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Resumen

Las especies del género Opuntia presentan sistemas de cruza mixtos con
depresion endogdmica elevada, ademas de ser plantas que se propagan
clonalmente. Como consecuencia de la clonalidad, la distribucién espacial
de los individuos de nopal puede generar parches de plantas emparentadas
genéticamente, atributo que puede influir fuertemente en el sistema de
cruza de las poblaciones. Los objetivos de este trabajo fueron: 1)
determinar la diversidad clonal asi como la distribucion clonal de dos
poblaciones de Opuntia rastrera con reclutamiento contrastante (sexual y
clonal). 2) Asi como hacer esta misma evaluacion considerando los ramets
identificados demogréficamente en estudios previos, para conocer qué
impacto tiene lo que sucede a escalas de espacio pequefias (aprox. 6m* de
radio). 3) Evaluar en la poblacion clonal (nopalera) si existe una distancia
de cruza 6ptima, midiendo experimentalmente el efecto que la distancia
geogréfica y la similitud genética tienen sobre el éxito reproductivo de
Opuntia rastrera. Mediante la amplificacion de secuencias simples
repetidas en intrones (ISSR) se estimd: la diversidad clonal en ambas
poblaciones, asi como la similitud genética entre pares de individuos
progenitores en el experimento de cruzas a distancia. Con las identidades
conocidas se armaron los mapas de distribucion clonal para cada
poblacion. Para el experimento de cruza Optima se realizaron cruzas a
distancia con suplementacion de polen, se utilizaron tres distancias de
separacion entre plantas receptoras y donadoras de polen (<10m, >50m y
>1000m). Se colectaron los frutos y semillas de cada cruza. Los siguientes
estimadores de diversidad clonal fueron evaluados: 1) La proporcion de
genotipos distinguibles (G/N) fue de 1 en el pastizal (poblacion sexual) y
de 0.95 en la nopalera. Tomando en cuenta los ramets identificados
demogréaficamente, la proporcion de genotipos distinguibles en la nopalera
disminuy6 a 0.57. 2) El indice de diversidad de Simpson (D) y la
heterocigosis (H) fueron igualmente altos en ambas poblaciones (Dpastizal
= 0.99 y Dnopalera = 0.95; Hpastizal = 0.35 y Hnopalera = 0.325;
respectivamente). 3) La equitatividad genotipica (E) fue de 1 en ambos
sitios. Considerando los clones demograficos la equitatividad de la
nopalera se reduce a 0.82 en escalas de 6m?. Respecto al experimento de
cruza Optima, las cruzas realizadas entre pares de plantas separadas a
distancias mayores de 50m entre progenitores, mostraron una mayor
produccion de frutos (X = 0.98, e.e. =0.016) y de semillas (x = 318, e.e. =
18) que las que se encontraban a <10m (X = 0.65, e.e.= 0.076; X = 229,
e.e. = 26, respectivamente). La similitud genética disminuye conforme
aumenta la distancia entre plantas (r = -0.109, P = 0.001) y la produccion
de frutos y semillas aumenta conforme disminuye la similitud genética
entre pares de plantas progenitoras (r* = 0.99, F =14560.33 P = 0.0053; r?
=0.12, F = 16.21 P = 0.0001; respectivamente).



Abstract

Species of genus Opuntia show mixed crossing systems with high
inbreeding depression and also present clonal reproduction. As a
consequence of clonality, local spatial distribution of the plants can
produce genetic related patches, an attribute that can have a strong
influence over the population mating system. The objectives of this work
were: 1) to determine the clonal diversity and distribution of two
populations of Opuntia rastrera with contrasting recruitment (sexual and
clonal). 2) to make the same last analysis with demographic information
about the identified ramets, and check for the influence of the known
clones over clonal diversity estimations. 3) to determine the optimum cross
distance in high clonal conditions, measuring the effect that genetic
similitude has over the reproductive fitness of the clonal cactus Opuntia
rastrera. With the Inter Simple Sequence Repeated amplification (ISSR’s),
we estimated: 1) the clonal diversity in both populations and, 2) the genetic
similitude between pairs of parents in optimum cross distance experiment.
With the know identities we built distribution clonal maps for both
populations. Field experiments consisted in crossing experiments with
pollen addition using three distances between pollen receptive plants and
pollen donator plants (<10m, >50m and >1000m). We collected the fruits
and seeds obtained from each crossing. The following estimators of clonal
diversity were evaluated: 1) The proportion of distinguishable genotypes
(G/N) was 1 in the grassland and 0.95 in the “nopalera”. With the
consideration of demografic information of the site G/N in nopalera is
reduced to 0.57. 2) Values obtained from Simpson’s index (D) and from
heterocigosis (H) were high in both populations (Dpastizal = 0.99 y
Dnopalera = 0.95; Hpastizal = 0.35 y Hnopalera = 0.325; respectively). 3)
Genotypic equitativity (E) was 1 in both populations. Taking a count
demographic information E is reduced to 0.82 in the “nopalera”. In the
optimum crossing distance experiment, plants separated by >50m of
distance showed a higher production of fruits and seeds (X = 0.98, e.e. =
0.016, X = 318, e.e. = 18 respectively) than at <10m (X = 0.65, e.e.=
0.076; X = 229, e.e. = 26, respectively). Genetic similarity decreased with
increasing distance between plants (r = -0.109, P = 0.001). Fruit and seed
production increased as genetic similarity between pairs of parent plants
decreases (r* = 0.99, F =14560.33 P = 0.0053; r* = 0.12, F = 16.21 P =
0.0001; respectively).



1. INTRODUCION

La reproduccion es una de las funciones mas importantes para los seres vivos ya que
les permite dejar descendencia que pueda sobrevivir en condiciones futuras. En general se
reconocen tres tipos de reproduccion; (1) Reproduccion sexual, la cual se lleva a cabo por
medio de la union de gametos de distintos individuos; (2) Reproduccién asexual, donde un
individuo produce descendientes sin recombinarse con otros genotipos, sin fecundacion, y en
donde se repiten los procesos ontogenéticos desde el desarrollo embrionario y (3)
Reproduccidén clonal, que implica la produccion de nuevos individuos (ramets), pero con el
mismo genotipo de la planta madre (y forman un genet o clon en su conjunto); estos nuevos
individuos vegetativos se forman mediante la fragmentacion de la planta progenitora por
diversos mecanismos: esquejes, bulbos, tallos, extensiones, rizomas, raices o simplemente
partes de la planta que se separan (Harper, 1985; Harda et al.,, 1997). Dentro de la
reproduccion sexual los sistemas de cruza determinan el modo de la transmision de genes a la
proxima generacion, lo cual finalmente sera importante para la sobrevivencia de las
poblaciones en ambientes estables o cambiantes.

En las angiospermas se puede presentar el sistema de cruza de 3 formas: entrecruza, autocruza
0 ambos (mixto) y cada poblacion de una misma especie puede tener alguno en particular
(Neal y Anderson, 2005). El sistema de cruza en una poblacién ademas de la capacidad propia
de las plantas para generar y desplazar sus gametos (morfologia, desempefio etc.), depende
fundamentalmente de otros dos factores; el primero son los polinizadores, que son quienes
realizan las cruzas, son fundamentales ya que dispersan el polen entre las flores y mediante
patrones de movimiento, dependientes de los despliegues florales, determinan las

oportunidades de cruza (auto o entrecruza); y el segundo factor es el vecindario genético



(Barrett y Harder, 1996). El vecindario geneético puede afectar frecuentemente los sistemas de
cruza en plantas clonales. Este a su vez depende de la manera en que las plantas se reproducen
vegetativamente.

Diversas investigaciones han intentado determinar si entre los sistemas de cruza existe un
orden en el tiempo, es decir, si uno dio origen a otro, si hay una evolucidn en estos sistemas, y
hacia donde se dirige (Wyatt, 1983). Para entender esta secuencia se pone especial atencion
en las ventajas y desventajas a corto y a largo plazo de cada uno, principalmente en los
efectos que pueda tener la depresion endogamica, la diversidad genética que cada sistema
genera (Charlesworth y Charlesworth, 1987; Jain, 1976) y los mecanismos que existen de
manera natural para evitar o facilitar a uno u a otro (Wyatt, 1983). Hay autores que predicen
que una poblacion puede permanecer estable si se reproduce predominantemente por
autocruza o por entrecruza (Lande y Schemske, 1985), aunque esto s6lo se ha probado con
algunas especies y no se puede tomar como una generalizacion (Barrett y Harder, 1996).

Es comun en plantas que al crecer se fragmenten o se rompan los lazos que unen a todo el
organismo (genet), produciendo asi diferentes ramets o partes del genet (reproduccion
vegetativa), dejando finalmente una “familia” de unidades completamente independientes y
desconectadas, donde el riesgo de mortalidad del genet por la estocasticidad ambiental
disminuye, debido a que puede suceder que algunas unidades del organismo (ramets) mueran,
pero otras sobrevivan y dejen descendencia, contribuyendo asi al futuro de la poblacién
(Harper, 1985, Eriksson, 1993). Al reproducirse vegetativamente en la mayoria de los caso,
las plantas producen parches de ramets con genotipos idénticos (clonacion tipo falange) y por
ende una disminucion en la diversidad genética de la poblacion, con lo que con el tiempo
aumenta la probabilidad de que sucedan cruzas geitonogamicas en o entre los ramets de un

mismo genet y en el caso extremo cada parche pierda la capacidad de producir descendencia



por reproduccion sexual (Harper, 1985; Snow et al., 1996; Charpentier, 2002; Honnay y
Bossuyt, 2005). Con este tipo de reproduccion puede suceder también que los ramets sean
exportados a mayor distancia y asi generar una distribucion entremezclada de ramets de
distintos genets (clonacion tipo guerrilla) y evitar entonces la disminucion de diversidad
genetica, las cruzas geitonogamicas y la depresion endogadmica (Harper, 1985; Charpentier,
2002).

Como cruza geitonogamica nos referimos a cuando ocurre la polinizacion de flores con polen
de otra flor de la misma planta, es un tipo de autocruza, pero ésta dificilmente es prevenida
por la hercogamia o la dicogamia, como en el caso de la autocruza en una misma flor, ademas
de que este tipo de cruza dependiendo de la distribucion clonal, incrementa el costo
reproductivo del genet conforme aumenta el nimero de flores presentes en sus ramets
(Charlesworth y Charlesworth, 1987; de Jong et al., 1993; Harder y Barrett, 1995; de Jong et
al., 1999). Este fendémeno normalmente obedece al comportamiento particular de los
polinizadores de visitar parches grandes de flores agregadas y disminuir la energia que
invierten en el forrajeo (Richards, 1997).

En plantas autocompatibles con sistemas de cruza mixtos, las cruzas geitonogamicas
producen un fuerte efecto de depresion endogamica en las poblaciones, es decir, que producen
un decremento en la generacion de frutos y semillas viables, disminuyendo asi la cantidad y
calidad de la progenie, con efecto en cualquier etapa del ciclo de vida del organismo, incluso
en la fecundidad de la proxima generacién de vastagos (Waser y Price, 1989; Mandujano et
al.,, 1996; Muirhead y Lande, 1997). Aunque una ventaja de la autocruza (cruzas
geitonogéamicas), es que a largo plazo, como efecto secundario, se puede reducir el impacto de

la depresién endogdmica, ya que en la medida de que se presentan mas autocruzas en la



poblacion, se eliminan con mas facilidad los alelos deletéreos que causan tal depresion
(Charlesworth y Charlesworth, 1987).

