberg (P<0.0001).

3.2 Variacion genética intra-poblacional

Los valores de numero de alelos (N5), niumero de alelos efectivos (Ne), alelos
privados (AP), heterocigosis observada (H,), heterocigosis esperada(He) e indice
de fijacion (F) se calcularon para cada locus en cada poblacion y se muestran en
las Tablas 4 a 7. Ademas, el promedio de estas variables (tomando en cuenta los
cuatro loci en conjunto) para cada poblacion se muestran en las Figuras 6 a 9 (ver
también Apéndice 4 para tablas de alelos y sus frecuencias).

El locus que presenté una mayor variacion en cuanto al numero de alelos
presentes por poblacion fue TillGA23, que en la poblacion | sélo presentd 5 alelos
mientras que en la poblacién I, se encontraron 13 alelos (Tabla 4). Los demas loci
presentaron una menor variacion en términos del nimero de alelos presentes en
cada poblacion (Tablas 5 a 7).

En cuanto al promedio del nimero de alelos por poblacion, observamos que

las poblaciones V y VI presentaron un mayor numero de alelos, con 7.25 alelos
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cada una, mientras que la poblacion | solo presentd 5 alelos en promedio (Figura
6).

Con respecto al numero de alelos privados, se encontraron 13 de un total
de 45 alelos globales para todos los loci; cuatro de ellos se observaron en el locus
TillGA23: dos en la poblacion I, uno en la poblacion V y otro mas en la poblacion
VI (Tabla 4). Por su parte, el locus TillCT20 fue el que presenté el menor nimero
de alelos privados, con uno en la poblacion | y otro en la poblacion 1l (Tabla 7).

Tomando en cuenta el promedio para todos los loci, la poblacion VI fue la
que presentd un mayor numero de alelos privados (Figura 8), mientras que las
poblaciones | y Il fueron las que tuvieron un menor nimero alelos privados, con

uno alelo privado para cada una (Figura 8).

Tabla 4. Valores para el locus TillGA23 de: N= ndamero de individuos, N, = niumero de
alelos; N. = numero efectivo de alelos; AP = niumero de alelos privados; H, = heterocigosis
observada; He = heterocigosis esperada y F = indice de fijacién, para cada poblacién

muestreada de Tillandsia recurvata en los tres sitios estudiados en el Valle de Tehuacan.

Poblacién N Na Ne AP Ho He F

I 25 5 2.9 0 0.960* 0.652 -0.456
Il 25 13 8.7 2 0.920* 0.886 -0.018
1] 25 9 55 0 0.739* 0.819 0.119
v 25 8 5.2 0 0.833* 0.807 -0.011
\% 25 11 9.4 1 0.762* 0.893 0.171
VI 25 9 4.0 1 0.760* 0.748 -0.004

* = desviacion de las proporciones de Hardy-Weinberg (P<0.0001).
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Tabla 5. Valores para el locus TillGT22 de: N= nimero de individuos, N, = nUmero de
alelos; N. = numero efectivo de alelos; AP = numero de alelos privados; H, = heterocigosis
observada; He = heterocigosis esperada y F = indice de fijacién, para cada poblacién

muestreada de Tillandsia recurvata en los tres sitios estudiados en el Valle de Tehuacan.

Poblacién N N. Ne AP H, He F

I 25 6 4.3 0 0.760* 0.770 0.033
Il 25 5 4.4 0 1.000* 0.774 -0.274
11 25 6 4.1 0 0.833" 0.754 -0.085
|V 25 8 3.8 2 0.480* 0.736 0.366
\ 25 6 3.3 0 0.364* 0.698 0.497
VI 25 9 6.2 2 0.840* 0.838 -0.018

* = desviacion de las proporciones de Hardy-Weinberg (P< 0.005).

Tabla 6. Valores para el locus TillCT15 de: N= numero de individuos, N, = nUmero de
alelos; Ne = numero efectivo de alelos; AP= nimero de alelos privados; H, = heterocigosis
observada; He = heterocigosis esperada y F = indice de fijacién, para cada poblacién

muestreada de Tillandsia recurvata en los tres sitios estudiados en el Valle de Tehuacan.

Poblacién N Na Ne AP Ho He F

I 25 3 25 0 0.760** 0.602 -0.243
Il 25 4 3.3 0 0.880% 0.698 -0.242
1] 25 4 3.3 0 1.000* 0.698 -0.413
v 25 5 3.1 1 0.800* 0.674 -0.166
\% 25 5 2.2 1 0.920% 0.555 -0.645
VI 25 6 2.7 1 0.880* 0.635 -0.368

* = desviacion de las proporciones de Hardy-Weinberg (P< 0.001).

** = desviacién de las proporciones de Hardy-Weinberg (P< 0.05).
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Tabla 7. Valores para el locus TillCT20 de: N= namero de individuos, N, = nidmero de
alelos; N. = numero efectivo de alelos; AP = nimero de alelos privados; H, = heterocigosis
observada; He = heterocigosis esperada y F = indice de fijacién, para cada poblacién

muestreada de Tillandsia recurvata en los tres sitios estudiados en el Valle de Tehuacan.

Poblacién N Na Ne AP Ho He F

[ 25 6 3.3 1 0.720* 0.698 -0.011
Il 25 6 3.6 0 0.880* 0.722 -0.200
11 25 8 4.4 1 0.800* 0.774 -0.013
[\ 25 4 2.4 0 0.560"° 0.583 0.060
\ 25 7 3.7 0 0.560* 0.729 0.251
VI 25 5 3.3 0 0.520* 0.698 0.274

* = desviacion de las proporciones de Hardy-Weinberg (P< 0.005).

"® = no hubo desviacion de las proporciones de Hardy-Weinberg.

