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RESUMEN

En este trabajo se analizd a nivel de microescala la variacion y la estructura genética
espacial de Agave striata con ISSRs. Se utilizaron 2 marcadores que produjeron 30 loci y
109 genotipos multilocus (GML) de las 208 muestras analizadas obtenidas de cuadrantes de
dos poblaciones de la Barranca de Metztitlan, Hgo. de 12 m x 15 m (Venados; 98

individuos analizados; 0.6individuos/m?) y 15 m x 20 m (San Bernardo; 128 individuos

analizados 0.6individuos/m?). Se encontraron 50 genotipos en Venados (%:0.5;

Diversidad de Simpson D=0.97) y 58 en San Bernardo (% =0.45; D=0.98), siendo la

mayoria de los genotipos Unicos y encontrando clonas con un maximo de 8 individuos. La
variacion genética encontrada fue alta, P =0.93yH. =0.4, sugiriendo que la propagacion
clonal no es el principal mecanismo de regeneracion. El analisis de autocorrelacion espacial
reveld una estructura espacial genética que puede ser resultado de una baja dispersion de
semillas, pues solo se encontr6 autocorrelacion positiva en los primeros 3 m de distancia,
mostrando un patron de agrupacion espacial de los individuos del mismo genet. El analisis
de varianza molecular (AMOVA) revela que la mayor parte de la variacion (60.7%) se
encuentra dentro de los macollos. Los patrones de alta variacion genética y la estructura
poblacional observados son similares a otras plantas que pueden reproducirse de manera

sexual y clonal.



ABSTRACT

Genetic variation and genetic spatial structure of Agave striata was analized in a micro-
scale with ISSR’s. The two primers used produced 30 polymorphic loci and 109 multilocus
genotyptes (MLG) among 208 individuals from quadrants of two populations located in
Metztitlan, Hgo., México, of 130m? (Venados; 98 individuals analized; 0.6individuals/m?)
and 300m? (San Bernardo; 128 individuals; 0.6individuals/m?). We found 50 MLG in

Venados (G =0.5; D=0.97) and 58 in San Bernardo (G/ =0.45; D=0.98), most of the

genotypes were unique and the clones found were composed by 8 individuals at the most.
The high levels of genetic variation found (P =0.93y H . =0.4) suggest that clonality is not

the main reproduction process. The spatial autocorrelation analysis revealed that the genetic
structure might be a consequence of low seed dispersal, as it was only positive within the
first 3m, proving the strength of the genetic relationship of plant clusters. An AMOVA
revealed that most of the variation is due to genetic differences within clusters. The
observed patterns of high genetic variation and spatial structure are similar to other plants

that are capable of sexual and clonal reproduction.



INTRODUCCION

Variacion Genética y Estructuracion Poblacional

Evolucién y Genética

La distribucién y cuantificacion de la diversidad de los seres vivos ha sido de gran interés
en biologia. Discutir sobre diversidad bioldgica hace pensar inevitablemente en la teoria
evolutiva, pues ésta explica las causas de diversificacion de las especies. La genética de
poblaciones estudia los mecanismos que determinan la similitud entre antecesores y sus
descendientes, relacionandose intimamente con la explicacién de los mecanismos
evolutivos que han generado la biodiversidad que se observa. Es por esto que los estudios
evolutivos se han desenvuelto en gran medida con ayuda de la genética de poblaciones
(Dobzhansky, 1937).

Comprender las fuerzas evolutivas como la seleccion natural, flujo genético, deriva génica
0 mutacion es posible a través del estudio de la cantidad de variacion genética que se
presenta en las poblaciones, ya que tales fendbmenos la afectan directamente (Hedrick,
2005). La genética de poblaciones se encarga de estudiar los procesos y mecanismos que
determinan la variacion genética en las poblaciones naturales. Esta variacion puede ser

cuantificada en funcién de la estructura genética (Hartl y Clark, 1997).

La estructura genetica es la diferencia en las frecuencias génicas entre distintas
poblaciones, lo que produce patrones geograficos de variacion genética. Esta diferenciacién
surge del balance entre las fuerzas que producen diferenciacidon genética -que favorecen la
adaptacion local- y las que promueven homogeneidad genética entre las poblaciones
(Slatkin, 1987).

Entender la estructura genética espacial dentro de las poblaciones de especies de las que no
se tiene mucho conocimiento en cuanto a patrones de dispersion de semillas y polinizacion,

favorece la comprension de su ecologia y provee informacion valiosa para su conservacion



y cultivo (Vaughan et al., 2007). Ademaés, la estructura genética espacial permite
comprender el papel de la clonalidad en las poblaciones (van Loo et al., 2007; Suvanto et
al., 2005).