Es comun en las especies del genero Opuntia encontrar que la depresion endogamica es
elevada, lo que esta muy relacionado con que la mayoria de ellas son plantas autocompatibles,
que tienen sistema de cruza mixto y sistema de apareamiento xendgamo facultativo (Grant et
al., 1979; Grant y Grant, 1979; Del Castillo y Gonzalez-Espinosa, 1988; McFarland et al.,
1989; Mandujano et al., 1996; Plasencia, 2003).

La reproduccién vegetativa y en especial la de tipo falange tiende a incrementar las cruzas
geitonogamicas (Carrillo, 2006; Clark, 2006), proceso que en sistemas xendgamos obligados
tiene mayor riesgo de producir extincion de la reproduccion sexual (Honnay y Bossuyt,
2005), esto es, una perdida en la capacidad de producir descendencia via sexual, debido a un
prolongado crecimiento clonal y a la formacion de parches monoclonales se imposibilita la
entrecruza. La extincién de la reproduccién sexual también puede suceder de forma mas lenta
en especies clonales autocompatibles que presenten algin ligero grado de auto
incompatibilidad o depresion endogamica (Honnay y Bossuyt, 2005). Por ello, para estimar a
detalle el efecto de este tipo de reproduccion sobre el sistema de cruza se debe considerar la
arquitectura clonal o la distribucién de genotipos presentes en la poblacion, ya que el impacto
que las cruzas geitonogamicas tengan sobre el éxito reproductivo depende de ello, es decir,
que el tipo de cruza que los polinizadores realicen (autocruza o entrecruza) depende de qué
tanto se desplacen en su forrajeo y de si existe una distribucion agregada de ramets o una
distribucion intercalada de ramets de distintos genets, asi como de cuéles de ellos estén
floreciendo en un momento determinado (Charpentier, 2002; Carrillo, 2006; Fig. 1a,b).

El tamafio y arreglo espacial de las plantas y la cantidad de flores producidas por ellas, en

algin momento determinado también es un factor importante para una reproduccion exitosa.



Las plantas grandes con distribucion de ramets agregados pueden ser menos eficientes para
exportar polen, debido a que los polinizadores son atraidos por los grandes parches de flores
agregadas que producen estos ramets y asi se promueve la autocruza (Richards, 1997,

Wilcock y Neiland, 2002).
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Fig. 1 a) Distribucion agregada de ramets de 3 genets distintos. b) Distribucion intercalada de ramets de 3 genets
distintos. En ambos casos existe el mismo nimero de ramets por genet, pero las probabilidades de cruza
geitonogamica con un polinizador que se desplaza unos pocos metros en sus visitas es mayor en la distribucion
mostrada en la Fig. 1a.

En estas plantas se incrementa el numero de flores visitadas por ramet y entonces las Gltimas
flores tienen cruzas geitonogdmicas, i.e., en el proceso hay una pérdida o “descuento” de
polen, esta pérdida, como se puede apreciar es doble, ya que en cada cruza geitonogamica
consecutiva que el polinizador hace en cada flor del mismo ramet, menos polen es exportado
a otro genet (Zimmerman, 1988; De Jong et al., 1993; Harder y Barrett, 1995; Wilcock y
Neiland, 2002). En las especies autocompatibles las autocruzas se incrementan por cruzas
geitonogamicas y la funcién femenina reduce sus perdidas al asegurar la produccion de
semillas, pero decrece el éxito masculino reduciéndose la cantidad de polen disponible para

exportar en la entrecruza con otros genets (Charpentier, 2002), ademéas las plantas al



autocruzarse, en muchos casos producen mucho menos frutos y semillas vigorosas debido a el
efecto de depresion endogamica (Mandujano et al., 1996; Plasencia, 2003). Entonces las
flores pueden presentar tanto descuento de polen, como limitacién por polen para la funcion
femenina (carga de polen) o interferencia sexual. Esta Gltima sucede cuando el polen de flores
de la misma planta o ramet ocupa espacio en el estigma de sus propias flores e impide la
entrada de polen de otro genet (i.e., interferencia; de Jong et al., 1993; Barrett, 2002).

Existen algunos mecanismos para evitar la geitonogamia, la pérdida de polen y la
interferencia sexual, entre ellos esta el extender el periodo de floracion y producir pocas flores
cada dia para maximizar la entrecruza y la fertilidad masculina (Zimmerman, 1988; De Jong
et al., 1993; Harder y Barrett, 1995). Otro mecanismo que es mas complejo y que funciona
incluso en las arquitecturas agregadas de genets, es la asincronia floral, donde se presentan
floraciones asincrdnicas de los diferentes ramets de un mismo genet (Charpentier, 2002).
Aparentemente la clonalidad genera un compromiso entre el crecimiento vegetativo y la
reproduccion sexual, i.e., si la planta clona en exceso y produce distribuciones de ramets
agregados promueve la geitonogamia, entonces la poblacion tiende hacia un sistema de
autocruza (Snow et al., 1996). La clonalidad otorga la ventaja de que los genets se expanden,
se mueven a otros ambientes, capturan mas recursos, presentan menos mortalidad, desplazan
a otros competidores y no invierten en funciones sexuales (Silvertown y Lovett-Doust, 1993).
Contrariamente otorga desventajas como que no se generan nuevas combinaciones genéticas,
no se incorporan nuevas mutaciones favorables en la meiosis y mitosis, no se eliminan
mutaciones desfavorables, no se genera variacion (Eguiarte et al., 1992) y a largo plazo se
dificulta la entrecruza y se puede eliminar la capacidad de reproducirse sexualmente (Honnay

y Bossuyt, 2005).



El arreglo espacial de los ramets es fundamental ya que dependiendo de este y de los
despliegues florales en momentos determinados puede existir 0 no una disyuntiva entre la
expansion del genet y el sistema de cruza en la poblacion (Charpentier, 2002; Carrillo, 2006).
Estos arreglos pueden ser ventajosos o desventajosos. Si existen arreglos agregados de genets
y se promueve la geitonogamia con depresion endogadmica elevada, como puede ser el caso en
las Opuntia, la produccion de semillas en algin momento se reducird, probablemente se
purguen los alelos deletéreos y disminuya la depresion endogamica, mientras eso sucede casi
no se generan nuevos hijos (genotipos), s6lo creceran y sobrevivirdn los genotipos existentes
y se mantendrdn combinaciones genéticas exitosas hasta que las presiones de seleccion
natural repentinamente cambien o hasta que por la longevidad que presentan acumulen
mutaciones letales y se pierdan lentamente. Por otra parte, si existen arreglos intercalados de
genets o se presentan floraciones asincronicas dentro de los ramets y no se promueve la
geitonogamia, se puede mantener un sistema de cruza eficiente, donde se realicen suficientes
entrecruzas para mantener la diversidad genética y asegurar la produccién de semillas
vigorosas y con nuevo material genético para que en alguna oportunidad en el futuro ingresen
a la poblacion como nuevos individuos.

En general las Opuntia tienen caracteristicas florales bien adaptadas para atraer polinizadores
y procurar entrecruzas, de tal forma que cuando se autocruzan presentan depresion
endogdmica en alguna etapa de su desarrollo (Del Castillo y Gonzélez-Espinosa, 1988;
Mandujano et al., 1996; Plasencia, 2003). Los polinizadores mas constantes y eficaces en las
Opuntia, ademas considerados oligolécticos del género, son abejas de tamafio mediano de los
géneros Diadasia, Melissodes y Lithurge (Grant et al., 1979; Grant y Grant 1979; Del Castillo
y Gonzélez Espinosa 1988; McFarland et al., 1989; Mandujano et al., 1996; Del Castillo

1999; Plasencia, 2003; Reyes-Aguero et al., 2006; Mandujano com. pers.). Los polinizadores



se desplazan aparentemente siguiendo un patron de forrajeo eficiente (Jiménez, 2000), esto es
dependiendo de la cantidad y distribucién de las flores en un parche de plantas. En Opuntia
streptacantha y Opuntia leucotricha la distancia que se desplaza Diadasia sp. varia desde
<lm hasta >10m segun el ndmero de flores disponibles, aunque estas abejas tienen la
capacidad de viajar distancias mayores de entre 50m y 200m (Linsley, 1958; Garcia, 1984).
Todas las Opuntia son esencialmente clonales, debido a su constitucion modular y a que cada
modulo contiene areolas con tejido meristematico, i.e. con células totipotenciales, capaces de
producir nuevos tallos y raices (Anderson, 2001; Mandujano, 2007). En el caso de las
especies del género Opuntia, son plantas que se fragmentan facilmente, asi que en general
tienen una gran facilidad para propagarse clonalmente a cortas y largas distancias (Mandujano
et al., 1996; Reyes-Aguero, 2006). Esto provoca en las especies de este grupo una mezcla en
sus sistemas de cruza y apareamiento, lo que puede ocasionar una adecuacién y un éxito
diferencial a nivel individual y poblacional (Mandujano et al., 1996).

Una teoria que se basa en los efectos que la clonalidad y la similitud genética tienen sobre los
sistemas de cruza y el éxito reproductivo, es la teoria de cruza Optima. Esta teoria sugiere una
distancia de cruza Optima lo suficientemente lejana como para evitar las cruzas
geitonogamicas o con plantas muy emparentadas, evitando asi el efecto de depresion
endogamica; y lo suficientemente cercana como para evitar las cruzas con individuos muy
lejanos y genéticamente muy diferentes, evitando asi el efecto de depresidon exogamica (Fig.
2). La distancia de cruza éptima de una poblacién esta muy relacionada con la conducta de los
polinizadores y la distribucion de las flores (Waser y Price, 1989). Esta distancia de cruza
dptima se ha estudiado mediante experimentos de suplementacién de polen en poblaciones de
varias especies, entre ellas estan Ipomopsis aggregata, Agave schottii, Delphinium nelsonii,

Stenocereus eruca y Opuntia microdasys (Waser y Price, 1983; Trame et al., 1985; Waser y



Price, 1991; Clark, 2006; Pifia, 2007). En la mayoria de los casos sélo se localiza la distancia
en que se produce la depresion endogamica y la distancia de cruza Optima, sin encontrar
claramente la distancia donde sucede la depresion exogamica. Para evaluar esta distancia de
cruza oOptima es necesario conocer la similitud genética de las plantas que se cruzan a las
diferentes distancias y para esto los investigadores se han ayudado de la ecologia molecular.

La Ecologia Molecular es una rama de la Ecologia que emplea herramientas y datos
moleculares para resolver problemas ecoldgicos como delimitar especies, delimitar
poblaciones, conocer origenes ontogenéticos, determinar identidades genéticas, estimar
indices de diversidad, etc. (Eguiarte y Souza, 2007) y en muchos estudios algunos de los

datos moleculares encontrados se analizan a la luz de la genética de poblaciones.
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Fig. 2 Diagrama de distancia de cruza éptima. Los circulos representan plantas, cada color corresponde a un
genotipo distinto. En la zona donde sucede depresién endogamica las plantas estan muy emparentadas, si se
presentan polinizaciones entre plantas a esa distancia no habra descendencia viable. En la zona donde sucede
depresion exogamica las plantas estan muy alejadas y los genotipos son muy diferentes a las plantas del extremo
izquierdo, si se presentan polinizaciones entre plantas que se encuentran separada a esta distancia no habra
descendencia viable. Si las polinizaciones se presentan entre plantas que se encuentren separadas entre si por
distancias geograficas y genéticas moderadas (zona de cruza 6ptima) la descendencia tendra mejor desempefio.