La prueba de Hardy-Weinberg mostr6 que todos los locus en todas las
poblaciones se desviaron de las proporciones esperadas (Tablas 4 a 7), a
excepcion del loci TillCT20 en la poblacion 1V, en el que las H, y la He fueron muy
similares (Tabla 7). Estas desviaciones de las proporciones esperadas se
confirman al considerar el indice de fijacién (F), que en la mayor parte de los
casos presenta un valor negativo, lo que nos indica un exceso de heterocigotos
(Tablas 4 a 7). El locus TillCT15 en la poblacién V fue el que presenté el indice de
fijacion mas bajo (F = -0.657-Tabla 6); de hecho, en este locus se observé que
todas las poblaciones presentaron valores negativos de F (Tabla 6). Con respecto
a los loci TillGT22 y TillCT20, la mitad de las poblaciones presentaron valores
negativos de F (Tablas 5y 7).

El exceso de heterocigotos que sugieren los valores negativos de F se
pueden ver de manera gréfica en la Figura 9, en donde queda claro que el nimero
de heterocigotos observados es superior al esperado en las poblaciones I, II, 1l y

VI.
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Figura 6. Niamero promedio de alelos (Ny) por poblacién para los loci TillGA23,

TillGT22, TIlICT15 y TillCT20, analizados en las seis poblaciones de Tillandsia

recurvata colectadas en el Valle de Tehuacan.
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Figura 7. Numero promedio de alelos efectivos por poblacién para los loci

TillGA23, TillGT22, TillCT15 y TillCT20, analizados en las seis poblaciones de

Tillandsia recurvata colectadas en el Valle de Tehuacan.
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Figura 8. Numero promedio del nimero de alelos privados (AP) por poblacion
para los loci TillGA23, TillGT22, TillICT15 y TillCT20, analizados en las seis

poblaciones de Tillandsia recurvata colectadas en el Valle de Tehuacan.
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Figura 9. Promedio de la heterocigosis observada (H,) y esperada (H.) para cada
poblacion para los loci TillGA23, TillGT22, TillCT15 y TillCT20, analizados en las

seis poblaciones de Tillandsia recurvata colectadas en el Valle de Tehuacan.
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3.3 Estructura genética inter-poblacional

3.3.1 Diferenciacion genética entre poblaciones
Para conocer el grado de diferenciacion entre poblaciones tomando en
cuenta los diferentes niveles de distribucion espacial, se calcularon los
estadisticos de Wright utilizando las frecuencias alélicas (Tabla 8).

En el caso de la Fis, observamos que para los loci TillGA23 y TillCT15
los valores fueron negativos (Tabla 8), lo cual indica que en estos loci hay
un exceso de heterocigotos, aunque muy ligero en el caso del primero. Por
su parte, los loci TillGT22 y TillCT20 mostraron un leve exceso de
homocigotos, reflejado en los valores positivos de este estadistico (Tabla
8). El promedio del valor de Fis fue negativo (-0.072); lo que indica
globalmente un exceso de heterocigotos para estos cuatro loci entre los
individuos de las subpoblaciones estudiadas.

Con respecto a Fir, se observo que el Gnico locus con un exceso de
heterocigotos fue TillCT15, que mostrd un valor negativo para esta variable
(Tabla 8). Sin embargo, el promedio global de Fr fue positivo, aunque muy
bajo (0.011), lo que sugiere que en el Valle de Tehuacéan los individuos de
T. recurvata muestran un leve exceso de heterocigosis.

Con respecto a los valores de Fsr, todos los locus indican que existe
una subdivisiobn de la variacion genética de esta especie en la region
estudiada. El valor de Fst mas alto (0.108) fue para el locus TillCT20. Por
su parte, el valor promedio de Fst fue de 0.078 (Tabla 8), lo cual confirma
que si se observa cierto grado de diferenciacién entre las poblaciones

muestreadas.
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Tabla 8. Estadisticos de Wrigth calculados a través de las frecuencias alelicas para cada

locus de los microsatélites polimérficos de Tillandsia recurvata.

TillGA23 | TillGT22 | TillCT15 | TillCT20 | Promedio
Fis -0.035 0.064 -0.356 0.039 -0.072
Frr 0.042 0.119 -0.258 0.142 0.011
Fsr 0.075 0.059 0.072 0.108 0.078

3.3.2 Distribucién de la variabilidad genética entre los niveles de
agrupacion espacial

Para conocer como se distribuye la variacion genética entre los diferentes
niveles de estructuracion poblacional analizados, se utilizé el andlisis molecular de
varianza (AMOVA), tanto con base en el nimero de alelos diferentes y que estima
los equivalentes a los estadisticos de Wright (Fcr, Fsc y Fst), como en base de la
suma de las diferencias cuadradas y que calcula Rst. En ambos casos el analisis
se realizé agrupando las seis poblaciones muestreadas en tres grupos con un par
de poblaciones por grupo como se muestra y se explica en la Figura 4.

Los resultados del AMOVA con base en el nimero de alelos diferentes
mostraron que el mayor porcentaje de variacion (93.08%) se encuentra en las
poblaciones (Tabla 9); sin embargo, el valor del indice de fijacién asociado fue
bajo (Fir = 0.069) aunque significativo (P<0.0001).

El siguiente nivel analizado fue la variacion entre las poblaciones ubicadas
en los tres sitios; en este caso se observé que un 9.48% de la variacion se
encuentra en este nivel (Tabla 9). Este nivel mostré el valor del indice de
fijacibn mas alto, con Fsc = 0.092 (Tabla 9) el cual fue altamente significativo
(P<0.0001-Tabla 9). Por ultimo, se analiz6 la variacion existente entre los

grupos y se encontré un valor negativo en el porcentaje de variacion (-2.56%);
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el indice de fijacion asociado también mostro un valor negativo, (Fct = -0.026)

el cual no resulto significativo (P = 0.933).