Inter Simple Sequence Repeats (ISSR) como Marcadores Moleculares

La evaluacion de fenotipos permite elucidar el efecto de la accién de fuerzas evolutivas, sin
embargo de esta manera no se logra capturar toda la riqueza genética de los seres vivos,
pues hay informacién genética que no se refleja en el fenotipo. Por su parte, los datos
moleculares proveen informacion genética que puede asociarse a caracteristicas
morfologicas o fisioldgicas, o simplemente permiten cuantificar variacion genética no
codificante. Asi, los datos moleculares permiten comparar directamente los niveles de

diferenciacion genética entre taxa (Avise, 2004).

Los marcadores moleculares constituyen metodos de analisis basados en la deteccion de
polimorfismos de proteinas y ADN. Estos se han utilizado para resolver desde problemas
ecologicos hasta de medicina forense (Frankham et al., 2002). Se han disefiado diversos
marcadores; su eleccién depende de la pregunta que se desea resolver, la cantidad de
polimorfismo encontrado con cada marcador, las capacidades analiticas y estadisticas de las

que se dispone y el tiempo y costo del material requerido (Parker et al., 1998).

Los primeros marcadores moleculares desarrollados para obtener estimaciones adecuadas
de variacion genética fueron las isoenzimas (Lewontin y Hubby, 1966). Estas utilizan
electroforesis para diferenciar proteinas mediante diferencias en sus cargas eléctricas y/o
tamafio. Otros marcadores se basan en la técnica de la PCR (Polymerase Chain Reaction),
que permite amplificar cadenas de ADN que inician con una secuencia conocida. Algunas
de esas técnicas son: RAPD (Randomly amplified polymorphic DNA), RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphisms), AFLP (Amplified fragment length polymorphism), SSR
(Short Sequence Repeat), ISSR (Parker et al., 1998).



Los ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) son segmentos de ADN que se encuentran entre
dos secuencias de repeticiones simples (SSR -Simple Sequence Repeats 6 microsatélites-).
Los primers de ISSR son motivos de 16 a 25 pb de repeticiones de di o trinucleétidos con

secuencias de anclaje 5* ¢ 3’ de uno o tres nucleétidos (Figura 1).

En la técnica de amplificacion con PCR, el iniciador se alinea en dos sitios orientados en
cadenas opuestas de ADN, amplificando la regidn entre ambos sitios de anclaje. Si hay
cambios en la secuencia de los sitios de union, un sitio de unién perdido o si han sucedido
rearreglos cromosémicos, la region no se amplificara, permitiendo detectar la variacion que

existe en una secuencia (Figura 1) (Wolfe et al., 1998).

ﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂ =TT T T T &—{CGAGAGAGAGAGAGAG|
T 5] GCTCTCTCTCTCTCTC|3
3[CTCTCTCTCTCTCTCG 5

Iniciador ISSR Microsatélite

Figura 1. Amplificacién con ISSR. Los ISSR (en colores gris) se unen a la secuencia de microsatélite en
ambas cadenas de ADN. Durante la PCR, se extiende la regién que se encuentra entre los microsatélites de

ambas cadenas. Elaborado a partir de Zietkiewics et al., (1994).

Ademas de permitir calcular la variacion genética entre poblaciones, estos marcadores han
mostrado tener gran poder de discriminacion para identificar genets de ramets clonales
dentro de poblaciones (Zietkiewics et al., 1994; Chung et al., 2006; Zong et al., 2008).
Entre las ventajas de estos marcadores se puede mencionar que son altamente
reproducibles, faciles de montar e hipervariables (debido a su longitud), ademas las bandas
que se observan son homologas (Zietkiewics et al., 1994). Dentro de las desventajas de
estos marcadores podemos mencionar que segregan de manera dominante, siendo
imposible distinguir directamente al heterdcigo del homdcigo dominante a menos que se
suponga equilibrio de Hardy-Weinberg (Wolfe et al., 1998; Pradeep et al., 2002).



La ley de Hardy-Weinberg (H-W)

Los fundamentos de la genética de poblaciones se expresan en la ley de Hardy-Weinberg
(1908) que establece que “después de una generacion de apareamiento al azar, las
frecuencias genotipicas de un locus pueden representarse por una funcién binomial o

multinomial de las frecuencias alélicas” (Hedrick, 2005).