La Genética de Poblaciones es la disciplina que mediante datos moleculares nos ayuda a
evaluar de manera cuantitativa los cambios en la composicidn genética de las poblaciones, asi

identifica procesos adaptativos y procesos evolutivos como migracion, endogamia, mutacion,



deriva génica, seleccion natural, etc. que ocurren en las poblaciones (Eguiarte y Souza, 2007).
La genética de poblaciones se basa en el cambio en la frecuencias alélicas (p y q) en las
poblaciones y bajo el supuesto de las modificaciones a la ley de Hardy-Weinberg (D=p?,
H=2pq y R=g% Hedrick, 2005) estima si ocurre alguno de los procesos adaptativos y
evolutivos mencionados.

En la actualidad hay escasos trabajos relacionados con el efecto que la reproduccion
vegetativa tiene sobre el sistema de cruza y el éxito reproductivo en las plantas y en particular
en poblaciones de cactaceas. En especial las especies del género Opuntia presentan sistemas
clonales con ciclos de vida complejos (Mandujano et al., 2001) y sistemas de cruza mixtos
(Del Castillo y Gonzélez-Espinosa 1988; Mandujano, 1996; Plasencia, 2003), condiciones

interesantes para poder abordar esta problematica.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GENERALES

Determinar la diversidad clonal asi como la distribucion clonal de dos
poblaciones de Opuntia rastrera Weber con diferente reclutamiento (sexual y
clonal).

Determinar la distancia de cruza optima en condiciones de clonalidad, midiendo
el efecto de la distancia geografica y la similitud genética sobre el éxito
reproductivo de Opuntia rastrera Weber.

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar la identidad genética de las plantas que se utilizaran para evaluar la
diversidad y distribucion clonal de los sitios con reclutamiento sexual y clonal,
asi como de aquellas plantas donadoras y receptoras de polen con las que se
estimard la distancia de cruza dptima.

Estimar la diversidad clonal en las 2 poblaciones con reclutamiento contrastante,
mediante la estimacion de: 1) La proporcion de genotipos distinguibles. 2) La
equitatividad genotipica y 3) EI indice de diversidad de Simpson.
Conjuntamente evaluar la heterocigosis y el porcentaje de loci polimdrficos.
Generar mapas con el patréon de distribucion espacial de genets y ramets de
plantas identificadas.

Estimar la diversidad clonal y el patron de distribucién espacial de genets y
ramets en la zona con reclutamiento clonal considerando antecedentes
demogréficos de los individuos muestreados.

Estimar en condiciones de clonalidad y mediante cruzas controladas, la distancia
de cruza optima donde el éxito reproductivo medido como la produccién de
frutos maduros y numero de semillas por fruto sea mayor.

Estimar el indice de similitud genética y distancia geogréfica entre plantas
progenitoras del experimento de cruzas Optimas para determinar si existe una

correlacion con el éxito reproductivo de estas plantas.



3. HIPOTESIS

3.1 DIVERSIDAD Y DISTRIBUCION CLONAL

3.11

3.1.2

3.1.3

Debido a las diferencias reportadas por Mandujano et al., 2001 en cuanto al
reclutamiento sexual y clonal en diferentes poblaciones de O. rastrera, se
esperan diferencias en los indices de diversidad. En la nopalera donde el
reclutamiento en su mayoria es por fragmentacion de plantas adultas
(clonal), se espera menor diversidad clonal, con un indice de proporcién de
genotipos distinguibles (G/N) cercano a cero (muchos individuos y pocos
genotipos; muchos clones), una equitatividad genotipica (E) tendiente a cero
(existen unos genotipos mas representados; varios individuos con el mismo
genotipo), una diversidad de Simpson cercana a cero (diversidad baja), y una
heterocigosis y porcentaje de loci polimérficos bajos. En el pastizal (sexual)
donde el reclutamiento en su mayoria es por via sexual, se espera un indice
G/N de uno (cada individuo con un genotipo distinto), una equitatividad
genotipica cercana a 1 (todos los genotipos estan igualmente representados;
un individuo por genotipo), una diversidad de Simpson cercana a 1 en el
pastizal (diversidad alta), y una heterocigosis y porcentaje de loci
polimorficos elevados.

Debido al caracter clonal de la especie en la nopalera, esperamos encontrar
ahi un patrén de distribucién de ramets en forma de parches agregados. En el
pastizal esperamos encontrar todos los genets representados por un so6lo
ramet.

Considerando los antecedentes demograficos de la zona clonal, esperamos
que la diversidad clonal y la distribucién de ramets sea similar a lo esperado
en el punto 3.1.1, es decir, se espera una alta diversidad clonal, con un indice
de proporcion de genotipos distinguibles (G/N) cercano a cero, una
equitatividad genotipica (E) tendiente también a cero, una diversidad de
Simpson cercana a cero, Yy una heterocigosis y porcentaje de loci
polimorficos bajos.



3.2 DISTANCIA DE CRUZAS OPTIMAS

3.2.1

3.2.2

Suponiendo que en la nopalera (condiciones de clonalidad) los ramets de un
genet se encuentran distribuidos en parches agregados, esperamos que el
éxito reproductivo aumente en medida de que aumente la distancia
geogréfica entre plantas progenitoras.

De la misma forma esperamos que la similitud genética disminuya conforme
aumenta la distancia geografica entre las mismas plantas progenitoras. La
similitud genética entre plantas cercanas debe afectar el éxito reproductivo
de plantas receptoras de polen. Esto se explicaria por un efecto de depresion

endogamica resultado de cruzas geitonogamicas.



4. MATERIALES Y METODO

El presente trabajo se realiz6 en dos ambientes distintos, nopalera y pastizal, sitios donde
Opuntia rastrera Weber presentan diferentes estrategias de historia de vida (Mandujano, 1995).
En la zona de la nopalera la mayor contribucion a la tasa finita de crecimiento poblacional (1) es
la propagacion vegetativa, hay mayor reclutamiento de cladodios que se desprenden (“nuevos
individuos™), mientras que en el pastizal es la reproduccion sexual, sélo hay reclutamiento de
semillas, no hay propagacion vegetativa (Mandujano et al., 2001). A largo plazo las plantulas de
O. rastrera generadas por reproduccion sexual sobreviven mas en el pastizal que en la nopalera,
esto es debido a que en el pastizal las plantas nodriza (principalmente Hilaria mutica) que se
asocian con O. rastrera tienen mayor cobertura, proporcionan mas sombra y protegen mas a las
plantulas de la herbivoria que en la nopalera, donde la principal nodriza es Jatropha dioica. En
cambio las pencas que se desprenden de plantas adultas sobreviven en mayor porcentaje en la
nopalera, esto es porque en la nopalera no existe la gran competencia por recursos y las

inundaciones que experimentan las pencas en el pastizal (Mandujano et al., 1998).

ESPECIE Y AREA DE ESTUDIO

Descripcion de la especie

Opuntia rastrera Weber es una cactacea clonal que pertenece a la Tribu Opuntieae, Subfamilia
Opuntioideae, familia Cactaceae (Bravo-Hollis, 1978; Anderson, 2001). Son plantas con
articulos desde circulares hasta obovados, los mas grandes de unos 20 cm de diametro. Forma
cadenas de cladodios rastreros que se mueven en varias direcciones y no presenta lignificacion
de sus tejidos, tienen espinas blancas con base obscura, sus flores son amarillas de 4 a 6 cm de

diametro y sus frutos son carnosos de color purpura con una gran cantidad de semillas (Fig. 3a,



b, c; Bravo-Hollis, 1978; Cornet, 1985). Estas plantas se fragmentan y por la gran cantidad de
areolas (meristemos) que tienen en el tallo, enraizan con facilidad.

Distribucion de la especie

O. rastrera se distribuye en el desierto Chihuahuense en los estados de Durango, Chihuahua,
Coahuila, Nuevo Leon, Zacatecas y San Luis Potosi (Bravo-Hollis, 1978; Cornet, 1985;
Guzmén et al., 2003). Actualmente las poblaciones de los Estados de San Luis Potosi y
Zacatecas se encuentran deterioradas y muy reducidas (Mufios, 2004; com. pers. Jerdnimo

Reyes), por el contrario las poblaciones méas nortefias en la Reserva de la Biosfera de Mapimi se

encuentran en un estado méas conservado (L. Plasencia obs. pers.).

Fig. 3 a) Opuntia rastrera Weber en la reserva de la biosfera del bolsén de Mapimi, planta postrada de hébito
rastrero; b) Flores de color amarillo naranja con 8 cm de altura y 6 cm de apertura en la corola y c¢) Frutos carnosos
de color Ilamativo (Fotos a y b tomada por L. Plasenciay foto ¢ tomada por M. C. Mandujano).



La Reserva de la Biosfera de Mapimi esta ubicada entre los paralelos 26°29’ y 26°52’ latitud
norte y los meridianos 103°32” y 103°58’ longitud oeste, incluye porciones de los estados de
Durango, Coahuila y Chihuahua (Google Earth, 2007; Fig. 4a). Dentro de la Reserva O.
rastrera habita predominantemente en la geoforma de bajada superior, donde forma extensas
nopaleras en la formacion vegetal denominada como matorral crasicaule. También se encuentra
de una manera mas dispersa en la bajada inferior, en la formacion vegetal de pastizal donde
domina la especie Hilaria mutica (Cornet, 1985; Montarfia, 1988). El sitio donde se llevd a cabo
este estudio se localiza en las coordenadas 26°40° N, 103°45 O, en la bajada oeste del cerro San
Ignacio, a una elevacién de 1165 msm (Fig. 4b) y comprende tanto el area de nopalera como el
area de pastizal. En el sitio de estudio O. rastrera comparte el habitat con Larrea tridentata
(DC.) Cov, Castela texana (T. et G) Rose, Prosopis glandulosa Torr. var. torreyana (L.
Benson) M. C. Johnts., Fouquieria splendens Engelm., Euphorbia antisyphilitica Zucc.,
Jatropha dioica Cerv., Cylindropuntia imbricata (Harworth), Cylindropuntia leptocaulis (DC.)
Watson, Opuntia microdasys (Lehmann) Pfeiffer, Opuntia macrocentra (Engelmann), ademas
de una gran variedad de pastos y herbaceas (Cornet, 1985; Ruiz de Esperanza, 1988; Guzman et

al., 2003).
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Fig.4 a) Ubicacion de la reserva de la Biosfera de Mapimi en el pais, b) Sitio de estudio, se muestra la ubicacion de

las poblaciones de la nopalera en la ladera Oeste del cerro San Ignacio y del pastizal a 800 m al Este del laboratorio
de desierto (Imagen digital de Google Earth, 2007).



4.1 DIVERSIDAD Y DISTRIBUCION CLONAL
4.1.1 DETERMINACION DE IDENTIDADES GENETICAS

Para determinar la identidad genética de las plantas que se utilizaron para evaluar la diversidad
y distribucion clonal de los sitios con reclutamiento sexual y clonal, asi como de aquellas
plantas donadoras y receptoras de polen con las que se estimo la distancia de cruza optima, se

montaron las siguientes técnicas moleculares.