Tabla 9. Resultados del AMOVA con base en el nimero de alelos diferentes (Fst). Se

muestran los indices de fijaciobn (F) para cada jerarquia asi como la prueba de

significancia.
Grados de | Componentes % de indices de Pruebas de
Fuente de variacion libertad de la varianza |variacion fijacion significancia
Entre grupos 2| ca%=-0.041 -2.56 | Fcr =-0.026 | 0.933+-0.000
Entre poblaciones dentro de grupos 3|ob®*=0.152 9.48 | Fsc = 0.092 0.000+-0.000
Dentro de poblaciones 294 | 6c?= 1.496 93.08 | Fst= 0.069 0.000+-0.000
Total 299| ©°=1.607

Los resultados del andlisis de AMOVA con base en la suma de las
diferencias cuadradas mostraron resultados similares a los encontrados con el
método del nimero de alelos diferentes. El nivel intra-poblacional es donde se
encuentra distribuida la mayor parte de la variaciébn encontrada (92.12% -
Tabla 10) con un indice de fijacion bajo pero significativo (Fst = 0.079, P =
0.003 - Tabla 10).

El porcentaje que se obtuvo para la variacion entre las poblaciones de
los grupos fue de 9.20%, siendo el nivel con el segundo mayor porcentaje de la
variacion total, al igual que en el método de alelos diferentes (comparar con
Tabla 9). El indice de fijacién para este nivel fue de Fsc = 0.091 (Tabla 10) y
fue altamente significativo (P = 0.002). Por ultimo, el nivel correspondiente a la
variacion entre grupos mostro el menor porcentaje de variacion (-1.32%). Este
nivel también resulté ser el que explic6 menor porcentaje de la variaciéon con el

método de alelos diferentes (comparar con Tabla 9). En este caso, el indice de
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fijacion mostré6 un valor negativo de Fct = -0.013 (Tabla 10) que no fue

significativo (P = 0.393).

Tabla 10. Resultados del AMOVA con base en la suma de las diferencias cuadradas

(Rst). Se muestran los indices de fijacion para cada jerarquia asi como la prueba de

significancia.
Grados de | Componentes | % de indices de | Pruebas de
Fuente de variacién libertad | delavarianza |variacion| fijacién significancia
Entre grupos 2| ca’=-30.434 -1.32 |Fer=-0.013 | 0.393 +-0.013
Entre poblaciones dentro de grupos 3|ob*=211.740 9.20|Fsc=0.091 | 0.002 +-0.001
Dentro de las poblaciones 294 | oc? = 2120.308 92.12 | Fsr= 0.079 | 0:003 +-0.001
Total 299| ©°=2301.615

3.3.3 Estimacion de la migracién entre poblaciones
El flujo genético producto de la migracion entre las poblaciones se estimé por dos
métodos diferentes: el primero fue el que se basa en el nimero de alelos privados
que se encuentran en cada poblacion y el cual calcula el numero efectivo de
migrantes (Nm). El valor obtenido para este estimador fue alto, presentando un
valor de Nm = 4.77. El segundo método utilizado para cuantificar la migracién se
basa en el valor de Fst y da lugar a una matriz compuesta por los valores del
namero absoluto de migrantes (M) entre pares de poblaciones (Tabla 11).

Los valores de M sefialan que la migracion mas alta no fue la que se da
entre los pares de poblaciones de cada grupo, contrario a lo esperado. El valor de
M mas alto que se observo entre pares de poblaciones del mismo grupo fue de
12.775, entre Plll y PIV (Tabla 11). Pero se encontraron valores de M aun mas
altos entre Pl y PIIl (M = 14.407), y entre Pll y PllIl (M = 13.606) que en ninguno de

los dos casos las poblaciones se ubican en el mismo sitio (Figura 4). El resto de
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los valores de M se encontraron muy cercanos entre si para los demas pares de
poblaciones, siendo M = 2.942 el mas bajo, correspondiente a la migracién entre

PV y PVI, que pertenecen al mismo grupo, localizado en el Sitio 1l (Ver Figura 4).

Tabla 11. Matriz del nimero absoluto de migrantes por generacion (M) calculado entre

pares de poblaciones de Tillandsia recurvata, con base en los valores de Fsr.

Pl Pl Pl P IV PV P VI
Pl 0
Pl 5.131 0
Pl | 14.407 13.606 0
PIV |9.654 5.538 12.775 0
PV |4.628 5.950 6.426 5.682 0
PVl | 4.144 4.823 12.520 8.276 2.942 0

3.3.4 Distancias genéticas entre poblaciones

Para calcular el grado de diferenciacion entre los pares de poblaciones se
utilizaron las distancias genéticas de Nei corregidas (Da). De manera consistente
con los resultados da la seccion anterior, el mayor nivel de diferenciacion genética
se observo entre PV y PVI (Da = 0.507) (Tabla 12). Esto no corresponde con lo
esperado, pues estas dos poblaciones se localizan en un mismo sitio y la distancia
entre ellas es de 16 m. Por otro lado, el valor mas bajo de diferenciaciéon lo
presentaron Pl y PIIl (Da = 0.104), poblaciones de sitios distintos (Sitio 1 y Sitio 2,
respectivamente) que se localizan a una distancia de 6.436 km entre ellas (Figura
4).

Analizando los demas pares de poblaciones del mismo grupo, para el Sitio
1 (formado por Pl y PII) se calculo una Da = 0.288 (Tabla 12); y el Sitio 2, donde se

localizan PIIl'y PIV, mostro un valor de Da = 0.119 (Tabla 12).
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poblaciones de Tillandsia recurvata estudiadas.

Tabla 12. Matriz de las distancias genéticas de Nei corregidas (D,) para los pares de

Pl Pl Pl P IV PV P VI
Pl 0
Pl 0.288 0
P 1 0.104 0.116 0
P IV 0.146 0.271 0.119 0
PV 0.312 0.258 0.240 0.258 0
P VI 0.347 0.317 0.123 0.177 0.507

3.3.5 Relacién entre la estructura genética y la distancia geografica
La correlacion entre el numero absoluto de migrantes (M) y la distancia geografica
entre pares de poblaciones fue negativa y no significativa (R> = 0.035, P =0.502,
Figura 10).

Por otro lado, la correlacion entre las distancias genéticas de Nei
corregidas (Da) Y las distancias geograficas fue positiva y no significativa (R? =
0.006, P = 0.786, Figura 11).