Este principio permite simplificar la descripcion de la genética de las poblaciones mediante
las frecuencias alélicas de ciertos loci. Esta ley describe lo que le ocurre a los alelos y
genotipos en una poblacion ideal que sea infinitamente grande, que tenga apareamiento al
azar y donde no hay entrada ni salida de genes y todos los alelos tienen la misma
probabilidad de pasar a la siguiente generacion, es decir una poblacién en la que no actlan
las fuerzas evolutivas (mutacion, seleccion natural, deriva génica y flujo genético). Bajo

estas condiciones, el modelo establece que:

e Las frecuencias genotipicas no cambiaran a través de las generaciones.
e En una poblacién después de una generacion con apareamiento al alzar las
frecuencias de los genotipos A/ A ; A A,; A, A, pueden calcularse mediante:
p>+2pg+q° =1
si consideramos que A, y A, son los dos alelos de un locus A (que en frecuencia

son py g, respectivamente).

En las poblaciones naturales las fuerzas evolutivas (seleccion natural o flujo génico)
modifican las proporciones de Hardy-Weinberg a través del tiempo. Es por esto que este
principio constituye un modelo nulo que nos permite inferir las fuerzas que actdan en una
poblacion (Hedrick, 2005).



Variacion genética

La variaciéon genética debe cuantificarse de manera estandarizada para poder comparar
poblaciones y especies. La heterocigosis esperada (H ;) es la medida de variacion genetica
mas utilizada, ya que las especies diploides s6lo pueden ser heterdcigas u homacigas en un
locus (Hedrick, 2005). Para el calculo de este valor se supone que las poblaciones se

encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg, mediante la siguiente formula:

He =1_Zn: pi2
i=1

donde n es el numero de alelos y p es la frecuencia alélica (Hedrick, 2005).

Los marcadores dominantes, como los ISSR, no proveen la informacion genotipica
completa, ya que no permiten distinguir los individuos homocigos dominantes de los
heterdcigos, imposibilitando el calculo directo de las frecuencias alélicas. Lynch y Milligan
(1994) presentaron una serie de estimadores que consideran la desviacion que supone la
dominancia del marcador y proveen valores veraces de las frecuencias génicas y

genotipicas.

Estructura Poblacional

La estructura poblacional se presenta cuando hay diferencias en la distribucion de la
variacion genética entre las partes de una poblacién. Esto puede ocurrir debido a factores
geograficos, ecoldgicos o conductuales que provoquen aislamiento entre subpoblaciones y
lleven a éstas a dindmicas propias (Hedrick, 2005). En poblaciones vegetales, los eventos
relacionados con el flujo génico y el tipo de apareamiento pueden tener un papel

fundamental en la estructuracion poblacional (Eguiarte, 1990).

La estructura poblacional de las especies se ha estudiado mediante los valores de
frecuencias alélicas y su desviacion de los valores esperados bajo equilibrio de H-W

(Excoffier et al., 1992), pues en una poblacion panmictica, las frecuencias se mantendrian



constantes de una generacion a otra como lo predice la ley de H-W, pero cuando hay

estructuracion los alelos se fijan de manera asimétrica.

Wright (1951) introdujo los estadisticos F (indice de fijacion) para analizar las frecuencias
génicas entre subpoblaciones, (Nei, 1973; 1977; Wright, 1965). Los estadisticos de Wright

son.

F<; , que mide la diferenciacion genética entre las subpoblaciones mediante la correlacion

entre los gametos de los individuos dentro de su subpoblacion con respecto a los gametos
de toda la poblacion. Este parametro se acerca a 1 cuando las subpoblaciones son muy
distintas entre si y no comparten ningan alelo. Se define mediante la siguiente ecuacion:

H, —H,

donde H; es la heterocigosis esperarada a nivel global y Hes la heterocigosis promedio
esperada a nivel subpoblacional. Si no hay subdivision poblacional F¢; tendera a cero, de

lo contrario, si hay subpoblaciones muy distintas Fg; tendera a 1.

Otro parametro que detecta el efecto de la subdivision es el indice de fijacion F que mide

la reduccion de la heterocigosis de un individuo debido al apareamiento no aleatorio dentro
de su subpoblacién (Hartl y Clark, 1997), mediante la formula:
H, - H,

H S

donde H, es la heterocigosis promedio observada a nivel subpoblacional. Este coeficiente

puede tomar valores negativos indicando un exceso de heterocigos en la subpoblacion y

positivos indicando el exceso de homocigos en la misma. Cuando el valor de F, no difiere

significativamente de cero, la subpoblacién presenta apareamiento al azar.