Extraccion de ADN en Opuntia rastrera

Se recolecté el tejido (aprox. 4 cm?) de un cladodio (i.e., tallos en forma de raqueta) joven de
todos los individuos en ambas poblaciones y se enfriéo a —196° C en un tanque con nitrégeno
liquido. El tejido posteriormente se almacen¢ a -20° C.

La extraccion de ADN se realizd con el método modificado de extraccion del kit comercial
AquaPure Genomic DNA, protocolo 3.2, Bio-Rad (Apéndice 1). Se probaron 4 métodos de
extraccion de ADN : 1) Kit QUIAGEN; 2) Kit Bio-Rad; 3) Kit Fast-Prep; y 4) El método
CTAB++, que es una combinacion de los métodos de Mini-prep y CTAB estandarizados para
Agaves y Cactus en el Laboratorio de Evolucion Molecular y Experimental del Instituto de
Ecologia, UNAM. Finalmente se optd por el protocolo de Bio-Rad, ya que las Opuntia
contienen grandes cantidades de compuestos secundarios y mucilagos ricos en polisacaridos
hidrofilicos. Este método resulta eficiente generando una mayor concentracion final de ADN
(>20 ng/ul) y con menos mucilago. EI mucilago esta reportado como abundante en células
mucilaginosas alrededor de los haces vasculares y en células vesiculares del parénquima
(Bravo-Hollis, 1978; Sudzuki 1995; Zlotnik 2001), de tal manera que la mayor cantidad de

ADN limpio se extrajo del tejido de la epidermis y del clorénquima.



Amplificacion y visualizacion de ISSR’s

Los primers para amplificar secuencias simples repetidas dentro de los intrones de los
microsatélites (ISSR’s) son disefiados sin la necesidad de conocer una secuencia gendémica
especifica, son hipervariables, muy repetibles y producen gran cantidad de informacion
(Zietkiewicz et al., 1994; Nagaoka y Ogihara, 1997; Bornet y Branchard, 2001). Los ISSR’s se
utilizan para estudiar la variacion genética intra e interespecifica, la taxonomia molecular, el
mapeo gendmico, para detectar hibridos entre especies, asi como para visualizar mutaciones
somaticas, ademas tienen potencial en la genética de poblaciones (Zietkiewicz et al., 1994;
Manttioni et al., 2002 ). Los ISSR’s estan constituidos de di, tri, tetra y penta nucleétidos
repetidos (Nagaoka y Ogihara, 1997). Para el trigo se ha reportado que las repeticiones de di-
nucledtidos producen mas bandas polimérficas que otros arreglos (Nagaoka y Ogihara, 1997).
Estos primers estan disefiados para amplificar segmentos del genoma flanqueados por dos
elementos de igual secuencia repetida en orientacion inversa en el microsatélite (Fig. 5;
Zietkiewicz et al., 1994). Al igual que los “Random amplified polymorphic DNA” (RAPD’s)
los ISSR’s son baratos de construir, son menos laboriosos de trabajar que los “Amplified
fragment length polymorphism” (AFLPs) e igualmente reproducibles que los microsatélites
(Zietkiewicz et al., 1994; Bornet y Branchard, 2001).

Particularmente los primers utilizados en este estudio y en otros realizados con especies de
Nothofagus y de Triticum (Nagaoka y Ogihara, 1997; Manttioni et al., 2002) fueron disefiados
por la unidad de servicio de proteinas y acidos nucleicos (NAPS Unit) del laboratorio del Dr.
Michael Smith, en la Universidad de Columbia Britanica en Vancouver, Canada. Por lo general
la temperatura de alineamiento reportada para estos primers es de 52°C aunque puede variar, las
concentraciones finales del MgCl, y del primer varian segun la optimizacion de los mismos con

cada especie.
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Fig. 5 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en ISSR’s. El blanco es el di nucleétido repetido (CA)n, el
primer se ancla en ambas cadenas en direcciones opuestas y se amplifica la secuencia flanqueada por ambos
elementos. Esquema tomado de Zietkiewicz et al. (1994).

Especificamente se utilizaron los primers (marcadores moleculares) de la serie # 9 producidos
en el laboratorio del Dr. Smith. De la serie de 100 primers se probaron 16, de los cuales 3 fueron
polimorficos, 2 monomorficos y 11 no amplificaron (Tabla 1 y 3). Las amplificaciones se
realizaron utilizando la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en un Termociclador (PTC-
100, MJ Research, Inc).

Las concentraciones finales por reaccidn de los reactivos utilizados para la amplificacion de los
ISSR’s se muestran en la Tabla 2. Para definir las concentraciones finales de MgCl, y de cada
primer se realizaron curvas de concentracion (2mM, 2.5mM y 3mM; 0.6uM, 0.8uM y 1uM
respectivamente).

Las condiciones Optimas para los tres primers polimorficos se muestran en las Tablas 2 y 3.
También se probaron gradientes de temperatura alrededor de las temperaturas de alineacion para
cada primer (50°C, 52°C, 54° C, 56°C y 60°C). Finalmente se amplificaron los tres primers a
una temperatura de alineacién de 52° C, ya que en esa temperatura los patrones de bandeo en
los tres casos eran mas claros, consistentes en cada réplica y con buena cantidad de sitios. El

programa de amplificacion del PCR fue igual para todos los primers (Tabla 4).



Tabla 1. Primers probados de la serie # 9 de primers de la UBC en O. rastrera, se muestra los

primes que se encontraron con polimorfismo y los que no funcionaron para esta especie.

Primer # | Amplificacion
808 Monomodrfico
809 No
810 No
811 No
817 Polimérfico
827 Polimérfico
840 No
841 Monomorfico
842 Polimérfico
847 No
850 No
851 No
856 No
857 No
857 No
858 No

Tabla 2. Concentracion y cantidad de reactivos utilizados por reaccion para la amplificacion de

ISSR’s.

Reactivo y concentracion inicial

Concentracién final Cantidad por

reaccion (ul)

Buffer (10X)

MgCl, (30mM)

dNTPmix (10mM)

Primer (10uM)

DNA (15ng/ul)

Taq (Amplificasa-BIOGENICA, 5U/ul)
H.,O (destilada)

VVolumen total por reaccion

1X 15
Ver tabla 4 ver Tabla 4
0.2Mm 0.3
Ver tabla 3 ver Tabla 4
2.7 ng/ul 2.0
1 U/ul 0.2
0 Variable
15




Tabla 3. Primers de utilizados de ISSR’s del set # 9 producidos por la Universidad de Columbia
Britanica en Vancouver, Canada.

[ ] final [] final Temp.

Nombre Secuencia MqgCl, primers  Alineacién
817 CAC ACACAC ACACACAA 2.5mM 0.8uM 50°C
827 ACA CAC ACACACACACG 2.5mM 0.6uM 52°C
842 GAG AGA GAG AGA GAG AYG 2mM 0.8uM 54 a 56°C

Y=CT

Tabla 4. Programa de amplificacion para el PCR.

Programa del PCR Temperatura Tiempo
1. Desnaturalizacién inicial 94°C 4min
2. Desnaturalizacion 94°C 30sec
3. Alineacion 52°C 45sec
4. Extension 72°C 2min
5. Ir al paso 2 por 36 veces
6. Extension final 72°C 7min
7. Término 4°C 10min

Las bandas amplificadas mediante la reaccion de PCR fueron desde 200 hasta 1500 pb (Fig. 6) y
en varias ocasiones fue necesario diluir la concentracion de ADN lo mas posible (<10ng/ul)
para que eéstas se amplificaran. Las bandas fueron separadas en geles de agarosa al 1.4%,
mediante una diferencia de voltaje de 120 Volts durante 4h y 30min Los geles incluian un par
de escaleras de 100pb marca Invitrogen para estimar claramente el peso de las bandas de cada
individuo. Las bandas de ADN separadas fueron tefiidas con bromuro de etidio al 10% y se
visualizaron con una camara de luz UV. Finalmente se capturd una foto digital de cada gel. En
cada foto se asigno el peso molecular de cada una de las bandas de los individuos presentes, se
tomaron como referencia las escaleras de 100pb y se colocaron manualmente con la ayuda del
programa comercial VisionWorks y Doc-itLs de la compafiia UVP, los pesos moleculares de

cada una de las banda para todos los individuos (Fig.6). Con los pesos se construyeron matrices



de pesos moleculares, donde las filas eran cada sitio (Loci) y las columnas los diferentes
individuos (programa VisionWorks y Doc-itLs). Por ultimo se transformaron las matrices de
pesos moleculares en matrices de presencia ausencia, asignando el valor de 1 para presencia de
banda en ese sitio (Loci) y 0 para la ausencia de banda (Las matrices que arroja este programa

necesitan transponerse para hacer algunos de los anélisis de diversidad clonal, seccion 4.1.2).

Fig. 6 Foto de el patron de bandeo en individuos del pastizal, las muestras se encuentran en el gel de agarosa 1.4%,
en el primer y Gltimo carril estd cargada la escalera de 100pb y los individuos presentan bandas desde 270 hasta
1370pb. Se muestra una de las lecturas de pesos de bandas con el programa Vision Works.

4.1.2 ANALISIS DE DIVERSIDAD CLONAL

La diversidad y distribucién clonal de O. rastrera en la nopalera y en el pastizal se estimé
usando una muestra de 80 individuos seleccionados aleatoriamente, 40 en cada una de las
poblaciones. Los individuos de la nopalera se encuentran localizados en 4 parcelas permanentes
de 20X20 m vy los individuos del pastizal se localizan en 5 parcelas de 20X50 m. Se determind
la identidad genética de estos 80 individuos (ver seccién 5.1.1.), y se generd una matriz de

presencia ausencia para cada loci de todos los individuos. A partir de estas matrices se estimo la



diversidad clonal en ambas poblaciones (con reclutamiento clonal y sexual) mediante el calculo
de 3 parametros: 1) La proporcion de genotipos distinguibles (Ellstrand y Roose, 1987)

calculada como:

G/N

donde G es el numero de genotipos distintos y N es el nimero de individuos muestreados
(ramets). El valor de G/N es de 1 cuando el nimero de genotipos es igual al niumero de
individuos muestreados y se aproxima a 0 cuando todos los individuos comparten el mismo
genotipo. Para este analisis se utilizd el programa GenoType/GenoDive version 1.1. 2) El
complemento del indice de Diversidad de Simpson (Clark, 2006; Carrillo, 2006), el cual se

calcula como:
D=1-2{[ri(ri-1)J[R(R-1)]}

donde r; es el numero de ramets del genotipo i y R es el nimero de ramets muestreados. Este
indice adquiere valores de 0 y 1, siendo 1 el valor maximo de diversidad. 3) La equitatividad

genotipica (Fager, 1972) calculada como:
E= ( Dobs‘ Dmin) / ( Dmax‘ Dmin)

donde Dobs = Diversidad de Simpson observada, Dmin = {(G-1)(2N-G)}{(N)(N-1)}, Dmax =
{(G-1)(N)}{(G)(N-1)}. Aqui G es el numero de clones y N es el tamafio de la muestra. Este
indice adquiere valores entre 0 y 1, con 0 para poblaciones dominadas por un s6lo genotipo y 1
para poblaciones en las que el nimero de genotipos es igual al nimero de individuos
muestreados.