Por otro lado, la correlacion entre Dy y M fue negativa y altamente
significativa (R* = 0.937, P< 0.0001, Figura 12).

Para tener una idea bien fundamentada acerca de las correlaciones
mencionadas anteriormente se realizé una prueba de Mantel entre las matrices

de: a) M y distancias geograficas; b) D y distancias geograficasy ¢) M y Da.

53



1.4

1.2 -
[ ] ’.
14 °
[ )
= 08 - . —
= [y *
5 :
S 06 -
[ ]
0.4 -
0.2 -
O T T 1
0 5 10 15

Distancia geografica (km)

Figura 10. Correlacion entre el niumero absoluto de migrantes (M) calculado a
partir de Fst y las distancias geograficas entre pares de poblaciones de Tillandsia

recurvata (R*= 0.035, P = 0.502).
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Figura 11. Correlacion entre las distancia genética de Nei corregida (Da) y las
distancias geograficas entre pares de poblaciones de Tillandsia recurvata (R* =

0.006, P = 0.786).
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Los resultados de las pruebas de Mantel corroboraron estas
observaciones. La prueba de Mantel entre M y las distancias geograficas arrojo
un coeficiente de correlacion negativo y bajo (r = -0.245), y no significativo (P =
0.82).

La prueba de Mantel entre D y las distancias geograficas mostré un
coeficiente de correlacion también muy bajo (r = 0.076) y ademas no se
encontré que hubiera alguna correlacion entre estas variables (P = 0.32).

Por dltimo, si se encontré una correlacion entre M y Da, con un indice de

correlacion de r =-0.904 (P< 0.0001).
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Figura 12. Correlacion entre las distancia genética de Nei corregida (Da) y el

ndmero de migrantes absoluto de Tillandsia recurvata (R*= 0.904, P< 0.0001).
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CAPITULO 4
DISCUSION

4.1 Polimorfismo de los 12 loci de microsatélites de Tillandsia recurvata
El ndmero de loci polimorficos totales con el que se trabajo fue relativamente bajo,
comparado con otros trabajos en plantas donde se ocupan entre seis y ocho loci
para evaluar la diversidad y estructura genética (Schueler et al., 2006; Jones et al.,
2007; Moynihan et al., 2007; Pollux et al., 2007), ya que de los 12 pares de
oligonucleotidos disefiados para amplificar microsatélites de T. recurvata, solo
cuatro de ellos amplificaron loci polimorficos (Tabla 3). A pesar de esto los
resultados son alentadores, ya que esto representa un 25% de loci polimorficos, lo
que resulta ser una buena proporcion de polimorfismo comparado con otros
estudios donde se han encontrado porcentajes de polimorfismo similares (Boneh
et al., 2003; Moynihan et al., 2007). Tal es el caso de un par de miembros de esta
misma familia: Tillandsia fasciculata y Guzmania monostachya, para las que se
amplificaron 15 loci de microsatélites los cuales resultaron polimorficos en un 20%
y 33%, respectivamente (Boneh et al., 2003).

Algunos estudios de variacion genética en especies epifitas han usado entre
tres y seis loci de microsatélites (Boneh et al., 2003; Walser et al., 2005), por lo
tanto, el uso de cuatro loci en T. recurvata podria ser suficiente para abordar
preguntas ecologicas y evolutivas.

El nivel de variacion genética observado en los microsatélites de esta especie
mostré ser informativo a pesar de ser pocos los loci analizados, ya que se

encontraron entre 8 y 17 alelos con un promedio de 11.5 alelos por locus. En otras
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especies de la misma familia (T. fasciculata y G. monostachya) se reportan valores
promedio de 4.2 y 2.3 alelos por locus, respectivamente (Boneh et al., 2003).

En Cercidiphyllum japonicum (Cercidiphyllaceae) el numero de alelos
encontrados en cinco loci de microsatélites fue de entre 21 y 30, con un promedio
de 26.6 (Sato et al., 2006). Esta especie muestra una variabilidad superior a la
encontrada en T. recurvata, en la que el locus con un mayor numero de alelos fue
el TilGA23, con 17 alelos. A pesar de esto, podemos considerar que el nimero de
alelos encontrados en los cuatro loci de microsatélites analizados en T. recurvata
representa un nivel medio de polimorfismo.

La heterocigosis esperada medida con microsatélites en T. recurvata varié
entre 0.673 y 0.832, lo cual representa un grado de heterocigosis alto, sobre todo
considerando que se trata de una especie en la que predomina la autopolinizacién
(Soltis et al., 1987) y cuya dispersion de semillas es anemdécora (Bernal, 2006).
Hamrick y Godt (1989) reportan valores de heterocigocidad esperada de entre
0.124 y 0.144, respectivamente, para especies con dispersiébn anemécora o con
autopolinizacion (aunque es importante tomar en cuenta que estos autores
analizan resultados de estudios realizados con isoenzimas). Si comparamos los
valores de He de T. recurvata con los reportados para G. monostachya (He = 0.037
a 0.074) usando microsatélites (Boneh et al., 2003), puede confirmarse que los
obtenidos en este estudio son mas altos, éstos son similares al compararlos con T.
fasciculata (He = 0.316 - 1.00, Boneh et al., 2003) y C. japonicum (He = 0.774 -

0.857), también usando microsatélites (Sato et al., 2006).
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4.2 Variacion genética intra-poblacional

Soltis et al. (1987) utilizando isoenzimas concluyen que T. recurvata es una
especie en la que predomina la autopolinizacion al no encontrar variacion en las
poblaciones estudiadas, sin embargo, encuentran diferentes alelos fijos en las
poblaciones; los resultados de éste estudio nos muestran que los microsatélites
son una herramienta mas util en el estudio de la genética de poblaciones al ser
mas informativos, lo que nos lleva a preguntarnos si realmente esta es una
especie donde predomina la autopolinizacion o el efecto de la dispersion o el
acomodo de los hospederos en el paisaje tiene un mayor efecto en la
estructuracion de la variacion genética. Al hacer una comparacién con otras
especie con los mismos caracteres de vida encontramos que ocurre lo mismo
(autopolinizacion y dispersion anemaocora, Hamrick y Godt, 1989).

En este trabajo, los valores de N, para los microsatélites variaron entre 3y 13
(Tablas 4 a 7). Para esta misma especie, Soltis et al. (1987) usando isoenzimas,
reportan un numero promedio de 1.5 alelos para en el locus con la mayor
variabilidad reportada. Segun Hamrick y Godt (1989), el valor promedio de
polimorfismo por poblacion (A,) usando isoenzimas es de 1.31 para especies con
autopolinizacion y de 1.16 para especies con dispersiébn anemdécora, lo cual
coincide con lo obtenido por Soltis et al. (1987) en T. recurvata.

Respecto a Ne, se observa el mismo patréon, ya que en T. recurvata se
encuentran valores de entre 2.515 (para la poblacién | con el locus TillICT15) y
9.383 (para la poblacion V con el locus TillGA23), mientras que con isoenzimas se

reporta un valor de 1.10 alelos efectivos por locus en poblaciones de especies con
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autopolinizacion y de 1.16 para especies con dispersion de semillas por viento
(Hamrick y Godt, 1989).

Para He, en este trabajo T. recurvata presentd valores desde 0.602 (en la
poblacion | para el locus TillCT15) hasta 0.893 (en la poblacion V con el locus
TillGA23), mientras que en estudios con isoenzimas se reportan valores de He=
0.074 en especies con autopolinizacion y de 0.123 en especies con dispersion de
semillas por viento (Hamrick y Godt, 1989).

La variacion a una escala mas fina como la analizada en este trabajo es mucho
mayor cuando se trabaja con microsatélites, inclusive considerando que Soltis et
al. (1987) colectaron muestras de dos estados diferentes (i.e. Baja California Sur y
Tamaulipas) y en el presente trabajo se colectaron muestras a una escala mas
fina (i.e. arboles hospederos del Tehuacan). Lo anterior nos indica que los
microsatélites nos proporcionan mas informacién en especies en la cuales los
caracteres de vida podrian afectar la cantidad de informacién con otro tipo de
marcador molecular como las isoenzimas.

La prueba de Hardy-Weinberg mostr6 que, en general, las poblaciones
estudiadas de T. recurvata no estan en equilibrio de Hardy-Weinberg. Esto, junto
con los valores obtenidos de F, que en la mayor parte de las poblaciones sefalan
un exceso de heterocigotos, contradice lo esperado considerando la forma de
reproduccién que parece tener esta especie (i.e. autopolinizacién). En especies
que se autopolinizan, se esperarian valores de F que indicaran una mayor
homocigosis, como fue el caso de los resultados de Soltis et al. (1987). El exceso
de heterécigos podria sugerir que la autopolinizacién no es tan frecuente como se

pensaba originalmente en esta especie; en este sentido, seria importante realizar
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estudios detallados de la biologia reproductiva de T. recurvata para aclarar la
manera en la que el tipo de reproduccion afecta el patron encontrado. Otra posible
explicacion para el exceso de heterocigotos encontrado seria por medio de la
seleccidon que se da en los diferentes estadios de vida, la cual podria ocasionar la
perdida de homocigotos cuando estos se encuentran en estado de plantula y por
lo tanto la heterocigosis observada dependera de la proporcién de sobrevivientes
de cada genotipo representado inicialmente (Hedrick, 2000). En este trabajo no es
posible abordar esta pregunta debido a que el muestreo solo incluyo plantas
adultas; sin embargo, Cynthia Ramirez Padilla actualmente esta realizando un
estudio utilizando los microsatélites aqui evaluados, en el cual se incluyen ambos
estadios de crecimiento para evaluar este tipo de preguntas.

A pesar del exceso de heterocigotos, se encontré un gran numero de alelos
privados (13 de 45 alelos en total) en las poblaciones estudiadas. Esto sugiere que
existe cierto grado de aislamiento entre las poblaciones; sin embargo, la migracion
podria estar jugando un papel importante aumentando el flujo génico entre
poblaciones y consecuentemente diluyendo el efecto del aislamiento genético

entre individuos como producto de la presunta autopolinizacién.

4.3 Estructura genética de las seis poblaciones de Tillandsia recurvata
Los valores promedio de los estadisticos F calculados utilizando las frecuencias
alélicas nos indican la manera en la que la variabilidad genética esta repartida en
los diferentes niveles de analisis espacial. En lo que se refiere a la variacion al
interior de las poblaciones, el valor promedio de Fis = -0.072 sugiere que, en

general, las poblaciones presentan un exceso de heterocigotos. Sin embargo, si

60



examinamos este parametro para cada locus individualmente, observamos valores
positivos en TillGT22 y TillCT20, lo cual sugiere que en estos loci hay un mayor
namero de homaocigotos, las diferencias observadas entre los loci nos habla de un
efecto de seleccion en unos y no en otros (Nei, 1987; Hedrick, 2000). Por otro
lado, en el total de los individuos analizados se observo lo contrario (Fir = 0.011),
lo cual indica que a este nivel existe un pequefio exceso de homocigotos. El
contraste encontrado entre los valores de Fis y Fir nos indica que a nivel de
especie existe cierto grado de endogamia, tal vez debida a la forma de
reproduccioén que se cree presenta T. recurvata. Por otro lado los valores de Fis
nos indican que la autocruza no tiene un efecto tan significativo a nivel de las
poblaciones locales como lo tiene a nivel de especie.