Con la ayuda del paquete GenAlEx de Excel se estimé la heterocigosis y el porcentaje de loci
polimorficos. En el caso del los ISSR’s, que son marcadores dominantes, la heterocigosis se

estima calculando la frecuencia genotipica (D), D = g , donde g° = R esta representada por la



proporciéon de bandas ausentes para cada loci, a partir de la raiz cuadrada de g se estima la
frecuencia alélica de p que es p = 1-qg, y finalmente se estima la heterocigosis H=2pq, es
importante tener en cuenta que esta estimacion de H implica que las poblaciones se encuentren
en equilibrio de Hardy-Weingber (Hedrick, 2005), supuesto que es dificil cumplir en
poblaciones clonales. El porcentaje de loci polimorficos se estimé con el mismo paquete de
Excel y se calcula contando cuantos del total de loci presentes son polimdrficos y cuantos son
monomorficos.

4.1.3 PATRON DE DISTRIBUCION ESPACIAL DE RAMETS

Para generar los mapas de distribucion espacial se tomaron las coordenadas (x, y) de todas las
plantas presentes en cada parcela de ambas poblaciones (4 en la nopalera y 5 en el pastizal),
después con ayuda del programa TreeDraw version 1.2. se generaron los mapas de cada parcela.
Donde en una cuadricula que representa el area total de cada parcela se ubican en circulos las
plantas presentes en cada sitio. Los circulos pueden tener diferentes colores que representen por
ejemplo distintos genets, de tal forma que, conociendo la identidad genética de cada individuo
se marcaron los ramets correspondientes a cada genet (cada circulo) con un color diferente
correspondientes a su color de genet. En los casos donde todos los individuos identificados
fueron de diferente genotipo se utilizd un solo color, los detalles se especifican de manera

particular para cada caso en su respectiva seccion.

4.1.4. ANALISIS DE DIVERSIDAD CLONAL Y PATRON DE DISTRIBUCION

ESPACIAL DE RAMETS ESTIMADOS DEMOGRAFICAMENTE

En el presente trabajo se explor6 la diversidad y distribucion clonal de la cactacea Opuntia

rastrera en la nopalera, sitio que por sus antecedentes demograficos consideramos altamente



clonal (Mandujano et al., 2001). Fue importante considerar los ramets identificados
demogréaficamente (reconocidos a lo largo de los ultimos 15 afios; Mandujano et al., 1995),
pertenecientes a los 40 individuos que se eligieron en nuestro muestreo aleatorio (ver seccién
5.1.2), de tal forma que pudimos evaluar a una escala espacial de dispersion clonal mas reducida
la diversidad y distribucién clonal.

Las estimaciones realizadas en la seccion 5.1.2 y 5.1.3 en la muestra de 40 individuos
seleccionados al azar de la nopalera, se realizaron también en 24 ramets extras identificados
demograficamente. Para los andlisis mencionados en la nopalera se incremento la muestra

inicial (seccidn 5.1.2) a 64 individuos.

4.2 DISTANCIA DE CRUZAS OPTIMAS
42,1 CRUZAS CONTROLADAS

En el sitio de nopalera donde existe reproduccion vegetativa y donde pensamos puede
haber un efecto de depresion endogamica por cruzas geitonogamicas se evalué la distancia de
cruza Optima. Para determinar cual es la distancia de cruza 6ptima y el efecto que tiene la
geitonogamia sobre el éxito reproductivo de O. rastrera, se realizd un experimento de cruzas a
distancia con suplementacion de polen. El experimento fue realizado en el mes de abril de 2004
cuando la poblacién presenta su pico maximo de floracion (Mandujano et al., 1996). Se
seleccionaron al azar 40 individuos reproductivos focales (receptores de polen) repartidos en 3
bloques que corresponden a 3 parcelas (para evaluar un posible efecto del sitio) y en 7 bloques
que corresponden a categorias de tamafio de planta (para evaluar un posible efecto materno). Se
polinizaron manualmente tres flores de cada una de las 40 plantas focales con polen de plantas

localizadas a tres distancias (<10m, >50m, >1000 m). El tratamiento control consiste en flores



sin embolsar que son polinizadas de manera natural por sus polinizadores. Cada uno de los 40
individuos focales recibid polen de tres distancias y el tratamiento control, es decir que se
completaron 40 flores por tratamiento. El polen recolectado se obtuvo de 11, 3 y 1 plantas
donadoras respectivamente a las tres distancias anteriores (Fig. 7 a-d). El polen propio de cada
flor se excluyé mediante un corte en la base de los estambres (emasculacion) y la adiccion de
alcohol al 70% a las anteras, esto se realizé solo con las flores que recibieron tratamiento de

suplementacidon de polen a las tres diferentes distancias.
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Fig. 7a Mapa del sitio donde se ubican las parcelas utilizadas para el experimento de cruzas Optimas con
suplementacion de polen para la especie Opuntia rastrera. Las banderas corresponden a las diferentes distancias a
las que se realizaron las cruzas controladas. P11, P2 y P10 corresponden a las parcelas donde se realizaron las
cruzas para el tratamiento de <10m. La bandera de P50-100 corresponde al sitio en donde se encuentran las plantas
para el tratamiento >50m. La bandera P1000 corresponde al sitio donde se ubican las plantas con las que se
realizaron las cruzas de >1000m. Al Este de los puntos se encuentra el camino que lleva al Laboratorio de Desierto
del Instituto de Ecologia A. C. y el cerro San Ignacio.
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Fig. 7b Se muestra la distribucion de plantas donadoras y receptoras de polen utilizadas en el experimento de
suplementacion de polen a la distancia de >10m. Los puntos de colores son plantas receptoras agrupadas en su
blogue (Parcela 11; n = 17 plantas focales receptoras de polen) correspondiente. Se muestran con detalle la parcela
11, donde se localizan en circulos de mayor didmetro los individuos donadores, estos puntos estan correlacionados
con las plantas receptoras de polen por el color que comparten entre circulos y también reciben polen de otra de las
mismas plantas de color.



Parcela 2

£

- -
3 ‘m l -..Tr.
& - | N i
* r 3 . -
% r@ f% - ol ol P

] . » [m
- i ol rd *
r
. i Ty
. i L4 al® .
w - L] |
L n ..4' . -t -
L3 " e
i »* I - “ ] * -, - ot
L ] A | - |
-* -_* [ ™ h ™ -
L] - -
a0 | * - w - -
- &,
-

"
w
[
L ]
"

Fig. 7c Se muestra la distribucion de plantas donadoras y receptoras de polen utilizadas en el experimento de
suplementacion de polen a la distancia de >10m. Los puntos de colores son plantas receptoras agrupadas en su
blogue (Parcela 2; n = 11 plantas focales receptoras de polen) correspondiente. Se muestran con detalle la parcela 2,
donde se localizan en circulos de mayor didmetro los individuos donadores, estos puntos estan correlacionados con

las plantas receptoras de polen por el color que comparten entre circulos y también una de las plantas donadoras fue
utilizada como receptora de polen de otra de las mismas plantas de color.
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Fig. 7d Se muestra la distribucion de plantas donadoras y receptoras de polen utilizadas en el experimento de
suplementacion de polen a la distancia de >10m. Los puntos de colores son plantas receptoras agrupadas en su
blogque (Parcela 10; n = 12 plantas focales receptoras de polen) correspondiente. Se muestran con detalle la parcela
10, donde se localizan en circulos de mayor didmetro los individuos donadores, estos puntos estan correlacionados
con las plantas receptoras de polen por el color que comparten entre circulos y también reciben polen de otra de las
mismas plantas de color.



Para controlar la procedencia del polen utilizado, todas las flores de este experimento se
embolsaron antes de la antesis y fueron emasculadas antes de aplicar los tratamientos (Fig. 8 y
9). Las flores después de haber sido polinizadas se embolsaron, se rociaron con insecticida Raid
Casa y Jardin (Tetrametrina 3.5g/kg, Permetrina 1g/kg, Aletrina 1g/kg, emulsificante,
solventes, perfume y propelente 994.5g/kg; para evitar pérdidas por parasitos) y se sujetaron a la
planta para asegurar que los frutos permanecieran hasta su maduracién. Los frutos formados se

recolectaron a principios del mes de julio del 2004 para el conteo y almacenamiento de semillas.

Fig. 8 Flores embolsadas antes de la aplicacion de Fig. 9 Flor emasculada antes de la aplicacion de
tratamientos. los tratamientos.

4.2.2 INDICE DE SIMILITUD GENETICA Y DISTANCIAS GEOGRAFICAS

Para estimar el indice de similitud genética de Nei y Li (1979) se utilizé la matriz de
presencia-ausencia obtenida en la seccidn 5.1.1. Con la ayuda del paquete Matlab se calcul6
el indice de similitud genética, calculado como: 2myy/(my+my), donde myy es el nimero total
de bandas compartidas entre pares de individuos, m, y my son el nimero total de bandas
presentes en una muestra. Finalmente se construy6 una matriz de similitud genética entre
pares de progenitores. Mediante este indice podemos conocer el grado de parentesco entre

los individuos donadores y los receptores (Nei y Li, 1979; Clark, 2006).



La distancia que separaba a cada una de las plantas donadoras y las receptoras de polen se
calculé utilizando la formula de distancia Euclideana = V/[(X1-X2)*+(y1-y2)’], donde Xy y y1
son las coordenadas correspondientes al punto 1 y x, y y» son las coordenadas
correspondientes al punto 2. Finalmente se construyd una matriz de distancias geogréaficas
entre pares de progenitores. Mediante este calculo podemos conocer la distancia que separa

a los individuos donadores de los receptores (Gotelli y Ellison, 2004).

5. ANALISIS ESTADISTICOS

5.1.  ANALISIS DE DIVERSIDAD CLONAL

Los analisis estadisticos realizados en la seccion de diversidad clonal fueron de estadistica
descriptiva (media y error estandar).

5.2.1 ANALISIS DE DISTANCIA DE CRUZAS OPTIMAS

Para determinar el éxito de la produccion de frutos por tratamiento en el experimento de
cruzas a distancia con suplementacion de polen, se ajustd un modelo log-lineal para
proporciones con distribucion del error tipo binomial. Las diferencias entre tratamientos se
analizaron con modelos de mé&xima verosimilitud de ajuste con ji-cuadrada. El éxito en la
produccion de semillas por tratamiento se analizd ajustando un modelo log-lineal con una
distribucion del error de tipo Poisson. Para encontrar diferencias entre tratamientos se
realizaron modelos de maxima verosimilitud de ajuste con ji-cuadrada. Todos los analisis
se realizaron con los paquetes estadistico JMP version 7.0 y GLIM (Crawley, 1993; SAS
Institute, 1995).

El indice de similitud genética de Nei y Li arroja como resultado una matriz de similitud
genética entre pares de individuos, lo que corresponde a una matriz de proporciones de

[N,N], dependiendo del namero total de individuos muestreados. La similitud genética va



de 0 a1, siendo 1 el grado méximo de similitud, pero si restamos 1 a la proporcion tenemos
un indice de distancias genéticas, siendo O la menor distancia entre individuos. Para
determinar la existencia de una correlacion entre la matriz de distancia genética y la de
distancia geografica se realizd una prueba regresion lineal y una prueba de Mantel
(Shannon et al., 2002; Clark, 2006).