Con respecto al valor promedio de Fst = 0.078, éste indica que existe cierto
nivel de diferenciacion entre las seis poblaciones estudiadas, aunque esta
diferenciacion es muy pequefia. Este resultado, junto con la existencia de alelos
privados en todas las poblaciones, sugiere que efectivamente hay cierto nivel de
separacién entre poblaciones; sin embargo, esta separacion es mas clara a nivel
espacial que a nivel genético, por lo que aln no se tienen elementos para
asegurar que T. recurvata presenta una estructura metapoblacional en la que cada
hospedero se comporta como un parche habitable capaz de sostener a una
poblacién local. Para concluir inequivocamente con respecto a lo anterior,
hubiéramos requerido de un mayor nivel de diferenciacibn genética entre
poblaciones. Probablemente si hubiéramos contado con un mayor numero de
microsatélites, o un mayor numero de individuos muestreados, hubiéramos podido

resolver esta cuestion mas detalladamente.
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Un modelo metapoblacional que sugerimos puede explicar la dinamica de T.
recurvata es el de “patch-tracking” (Snall et al., 2003; Snéll et al., 2005a) en el cual
el establecimiento de las poblaciones depende de la dinamica de los hospederos y
la capacidad de la especie de dispersarse a estos sitios, lo cual implica que si esto
ocurriese en esta especie la variacion genética estaria afectada por esta dinamica,
ocasionado una falta de estructuracién debida a la alta capacidad de dispersion de
la especie.

Gonzales-Astorga et al. (2004) realizaron un trabajo con Tillandsia
achyrostachys, una epifita de los bosques tropicales secos de Oaxaca. Esta
especie es polinizada por aves, llevando a una polinizacion cruzada y sus
promedios de los estadisticos F (utilizando isoenzimas) son: Fis = 0.433, Fir =
0.651 y Fst=0.391. Estos autores concluyen que la deriva génica y la endogamia
son las causas de las deficiencias de heterocigotos que observan. Esto contrasta
con el caso de T. recurvata, en la que observamos un escenario diferente: en T.
recurvata aparentemente el principal factor que afecta la estructura genética es la
dispersion de semillas, la cual introduce nuevos alelos a las poblaciones y podria
propiciar un aumento en la proporcion de heterocigotos (si es que es posible la
polinizacion cruzada) al interior de las poblaciones. A su vez, esto podria
homogenizar la variacion genética entre las poblaciones, reduciendo las

diferencias entre ellas.
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4.3.1 Distribucion de la variabilidad genética entre los niveles de
agrupacion espacial
Los resultados de la prueba de AMOVA, tanto para la calculada por el método de
namero de alelos diferentes como para la calculada con base en la suma de las
diferencias cuadradas ubican el mayor porcentaje de la variacion dentro de las
poblaciones (93.08% y 92.12% respectivamente). Debido a que las mayores
distancias geograficas se presentan entre sitios, se esperaba que una buena parte
de la variacion total se observara entre sitios. Contrario a lo esperado el analisis
de AMOVA muestra que la mayor parte de la variabilidad en el sistema de T.
recurvata estudiado se encuentra dentro de las poblaciones y no entre los tres
sitios; en los cuales los resultados de los AMOVA con los dos métodos utilizados
ubicaron los porcentajes mas bajos de variabilidad entre los sitios. A pesar de ello,
los resultados obtenidos indican que si hay una estructuracion o diferenciacion
entre las poblaciones que ocupan diferentes hospederos, pero no se puede
reconocer una estructuracion en un nivel de agrupamiento superior.

Los resultados obtenidos con T. recurvata son similares a los reportados para
el liquen epifito Lobaria pulmonaria, en el cual se encontré que en los cinco sitios
estudiados la mayor parte de la variacion se da al interior de las poblaciones
(Walser et al., 2005). Sin embargo, en el caso de L. pulmonaria se consider6 a una
poblacién como un grupo de hospederos colonizados por la especie, mientras que
en el presente trabajo se consider6 a cada hospedero como una poblacién
independiente. La diferencia entre estas dos especies sugiere que la escala a la

que se forman las poblaciones locales en diferentes epifitas puede diferir,
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seguramente como funcion de la manera en la que la dispersion y el tipo de

reproduccion se ven afectadas por la distancia.

4.3.2 Relacién entre la estructura genética y la estructura espacial
La ausencia de correlaciones significativas entre la distancia geografica y la
distancia genética (Figura 10), asi como entre la distancia geografica y la
migracion (Figura 11), indica que no hay un patron en el flujo génico entre
poblaciones que sea dependiente de la distancia entre hospederos, a diferencia de
lo que se esperaba (i.e. en especies con una dispersion anemaocora, se esperaria
una distribucion leptocurtica de la sombra de semillas en torno a la fuente de
dispersion - Willson, 1993).

En T. recurvata no se ha determinado con precision la distancia que pueden
alcanzar las semillas dispersadas. Segun los resultados de Bernal (2006), quien
pudo observar el destino a corto plazo de cerca del 44% de las semillas de T.
recurvata liberadas a partir de un hospedero experimental, se encontré que la
mayor parte de las semillas permanecen en el mismo hospedero fuente (19%),
mientras que solo un 1% alcanza una distancia maxima de 7 m. Con base en los
resultados de este experimento, se esperaba observar una correlacion entre los
parametros genéticos mencionados anteriormente y la distancia geogréfica de las
poblaciones. Sin embargo, la ausencia de correlacion, también apoyada por los
resultados de las pruebas de Mantel realizadas, apunta en la direccién de que el
proceso de dispersion en esta especie es mucho mas complejo de lo que los

resultados de Bernal (2006) sugerian.
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A pesar de que la distancia geografica no esta asociada a la migracion (M) y
tampoco a la distancia genética entre poblaciones (Da), la correlacion entre M y
Da, asi como la prueba de Mantel entre estos parametros, mostré ser negativa y
altamente significativa. Esto indica que la migracion (que es independiente de la
distancia) es el factor determinante de la diferenciacion entre las poblaciones vy,
por lo tanto, nuevamente llegamos a la conclusidon de que los patrones de
dispersién son mas complejos de los que se ha podido medir hasta el momento,
pues seguramente son afectados por factores como la altura de liberacion (i.e. la
ubicacion en la copa del arbol), las corrientes locales de aire y la presencia de
irregularidades topogréficas, entre otros.

Debido a todo lo anterior, puede sugerirse que las poblaciones de T. recurvata
parecen ajustarse al modelo de islas de Wrigth, bajo el cual un nuevo alelo en una
poblacién tiene la misma probabilidad de dispersarse hacia todas las poblaciones,
independientemente de las distancias entre ellas (Hamrick y Nason, 1996). Este
resultado deberd de ser corroborado con un estudio mas detallado que permita
evaluar la dispersiébn de semillas con mayor precision. Actualmente, Cynthia
Ramirez Padilla (en preparacion) esta utilizando los microsatélites aqui evaluados

para abordar este tipo de preguntas.
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4.4 Conclusiones

1. Los cuatro microsatélites polimérficos analizados en Tillandsia recurvata,
presentaron un mayor nivel de polimorfismo que las isoenzimas utilizadas
por otros autores en la misma especie. Esto indica que los microsatélites
son apropiados para el estudio de esta especie en una escala espacial
reducida, debido al mayor grado de resolucion que presentan.

2. Los resultados de este trabajo encuentran un alto nivel de heterocigosis, lo
cual pone en duda que la autocruza (sugerida por Soltis et al., 1987) sea el
tipo de reproduccion predominante en esta especie 0 de que sea el proceso
determinante en las estructuracion espacial de la variacion genética o de un
efecto de seleccion.

3. Las seis poblaciones de T. recurvata analizadas en este trabajo muestran
desviaciones de las proporciones de Hardy-Weinberg y los indices de
fijacion indican que éstas se deben a un exceso de heterocigotos, contrario
a lo esperado segun el tipo de reproduccién propuesto para esta especie.

4. El proceso que parece ser determinante de la estructuracion de la
diversidad genética entre las poblaciones estudiadas de T. recurvata, es la
dispersion, la cual parece diluir el efecto de la autocruza.

5. Aunque el flujo genético entre poblaciones es diferencial entre las diferentes
poblaciones, no estd correlacionado con la distancia geografica entre
poblaciones.

6. Se sugiere que la poca estructuracion que presentd T. recurvata se
asemeja al modelo de islas de Wright, en el que la ausencia de correlacion

entre las distancias genéticas y geogréficas o entre la migracion y la



distancia geografica, sugiere que los alelos presentes en una poblacion
tienen la misma probabilidad de llegar a cualquier otra poblacion,
independientemente de la distancia entre ellas.

Los resultados obtenidos nos sugieren que el modelo tradicional de
metapoblaciones no es el adecuado en el caso de T. recurvata y sus
hospederos, pues la diferenciacion genética entre las poblaciones es muy
pequefia y la migracion es alta para poder hablar de poblaciones locales
independientes. Por lo tanto se sugiere que un modelo como el de “patch-
tracking” (Snéll et al., 2003) es mas adecuado en el caso de una especie
como T. recurvata donde el establecimiento de las poblaciones depende de
la dindmica de los hospederos y de la capacidad de dispersién de la

especie.
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Las reacciones de PCR se llevaron a cabo utilizando una mezcla base (Master

Stock) y una mezcla maestra (Master Mix) cuya composicion se detalla en las

APENDICE 1

Protocolo de PCR para los loci polimoérficos

tablas Al y A2 respectivamente.

Tabla Al.1 Master Stock. Se muestra la cantidad utilizada por reaccion y para 100

reacciones.

Sustancia | [Original] | [Final] | Cantidad (ul) X100
MgCl, 30 mM 30mM | 1.2 120
Buffer 10X 10 x 1.2 120
dNTP 2.5 mM 0.2mM |1 100
dH,O 1 100
Total 4.4

Tabla Al1.2 Master Mix. Se muestran las cantidades utilizadas por reaccion.

Sustancia | [Original] [Final] Cantidad (ul)
MS 4.4

Primer F 10 uM 1.0 uM 1.2

PrimerR | 10 uM 1.0uM | 1.2

Taq 5 unidades/ul | 1 unidad | 0.2

DNA 20 ng/pl 1

dH,0 4.5

Total 12.5
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APENDICE 2
Preparacién de geles de poliacrilamida

Para preparar los geles de poliacrilamida al 6% en los que se corrieron y
visualizaron los productos de PCR, se siguieron los siguientes procedimientos,
utilizando el material que se detalla a continuacion:

Stock de poliacrilamida al 6% (250 ml)

e 37.5 ml de poliacrilamida al 40%

e 25 ml TBE 10X

e 1059 UREA7M

e 50 ml de agua destilada

Total = 167.5 ml
Se diluye todo en agua destilada, aforando a 250 ml.

Para preparar los geles se sobrepusieron dos palcas de vidrio, de 41 cm de
largo por 32 cm de ancho, entre las que se colocaron un par de separadores de
plastico de 0.4 mm de grosor (grosor del gel). Las placas y los separadores se
unieron por medio de pinzas (Fig. Al). Antes de montar los vidrios, se lavaron con
agua y jabdén y se limpiaron con alcohol. A uno de los vidrios se le dio un
tratamiento para adherir el gel, aplicando una mezcla de pegamento que contenia
990 ul de etanol absoluto, 3 ul de Bind Silene (Pharmacia biotech No. 17-1330-01)
y 7 ul de &cido acético al 10%. Esta mezcla se esparcio uniformemente por la cara
interna del vidrio. El otro vidrio se tratd aplicando una capa uniforme de Rain-X anti

fog (super pinauto), para evitar que el gel se adhiriera a este vidrio.
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Una vez que los vidrios se montaron cara a cara con los separadores y las
pinzas, se afadieron 60 ml de poliacrilamida al 6 %, 180 ul de APS y 50 ul de
temed para que polimerice.

Se vacio la mezcla entre los vidrios, haciéndola penetrar por la parte
superior y evitando que se formaran burbujas (Fig. Al). Se dejé polimerizar el gel
durante 45 minutos y posteriormente se monté en la cdmara de electroforesis, la
cual se lleno con Buffer TBE 1X para precorrer por 15 minutos a 1300 volts y asi
eliminar los excesos de urea.