Para realizar la prueba de Mantel se deben utilizar 2 matrices de igual dimension (de
distancias geograficas y la de distancias genéticas). EI programa XLSTAT (Microsoft
Excel) después de hacer estd prueba arroja un coeficiente de correlacion de Pearson
(usando 10,000 permutaciones de las matrices) con su respectivo valor de r y P de
significancia. En el caso de la relacion existente entre la similitud genética de Nei y Li
respecto a la produccion de semillas y frutos, asi como de la distancia geografica y la
produccion de semillas se realizaron regresiones lineales simples en el paquete estadistico

JMP versién 7.0.



6. RESULTADOS
6.1 DIVERSIDAD Y DISTRIBUCION CLONAL

6.1.1 DETERMINACION DE IDENTIDADES GENETICAS

Extraccion y Amplificacion de ADN en Opuntia rastrera

Como ya se menciono en las Opuntia el mucilago se encuentra de manera abundante y es dificil
removerlo, para lo cual es necesario realizar los procesos de extraccion y amplificacion muy
cuidadosamente. EIl resumen de los resultados de la Amplificacion de ISSR’s se muestra en la
Tabla 5. Para ver mas detalles de las técnicas de extraccion y amplificacion de ISSR’s revisar la

secciones 5.1.1 y los Apéndice 1.

Tabla 5. Numero de Loci totales, monomorficos y polimorficos para los tres primers utilizados.
Se estima la probabilidad de exclusién para los loci utilizados, cuando 1- Pc = 1 es que nuestro
numero de Loci es suficiente y confiable para identificar clones.

Primer 842 Primer 827 Primer 817
Pastizal | Nopalera | Pastizal | Nopalera | Pastizal | Nopalera
Namero de Loci 16 16 16 16 16 16
Loci monomarficos 1 1 2 4 2 3
Loci polimorficos 15 15 14 12 14 13
PG (Probabilidad de exclusion | Pastizal 5.76158E-20 | 1- Pc 1
para los Loct utflizados) Nopalera 1.54439E-16 | 1-Po 1

6.1.2 ANALISIS DE DIVERSIDAD CLONAL

Los anélisis de diversidad clonal que se estimaron fueron para ambas poblaciones (pastizal y
nopalera). Las dos poblaciones mostraron altos porcentajes de loci polimérficos (X = 86%), asi
como una elevada Heterocigosis media (X = 0.342). La diversidad de Simpson también fue alta
en ambas poblaciones (X = 0.97). Los valores de la proporcion de genotipos distinguibles (G/N)

y la equitatividad (E) no contrastan al comparar los dos ambientes con la muestra de 80



individuos elegidos al azar (Tabla 6). En el pastizal hay tantos genotipos como individuos en la
muestra (G/N = 40) y todos los genotipos presentes estan representados por un individuo de la
muestra (E = 1). En la nopalera s6lo hay dos individuos que comparten el mismo genotipo (G/N
= 0.95), lo que indica que casi todos los individuos estan representados por un genotipo
diferente. La equitatividad nos muestra al igual que en el pastizal que no existen genotipos que
estén mayormente representados por mas individuos, solo uno (E = 1, Fig. 10).

Tabla 6. Diversidad clonal estimada en las dos poblaciones de O. rastrera con reclutamiento
contrastante pastizal y nopalera (sexual y clonal). N es el ndmero total de individuos
muestreados, G es el nimero de genotipos estimados, G/N es la proporcién de genotipos
distinguibles, %LP es el porcentaje de loci polimorficos encontrados, H es la heterocigosis

media para cada poblacién y su error estandar, D es la diversidad estimada de Simpson, E es la
equitatividad genotipica y e.e. es el error estandar.

N G G/N | %LP H D E
(e.e)
Pastizal 40 40 1 89 0.359 0.99 1
(0.024)
Nopalera | 40 38 0.95 83 0.325 0.95 1
(0.026)

Equitatividad de genotipos

Fig. 10 La grafica muestra la distribucién de individuos muestreados (n = 40) en cada uno de los 38 genotipos
estimados para la poblacién clonal de la nopalera.



6.1.3 PATRON DE DISTRIBUCION ESPACIAL DE RAMETS

La distribucion espacial de los genets y ramets de la poblacién del pastizal y la nopalera se
muestran en las Figuras 11 y 12. Debido a que se tom6 una muestra de 40 plantas al azar en
cada poblacion para evaluar distribucién clonal, no conocemos el total de genotipos en las
poblaciones (aprox. 800 plantas en 1600m? la nopalera y 150 en 5000m? el pastizal) para
estimar de una manera exacta la distribucién de genotipos. A esta escala, a nivel de parcela
(400m?), con una muestra elegida al azar de 10 individuos por parcela, casi no se localizan
ramets que compartan el mismo genotipo, la mayoria de los genets al parecer no cuentan con
copias que se muevan en areas de ese tamafio. De los genets que encontramos en la nopalera con

esta escala s6lo uno presenta una copia y esta se encuentra a un metro de distancia.
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Fig. 11 Parcelas del pastizal. En los mapas se muestran con circulog Qe color verde oscuro todos los individuos de
las parcelas, en verde claro esta la muestra de 40 individuos seleccionados al azar de los cuales conocemos su
identidad genética. Ninguna de las plantas muestreadas present6 ramets. Cada pequefio cuadro representa 1 m. P10
= parcela 10, P9 = parcela 9, P7 = parcela 7, P5 = parcela 5, P1 = parcela 1.
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Fig. 12 Parcelas de la nopalera donde se representan los 40 individuos muestreados al azar y de los que se conoce
su identidad genética. Se muestran en circulos todas las plantas en las parcelas. En los circulos de color verde
oscuro se representan todas las plantas de las parcelas que no fueron consideradas. En los circulos de color verde
claro (pistache) se muestran las plantas que fueron muestreadas que no presentaron otros ramets. En circulos de
colores amarillos, se muestran los ramets encontrados con un mismo genotipo en la parcela N2.
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6.1.4 ANALISIS DE DIVERSIDAD CLONAL Y I?ATRON DE DISTRIBUCION
ESPACIAL DE RAMETS ESTIMADOS DEMOGRAFICAMENTE

Los andlisis de diversidad clonal que se estimaron fueron realizados considerando la muestra al
azar de 40 plantas de la nopalera (repartidas en 3 parcelas de 20 x 20m) mas los 24 ramets
identificados demograficamente (Mandujano et al., 1995), pertenecientes a los mismos
individuos elegidos al azar en este habitat. En esta seccion resaltan los resultados obtenidos para
la nopalera a escala de espacios mas cercanos (0 a 5m, areas de 6m?) a diferencia del muestreo
aleatorio donde se hicieron las estimaciones en areas de 400m? por parcela.

La poblacion de la nopalera considerando los clones conocidos (ramets demogréaficos;
Mandujano, 1995) mostr6 altos porcentajes de loci polimorficos (%LP = 82), asi como una
elevada Heterocigosis media (H = 0.310). La diversidad de Simpson también fue alta en la
poblacion (D = 0.95). Los valores de la proporcion de genotipos distinguibles (G/N) y la
equitatividad (E) contrastan al comparar la poblacién de 64 individuos (méas clones) con la
poblacion de 40 individuos elegidos al azar (Tabla 6 y 7). En el nopalera a gran escala hay
tantos genotipos como individuos en la muestra (G/N = 40) y casi todos los genotipos presentes
estan representados por un individuo de la muestra, excepto dos individuos que comparten el
mismo genotipo en N2 (Fig. 12; E = 1). En contraste en la nopalera considerando los clones solo
hay la mitad de genotipos que de individuos (G/N = 0.57), lo que indica que hay varios
individuos con genotipos repetidos. La equitatividad nos muestra que unos pocos genotipos (2 6

3) estan representados por varios individuos (E = 0.082, Tabla6y 7, Fig. 13y 14).



Tabla 7. Diversidad clonal de O. rastrera estimada en la poblacién de la nopalera con escalas
de medicién en areas de 6m* con ramets estimados demogréficamente. N es el niimero total de
individuos muestreados, G es el nimero de genotipos estimados, G/N es la proporcion de
genotipos distinguibles, %LP es el porcentaje de loci polimérficos encontrados, H es la
heterocigosis media para la poblacion y su error estandar, D es la diversidad estimada de
Simpson, E es la equitatividad genotipicay e.e. es el error estandar.

N G G/N %LP H D E
(e.e)
Nopalera 64 38 0.57 83 0.310 0.95 0.82
con ramets (0.026)
(estimacién demogréfica)

Equitatividad de genotipos con datos demogréaficos

11111111111
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Fig.13 La grafica muestra la distribucion de individuos muestreados (n = 64) en cada uno de los 38 genotipos
estimados para la poblacién con estimacion demografica de ramets, zona clonal de la nopalera.
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Fig. 14 Parcelas de la nopalera (20mx20m) donde se representan los individuos con identidad genética conocida.
Estan los 40 individuos utilizados en el analisis de diversidad clonal, mas sus 24 ramets identificados
demograficamente (N = 64, G = 38 genotipos diferentes). En los circulos pequefios de color verde oscuro se
representan todas las plantas de las parcelas que no fueron consideradas. En los circulos grandes de color verde
claro (pistache) las plantas que fueron muestreadas que no presentaron otros ramets. En circulos grandes de
diferentes colores se muestran los ramets encontrados, las plantas que comparten colores “dentro de cada parcela”
son ramets de un s6lo genet. Los tres circulos grandes de color verde brillante (uno en cada parcela, N11, N2 y N7)
representan individuos con el mismo genotipo “en diferentes parcelas”.
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Conocemos la historia clonal de cada planta a partir de 1992, es decir, conocemos en todos los
casos qué plantas se fragmentaron de cudles plantas progenitoras en los ultimos 15 afios
(Mandujano, 1995; Mandujano, 2001; Mandujano, datos no publicados), asi que al agregar a
nuestros individuos elegidos al azar los ramets que le corresponden encontramos una mejor
representacion de qué sucede a distancias con la distribucion de ramets.

Estimamos que los grandes parches de clones no parecen ser abundantes y encontramos genets
desde 2 hasta 10 ramets, que se encuentran en &reas pequefia <6m? (e. j. N2 en Fig. 14). Hay
algunos casos en que existen ramets del mismo genotipo dispersos en areas méas grandes <6m?®
(e. j. Fig. 14, N12 circulos en amarillo), de tal manera que se puede sugerir una distribucion
irregular de ramets, donde hay zonas con parches de ramets agregados y zonas con ramets

dispersos e intercalados.

6.2 DISTANCIA DE CRUZAS OPTIMAS
6.2.1 CRUZAS CONTROLADAS

Los resultados demuestran que Opuntia rastrera es afectada por depresion endogamica
cuando se cruza con plantas que se encuentran a 10 m de distancia 0 menos. El experimento de
cruzas a distancia mostro diferencias significativas entre tratamientos en la produccién de frutos
formados por tratamiento, como en las semillas formadas por fruto en cada tratamiento (frutos
X?=13352,g. 1.3, 156, P < 0.0001, Fig. 15; semillas X* = 916.33, g. I. 3, 156, P < 0.0001, Fig.
16; medias y e.e. en Tabla 8). Se agruparon los tratamientos >50, >1000m y control que no
presentaban diferencias entre ellos y se compararon como un s6lo grupo contra el tratamiento
<10m, se encontraron diferencia significativas en la produccion de frutos y semillas (frutos X? =

33.33,g. 1. 1, P = 7.7x10°°; semillas X*> = 856.89, g. |. 1, P < 0.00001; Figs. 15, 16; Tabla 9). En



la produccién de semillas el tratamiento control no difiere significativamente del tratamiento de
>50 (distancia intermedia), ambos muestran en promedio menor produccion de semillas que el
tratamiento >1000m (Fig. 16, Tabla 9).

Tabla 8. Medias y errores estandar de los valores de proporcion de frutos formados y nimero
de semillas por fruto formado en Opuntia rastrera para las tres diferentes distancias de

suplementacién de polen. El tratamiento control es donde las flores son polinizadas por abejas
de manera natural. N = 40 flores usadas en cada tratamiento.

Tratamiento Produccién de Produccion de | Adecuacion total
frutos semillas w
(frutos x semillas)
<10 m 0.65 229 284,301
(0.076) (26.49)
>50m 0.975 312 487,148
(0.025) (20.99)
>1000 m 0.975 336 503,724
(0.025) (20.55)
Control 1 307 492,040
(0.00) (15.25)
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Fig. 15 Experimento de cruzas éptimas en Opuntia rastrera. Proporcion de frutos formados por tratamiento, media
+ e.e. Se agruparon los tratamientos b, ¢ y d y se compararon contra a, se encontraron sélo diferencias significativas
entre estos dos grupos, X?=233.33, g.l. 1, P <0.00001. Las iniciales que se comparten muestran donde no hay
diferencias significativas. N = 40 flores usadas para cada tratamiento.
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Fig. 16 Produccién de semillas por tratamiento de cruza 6ptima. N = 40 flores por tratamiento, X* = 916.33, g. |.
3,156, P < 0.00001. Las iniciales que se comparten muestran donde no hay diferencias significativas.

Tabla 9. Valores de las pruebas de ji-cuadrada entre los tratamientos de cruzas a distancia en
Opuntia rastrera N = 160 (40 flores por tratamiento). La iniciales corresponden a: 1 =
tratamiento <10, 2 = tratamiento >50, 3 = tratamiento >1000 y 4 = tratamiento control.

Tratamiento X° g. L. P

Frutos Semillas Frutos Semillas Frutos Semillas
1-2 16.04 511.13 1 1 0.00006 <0.00001
1-3 16.06 815.70 1 1 0.00006 <0.00001
1-4 22.40 457.89 1 1 0.000002 <0.00001
2-3 0 35.67 1 1 1 2.3x10°

2-4 1.39 1471 1 1 0.2368 0.2251
3-4 1.39 51.63 1 1 0.2368 6.6x10™
1-2,3,4 33.33 916.33 1 1 7.7x10° <0.00001

En la evaluacion de los efectos del sitio y el nimero de pencas de las plantas madre sobre la
produccion de semillas encontramos que se producen menos semillas en la parcela 10 que
ademas es donde se encuentran las plantas con mas pencas (F = 6.81, g.l. 2, 157, P =0.001; F =
7.71, g9.l. 2, 157, P <0.000; Fig. 17 a, b). No se encontrd relacion significativa entre la
produccion de semillas y el nimero de pencas en esa parcela (F = 1.34, g.l. 1, 42, P = 0.253).

En general no se encontraron diferencias significativas en la produccién de semillas



relacionadas con el nimero de pencas de las plantas madre (r* = 0.001, F = 0.309, g. I. 1,158, P
= 0.57; Fig. 18), ni con el namero de pencas mas el efecto del sitio (F = 1.407, g.l. 3, 154, P =

0.242).
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Fig.17 a) En la parcela 10 del experimento de cruzas a distancia Opuntia rastrera presenta menor produccion de
semillas que las otras dos parcelas. Se realizo la transformacion de los conteos de semillas para normalizar los
datos (raiz de semillas + 0.5); b) En la misma parcela 10 se encuentran las plantas mas grandes de las tres parcelas.
Se transformaron los conteos de pencas para normalizar los datos (raiz de pencas).
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Fig. 18 No se encuentran relacion significativas entre la raiz cuadrada de pencas por planta y la raiz cuadrada del
nimero de semillas producidas por planta en todas las parcelas (r2 =0.001 F=0.39,¢9.l. 1,158, P=0.5).

6.2.2 INDICE DE SIMILITUD GENETICA Y DISTANCIAS GEOGRAFICAS

La similitud genética de Nei y Li (1979) es mayor en el sitio con reclutamiento clonal que en el
sitio con reclutamiento sexual (X nopalera = 0.79, e.e. = 0.002, X pastizal = 0.74, e.e. = 0.003).
La regresion lineal mostr6 que existe una correlacion leve y negativa entre distancias
geograficas lejanas y la similitud genética (Fig. 19). Con la prueba de Mantel encontramos que
existe una correlacion significativa y negativa entre la distancia geografica y la similitud
genética (Fig. 20). Nuestros resultados indican que a menor distancia entre individuos la
similitud genética es mayor, ya que las plantas de <10 m presentaron mayor similitud genética
entre ellas que con las que se encontraban a >50 y >1000 metros (r = -0.109, P = 0.001; Fig.

20).
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Fig. 19 Regresion lineal entre la distancia geografica (de 0 a >1000m) y la similitud genética (0.7 a 1) de Opuntia
rastrera en el hébitat de la nopalera. r?=0.083, P =0.0014.
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Fig. 20 Prueba de Mantel con todos los individuos utilizados para el experimento de cruzas Optimas, donde se
correlaciona la matriz de distancias geograficas (de 0 a 70m) y la de similitud genética (0.55 a 1). Prueba realizada
en el habitat de la nopalera en la reserva de la biosfera del Bolson de Mapimi. r =-0.109, P =0.001.



La similitud genética mostré tener efecto sobre la produccion de frutos y semillas. Las
proporciones de frutos formados y el promedio de las proporciones de similitud genética por
cada tratamiento mostraron una relacion lineal significativa (r’= 0.99, g. I. 1, 1, F =14560.33, P
= 0.0053). También encontramos que a mayor similitud genética se produce menor cantidad de
semillas (Fig. 21). Aunque en este estudio no se realizaron pruebas de autocruza, estéa reportado
gue O. rastrera es autocompatible, siendo el promedio de semillas por fruto = 129 e.e.= 0.55
(Mandujano, 1996). Tomando en cuenta estos antecedentes, suponemos que la relacion entre
similitud genética y produccion de semillas seria mas significativa, ya que justo los datos de
autocruza que harian falta en la regresion entrarian en los valores de similitud genética = 1 con
una produccién de entre 117 y 140 semillas por fruto. También encontramos que hay plantas
gue no generaron semillas ain cuando la similitud entre los progenitores fuera de las mas bajas
de la muestra, posiblemente estas plantas necesiten cruzarse con genotipos menos
emparentados, con una similitud genética < 0.55.
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Fig. 21 Andlisis de regresion entre la transformacion de la similitud genética y la transformacion de la raiz
cuadrada del niimero de semillas por fruto formado. r* = 0.12, F = 16.21 g.I. 1, 118, P =0.0001.



7. DISCUSION

7.1 DIVERSIDAD Y DISTRIBUCION CLONAL

7.1.1 DETERMINACION DE IDENTIDADES GENETICAS
De los métodos utilizados recomendamos ampliamente el método modificado de AquaPure

Genomic DNA (protocolo 3.2 marca Bio-Rad; Apéndice 1). La serie # 9 de primers producidos
en el laboratorio del Dr. M. Smith, en la unidad NAPS, de la Universidad de Columbia Britanica
en Vancouver B. C., Canada, fue muy til para identificar genotipos en Opuntia, ya que los

primers que resultaron polimérficos, fueron estables, consistentes y variables.

7.1.2 ANALISIS DE DIVERSIDAD CLONAL

Los individuos de la nopalera son genéticamente mas similares entre ellos que los del pastizal.
Esto puede deberse a endogamia, poca dispersion o a la clonalidad. Sin embargo encontramos
valores de heterocigosis, porcentaje de loci polimdrficos y diversidad genética igualmente
elevados en ambas poblaciones, lo cual no parece ser compatible con los modelos que predicen
baja diversidad clonal en poblaciones sin reclutamiento sexual (Harper, 1985; Snow et al., 1996;
Honnay y Bossuyt, 2005). Altos niveles de diversidad y de equitatividad han sido reportados
para varias especies de plantas clonales, de tal forma que esta condicion parece ser comun
(Ellstrand y Roose, 1987). En Cylindropuntia bigelovii y Cylindropuntia fulgida Cactaceas
cilindricas de facil fragmentacion, se han reportado valores elevados de diversidad clonal y
equitatividad (G/N = 0.947, E = 0.96 y D = 0.997; G/N = 0.973, E = 098 y D = 0.999;
respectivamente; Hernandez, 2006). En la cactacea clonal Stenocereus eruca que a diferencia de
O. rastrera es autoincompatible, esta reportada una alta heterocigosis y una elevada diversidad

genética (G/N = 0.833, E = 0.785 y D = 0.987; Clark, 2004). La alta diversidad encontrada en



Opuntia rastrera como en otros grupos sugiere que el reclutamiento sexual, ha tenido
contribuciones importantes a lo largo de su historia (Eriksson, 1993; Clark, 2004). Las
contribuciones de nuevos genotipos pueden haberse dado de manera repetida en varios
momentos de la historia de las poblaciones o bien hubo una cohorte de semillas sexuales inicial
con alta variabilidad genética y que precisamente mediante la propagacion vegetativa se
lograron establecer varios genotipos y se han mantenido desde el surgimiento de la poblacion
(Eriksson, 1993). En el caso de poblaciones que no presentan reclutamiento sexual frecuente,
como la poblacién de la nopalera, donde esté reportado que actualmente el establecimiento de
plantulas es muy limitado debido a la extrema herbivoria (Mandujano et al., 1998), quiza se han
presentado ambas estrategias; el mantenimiento de genotipos establecidos que origind a la
poblacion y el reclutamiento de semillas sexuales repetidas en ventanas de oportunidad a lo
largo de la vida de las poblaciones (Jelinski y Cheliak, 1992; Eriksson, 1993).

La proporcién de genotipos distinguibles considerando escalas de distancia cortas (6m?) muestra
que la clonalidad ha tenido un efecto importante sobre el nimero de genotipos en la nopalera, ya
que existe casi la mitad de genotipos de los que deberia de haber si no hubiera clonalidad y
podemos resaltar que aunque se presenten mas clones en la poblacion no se ven afectadas la
heterocigosis y la diversidad genética. Esto puede deberse a que no hay un genotipo dominante,
solo 2 de 38 genotipos tienen mas ramets (7 y 10) que los otros 36. Podemos sugerir entonces
que la mayoria de genets en la nopalera tiene de uno a cuatro ramets y que sélo algunos

dominan con un poco mas ramets.