A los productos de PCR se les agregé un tercio del volumen de buffer de
corrida de dos frentes y se preparé la escalera que muestra bandas cada 10 pares
de bases (8 partes de buffer de corrida de dos frentes por 2 de escalera). Por
altimo las reacciones de PCR y la escalera se desnaturalizaron por medio de calor
en el temociclador a 95° C durante 5 minutos para posteriormente cargarse cada
reaccion por separado en un pozo del gel. Se cargaron 3ul de escalera'y 8 ul de la

reaccion de PCR.

Vidrio al que se adhiere el gel

/

Separador

Figura A2.1. Diagrama del montaje del “sandwich” para la preparacién del gel de

poliacrilamida.

70



APENDICE 3
Tincién con plata de geles de poliacrilamida
Una vez que se corrio el gel se desmontaron los vidrios separandolos con cuidado
para asi poder tefiir el gel sobre el vidrio al que queda adherido. Los pasos que se
siguieron en la tincién se describen a continuacion:

1. Solucion fijadora. 30 minutos en una solucion de acido acético glacial al
10%.

2. Enjuague. Se enjuago el gel durante 10 minutos en agua destilada.

3. Solucion de plata. Esta solucidon se preparo con 1 g de nitrato de plata y
1.5 ml de formaldehido en un litro de agua destilada, el gel se mantuvo
20 minutos en esta solucion.

4. Enjuague. Se enjuag6 el gel durante unos segundos en agua destilada.

5. Solucion reveladora. Esta solucibn se preparé con 30 gramos de
carbonato de calcio, 1.5 ml de formaldehido, 1 ml de tiosulfato de sodio
en un litro de agua destilada; el gel se mantuvo hasta que las bandas
fueron visibles.

6. Solucion de paro. Una vez que se visualizaron las bandas en el gel este
se sometioé a la misma solucién de &cido acético al 10% que se ocupod
en la fijacién, esto por alrededor de 5 minutos, después se el gel se
enjuago durante 5 minutos en agua destilada.

El agua destilada que se utiliz6 se mantuvo en refrigeracion para obtener

una mejor tincién y evitar que se tifiera el fondo.

Durante todos los pasos el vidrio con el gel se mantuvo en una charola en

agitacion.



APENDICE 4
Tablas de las frecuencias observadas en cuatro loci de microsatélites

Tabla A4.1 Frecuencias por poblacion de los alelos observados en el locus TillGA23.

Alelo 125 137 139 141 143 145 147 149 151 153 155 157 159 161 163 165 167

Poblacion | 0.000 0.000 0.000 0.000 0.040 0.000 0.000 0.000 0.000 0.080 0.420 0.400 0.060 0.000 0.000 0.000 0.000
Poblacion Il | 0.000 0.000 0.000 0.040 0.000 0.060 0.100 0.020 0.140 0.140 0.140 0.180 0.040 0.060 0.040 0.020 0.020
Poblacion Il | 0.000 0.087 0.000 0.000 0.000 0.000 0.043 0.065 0.109 0.000 0.130 0.326 0.174 0.043 0.022 0.000 0.000
Poblacién IV | 0.000 0.042 0.000 0.000 0.000 0.000 0.063 0.021 0.000 0.021 0.229 0.167 0.250 0.208 0.000 0.000 0.000
Poblacion vV | 0.095 0.000 0.000 0.000 0.095 0.048 0.048 0.048 0.071 0.071 0.143 0.167 0.119 0.095 0.000 0.000 0.000
Poblaciéon VI | 0.000 0.000 0.100 0.060 0.020 0.060 0.040 0.000 0.000 0.000 0.020 0.080 0.440 0.180 0.000 0.000 0.000

Tabla A4.2 Frecuencias por poblacion de los alelos observados en el locus TillGT22.

Alelo 166 168 174 176 178 180 182 184 186 188 190
Poblacion | 0.000 0.000 0.000 0.000 0.020 0.180 0.220 0.300 0.240 0.040 0.000
Poblacion Il | 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.200 0.340 0.140 0.000 0.160 0.160
Poblacion 11l | 0.000 0.000 0.000 0.000 0.125 0.271 0.333 0.208 0.042 0.021 0.000
Poblacion IV | 0.020 0.020 0.000 0.000 0.060 0.160 0.320 0.000 0.360 0.040 0.020
Poblacion vV | 0.000 0.000 0.000 0.000 0.023 0.114 0.477 0.159 0.182 0.045 0.000
Poblacion VI | 0.000 0.000 0.020 0.020 0.120 0.260 0.140 0.080 0.140 0.180 0.040

Tabla A4.3 Frecuencias por poblacion de los alelos observados en el locus TillCT15.

Alelo 140 142 144 146 148 151 153 155
Poblacion | 0.000 0.220 0.540 0.240 0.000 0.000 0.000 0.000
Poblacion Il 0.000 0.320 0.400 0.160 0.120 0.000 0.000 0.000
Poblacién 1l 0.000 0.174 0.391 0.326 0.109 0.000 0.000 0.000
Poblacion IV 0.020 0.320 0.440 0.160 0.060 0.000 0.000 0.000
Poblacién V 0.000 0.500 0.440 0.020 0.000 0.020 0.020 0.000
Poblacién VI 0.000 0.040 0.320 0.500 0.100 0.000 0.020 0.020

Tabla A4.1 Frecuencias por poblacion de los alelos observados en el locus TillCT20.

Alelo 179 187 189 191 193 195 197 199 201
Poblacion | 0.000 0.080 0.180 0.000 0.480 0.160 0.080 0.000 0.020
Poblacion Il | 0.000 0.000 0.020 0.020 0.080 0.340 0.340 0.200 0.000
Poblacion Il | 0.020 0.040 0.080 0.020 0.380 0.180 0.160 0.120 0.000
Poblacion IV | 0.000 0.000 0.000 0.000 0.600 0.120 0.180 0.100 0.000
Poblacion vV | 0.000 0.040 0.160 0.440 0.200 0.020 0.060 0.080 0.000
Poblacién VI | 0.000 0.000 0.000 0.020 0.460 0.160 0.180 0.180 0.000
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