7.1.3 PATRON DE DISTRIBUCION ESPACIAL DE RAMETS

La distribucién de los ramets en la nopalera parece ser agregada para algunos genotipos,
presentandose acumulaciones de ramets del mismo genet a un radio de aprox. 6m* En la
mayoria de los casos muestreados se encuentran genets junto con uno o dos de sus ramets y/o
junto a individuos con diferentes genotipos (Fig.12). Esto es similar a lo reportado en la
cactacea clonal Stenocereus eruca (Clark, 2004), donde parece que los individuos que
comparten genotipo se encuentran localizados de forma agregada y a distancias cortas,
encontrando sélo algunos a distancias mayores. En la Cactacea clonal Ferocactus robustus que
se distribuye principalmente de forma agregada se ha reportado que en radios de 6 a 10 m se
presentan casos donde solo hay un sélo genotipo (G/N = 0.11) y casos donde hay varios
genotipos (G/N = 1), pero la mayoria de casos son intermedios con G/N entre 0.4 y 0.6 (Carrillo,
2006), parecido a lo que hemos encontrado en O. rastrera cuando evaluamos escalas pequefias
con nuestros antecedentes demograficos (G/N = 0.57). En O. rastrera los ramets de un mismo
genet también pueden encontrase a distancias mayores de entre 20m y 100m, al igual que en
cactaceas como Stenocereus eruca y Ferocactus robustus (Clark, 2004; Carrillo, 2006). Hay
que tener en cuenta que no contamos con la informacion completa del total de identidades
genéticas en las parcelas de la nopalera y no podemos sefialar exactamente la distribucién de
ramets de un mismo genet.

La ramificacion natural de la plantas de O. rastrera le permite un crecimiento donde las ramas
de plantas cercanas pueden entrelazarse y entonces posiblemente generar agregados de ramets
de distintos genets, lo cual podria ser sumamente efectivo para atraer polinizadores y evitar
cruzas geitonogamicas o entre clones (Charpentier, 2002). Es importante considerar que para O.
streptacantha y O. leucotricha esta reportado que las abejas del género Diadasia sp., principal

polinizador de O. rastrera, se puede mover distancias que van desde 1 hasta 10m dependiendo



de los despliegues florales. En el caso de la nopalera cabe resaltar que la distancia que pueden
desplazarse los polinizadores y la oportunidad de visitar incluso a plantas aisladas aumenta por

la gran densidad de plantas en el sitio (Wilcock y Neiland, 2002).

7.2 DISTANCIA DE CRUZA OPTIMA

7.2.1 CRUZAS CONTROLADAS, iINDICE DE SIMILITUD GENETICA Y DISTANCIAS
GEOGRAFICAS

Al evaluar el efecto que la distancia geografica tiene sobre el éxito reproductivo de Opuntia
rastrera encontramos que esta especie presenta una reduccion significativa en la produccion de
frutos y semillas cuando la polinizacién ocurre a distancias cortas, al igual que otras especies
como Delphinium neksonii, Ipomopsis aggregata, Agave schottii, Stenocereus eruca, y Opuntia
microdasys (Waser y Price, 1985; Waser y Price, 1989; Trame, et al., 1995; Clark, 2004, Pifia,
2007). Lo anterior muy probablemente esta relacionado con la similitud genética entre
donadores y receptores de polen, es decir que la cercania entre ramets del mismo genet o de
genets muy emparentados puede promover cruzas geitonogamicas y un elevado efecto de
depresion endogamica, fuertemente marcada en la produccion de frutos cuando se realizan
autocruzas (Mandujano et al., 1996). Encontramos al igual que A. schottii (Trame et al., 1995),
que los individuos mas cercanos (<10m) presentan mas similitud genética (comparten mas
bandas) que con los individuos separados a mayor distancia. En O. rastrera la depresion
endogdmica al parecer empieza a afectar la produccion de frutos y semillas cuando las cruzas se
realizan entre parientes que tienen una similitud de 0.83 y > 0.87, respectivamente. Aunque en
la nopalera la similitud genética entre genets sea alta (de 0.7 a 0.9 en su mayoria) y existan

algunos parches de ramets (aprox. 6m® de radio) con el mismo genotipo, el grado de cruzas



geitonogamicas que se presenten depende de la floracion y de los patrones de movimiento de los
polinizadores (Clark, 2004; Carrillo, 2006).

Los resultados si nos permitieron distinguir la distancia donde ocurre depresion endogamica
pero no nos permitieron distinguir la distancia donde sucede la depresién exogamica, esto ha
pasado en otros trabajos (Trame et al., 1995; Clark, 2004), y lo que se ha sugerido es aumentar
el nimero de polinizaciones controladas a 1000 plantas para cada tratamiento y repetirlo en
varios afios (Waser y Price, 1983, 1989). Nuestros resultados de produccion de semillas
muestran que el tratamiento control, donde los polinizadores son los que realizan las cruzas, no
difieren significativamente del tratamiento intermedio (>50m), lo que sugiere que o los
polinizadores estan trayendo polen de distancias mayores 50m o polen de ramets no
emparentados o emparentados en menos del 0.83 de sus genotipos, posible resultado de un
arreglo intercalado de ramets de distintos genets. Cabe sefialar que se encontré diferencia
significativa entre las cruzas que se realizan a mayor distancia (>1000m) los demas
tratamientos. En el tratamiento >1000m si se producen en promedio mas progenie que las
cruzas control, lo que sugiere que los polinizadores pueden estar realizando cruzas
geitonogamicas en alguna proporcién. El éxito reproductivo de la poblacion de la nopalera
depende entonces de la disposicion de ramets que predomine en el sitio (ramets agregados del
mismo genets o ramets intercalados de diferente genet) y del patron de floracion de estos
ramets, asi como de la presencia y actividad de los polinizadores, estos dos ultimos aspectos
quedan por explorar.

La diversidad genética en el sitio clonal (nopalera) es elevada, muy similar al sitio que no
presenta crecimiento clonal (pastizal). Hasta no conocer el total de los genotipos del sitio, con la
muestra aleatoria que tenemos estimamos que la mayoria de los genets tienen cantidades

similares de ramets y s6lo hay algunos genets que dominan en un porcentaje bajo, presentando



mas ramets que la mayoria. Por la alta produccién de frutos y semillas generada por los
polinizadores del sitio suponemos que el arreglo de genets en el sitio no esta facilitando las
cruzas geitonogamicas, aungue la similitud genética en la nopalera es mayor que en el pastizal,
lo que probablemente incremente el riesgo de que la proporcidn de cruzas geitonogamicas se
eleve en algun momento en la nopalera. Ademas que esta reportado que entre mas xendégamo
sea el sistema de apareamiento en las poblaciones, (O. rastrera es xendgama facultativa) estas
son mas sensibles a la extincion de la reproducciéon sexual, debido a largos periodos de
clonacién y a la formacion de parches monoclonales (Honnay et al., 2005). No hay que perder
de vista que O. rastrera tiene la capacidad de formar afio con afio grandes bancos de semillas,
gue se mantienen vivas por largos periodos de tiempo y que entre mas longevas mas capacidad
germinativa tienen (Aguilar, 2005), con lo que asegura reintroducir, en reclutamientos repetidos
y de manera ocasional en una escala de tiempo excepcionalmente larga en términos humanos,
genotipos nuevos a la poblacion, en lo que se ha llamado las ventanas de oportunidad (Jelinski y

Cheliak, 1992; Eriksson, 1993).



8. CONCLUSIONES

Estimamos que actualmente para la especie Opuntia rastrera no existe un riesgo alto de
reduccidn de la diversidad genética, ni una disminucién importante en la produccion de frutos y
semillas en el sitio con reclutamiento clonal de Mapimi (la nopalera). Al parecer los
polinizadores estan realizando las cruzas de manera exitosa. Las cruzas en la poblacion se estan
realizando entre individuos con la suficiente separacion genética como para no afectar el éxito
reproductivo de esta poblacion por efecto de la depresion endogamica. Conocer la identidad y la
distribucion de todos los ramets de la nopalera, asi como su demografia particular, cuales de
ellos son reproductivos y en qué momento, al igual que la distancia de forrajeo de los
polinizadores en este sitio y el estado de sus poblaciones, nos aclararia muchos de los procesos
reproductivos que han mantenido a lo largo de cientos de afios poblaciones clonales tan exitosas
como la de la nopalera en Mapimi. También ayudaria a detectar si el tener estrategias mixtas de

reclutamiento funciona a los largos plazos de los ciclos de vida de estas cactaceas milenarias.
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10. APENDICE 1

Protocolo modificado de extraccidn con kit de Bio-Rad para Opuntia rastreara

Las modificaciones que sufrié el protocolo original consistieron en aumentar la cantidad de
tejido vegetal, de 10mg a 25mg.

Lisis celular

Se molio el tejido de epidermis de Opuntia rastrera en un mortero con nitrégeno liquido hasta
quedar reducido a un polvo blanco. En este paso es muy importante que el tejido quede lo mas
finamente molido posible. ElI polvo se colocé en un tubo Eppendorf de 1.5ml al que se le
adicionaron 600 pl y 300ul (para individuos con mucho mucilago y sin mucilago
respectivamente) de solucion de lisis celular del Kit, agitandolos para crear una mezcla
homogénea e incubandolos a 65°C por 45 minutos en un termobloque.

Tratamiento con RNAasa

Los tubos se sacan del termobloque para adicionarles 3 pl y 1.5 pl (con mucilago y sin mucilago
respectivamente) de la solucion de RNAsa (Rnase A Solution, mg/ml), los cuales se mezclaron
por inversion 25 veces y se incubaron nuevamente a 65°C por 45 minutos en el termobloque.
Precipitacion de proteinas

Una vez que termina el tiempo de incubacion con la RNAasa, los tubos se sacan del
termobloque y se dejan enfriar a temperatura ambiente, posteriormente se afiaden 200 pl y 100
pl (con mucilago y sin mucilago respectivamente) de solucion precipitadora de proteinas, los
tubos se colocan en el vortex durante 20 segundos (hasta formar una espuma abundante) y se
centrifuga a 14000rpm durante 3 minutos. El precipitado debe formar un pellet compacto de

desechos celulares. En caso de que no este compacto, volver a vortexear e incubar la muestra en



hielo por 5 minutos y posteriormente centrifugar de nuevo, hasta que se forme el pellet (la
repeticion de este paso es necesaria en la mayoria de los casos).

Precipitacion de ADN

Colocar el sobrenadante (que contiene el ADN) en un tubo limpio y agregar 600 pl y 300 pl
(con mucilago y sin mucilago respectivamente) de isopropanol frio al 100%. Los tubos se
mezclan por inversion (50 veces), se deben ver las hebras blancas de ADN sin que las rodee
ninguna sustancia viscosa. Se centrifugan a 14000rpm por un minuto. El sobrenadante se
desecha con cuidando de no tirar el pellet de ADN vy se deja escurrir el tubo boca abajo sobre
una toalla absorbente. Posteriormente, se agregan 600 ul y 300 pl (con mucilago y sin mucilago
respectivamente) de etanol frio al 70 % para lavar el ADN y se mezcla el tubo por inversién
varias veces. Centrifugar posteriormente a 14000rpm por un minuto, desechar el sobrenadante
con cuidado de no tirar el pellet de ADN. Dejar secar el tubo boca arriba durante 15 minutos.
Hidratacion del ADN

Finalmente se afiaden 50 o 100l de solucion de hidratacion, dependiendo del tamarfio del pellet

y se deja incubar a 65°C por 45 minutos o toda la noche a temperatura ambiente.
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