El estadistico F,; o coeficiente de endogamia total de un individuo mide la reduccion en la

heterocigosis de un individuo con respecto a la poblacién total (Hartl y Clark, 1997) y se

calcula mediante la siguiente formula:



Los estadisticos de Wright se asocian con otros pardmetros de la siguiente manera:

*F~F;, 0=F,; y f~Fg donde F es la correlacion entre genes en los individuos

respecto al total, &(coeficiente de ancestria) es la probabilidad de que dos genes de
individuos tomados al azar sean idénticos por descendencia y f es la correlacion de genes en
individuos dentro de subpoblaciones respecto al total (Weir y Cockerham, 1984; Kitada et
al., 2007).

Andlisis de Autocorrelacién espacial

Los analisis de autocorrelacion espacial prueban la dependencia de una variable en una
localidad respecto a otras localidades. En caso de encontrar dependencia, se dird que la
variable exhibe autocorrelacion espacial, la cual mide el nivel de interdependencia de
variables, si son positivas 0 negativas y su intensidad. La autocorrelacién puede ser
positiva, si los valores relacionados muestran un patron de asociacion geogréafico o negativa

si no hay dicho patrén (Sokal y Oden, 1978).

Muchos fendbmenos ecoldgicos, asi como genéticos, presentan autocorrelacion espacial a
distintas escalas (Legendre, 1993). En estos casos, es posible predecir los valores de una
variable genética en el espacio a partir de los valores conocidos en otros puntos del
muestreo (Escudero et al., 2003). La autocorrelacion espacial genética se presenta cuando
las frecuencias alélicas de los individuos se correlacionan con la presencia o ausencia de los
mismos alelos en otros individuos cercanos (Sokal y Oden, 1978). La autocorrelacion
espacial se puede determinar mediante diversas pruebas estadisticas: prueba de Mantel

(1967), correlogramas, variogramas o analisis de patron de puntos.

Prueba de Mantel (1967): busca la correlacion entre dos matrices con datos de distintas

poblaciones, por ejemplo una de distancia genética y otra basada en distancia espacial. Se



ha utilizado para identificar patrones de aislamiento por distancia. También se puede
utilizar con individuos mapeados en vez de poblaciones, utilizando la medida adecuada de
distancia genética. La prueba de Mantel utiliza todos los pares posibles de las localidades,
siendo esto su principal desventaja cuando las relaciones no son lineales entre todos las
parejas de las matrices, como puede ocurrir en los andlisis de autocorrelacion espacial en

los que la relacion genética varia de manera no lineal en el espacio (Heywood, 1991).

Correlograma (Sokal y Oden, 1978): describe la estructura genética espacial mediante un
analisis de autocorrelacion espacial sin hacer suposiciones sobre la escala o la estructura
espacial. En éste se utilizan coeficientes de autocorrelacion espacial que indican si los
valores de una variable se influyen entre si y miden la intensidad de la relacion, como son
los coeficientes “Moran | 7y “Geary ¢y “r”. Se utiliza para estudiar fendmenos en areas
continuas en las que se sefialen intervalos de distancia. Existen variantes metodoldgicas que
se ajustan mejor a algunos datos. Por ejemplo, en los distogramas (Degen et al., 2001) se
grafica la distancia genética media entre pares de individuos que pertenecen a cierta clase
de distancia contra clases de distancia o “join-count autocorrelation statistic” (Sokal y
Oden, 1978) en la que los pares de individuos con el mismo genotipo se cuentan y se
comparan con el nimero esperado de identidades bajo la hipétesis nula de que los
genotipos presentan una distribucion aleatoria.

Variograma (Legendre y Fortin, 1989): son graficas en las que la varianza entre el
coeficiente que compara a los individuos es una funcion de la distancia de separacion que

hay entre ellos.

Analisis de patron de puntos: que permite establecer si la distribucion de puntos ocurre al
azar, mediante el uso de distintos indices para crear funciones de densidad (Escudero et al.,
2003). Describe patrones de localidades en cuanto a eventos puntuales y prueba si hay
significancia en la ocurrencia de los puntos que aparecen agrupados en un area particular
(Chakravorty, 1995).
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Estructura genética y los anélisis de autocorrelacion espacial

La seleccion natural y la dispersion son probablemente fuerzas que afectan en gran medida
los patrones de estructura genética dentro de las poblaciones (Epperson, 1990), ya que
tienen una influencia en la distribucién de los alelos en el espacio. EI movimiento de
algunas plantas suele ser limitado, porque solo ocurre mediante propagulos, polen o
semillas que pueden tener restriccion fuerte o moderada en su dispersion, por esto es
altamente probable que dentro de las poblaciones de estas plantas se presente una estructura
genética con autocorrelacion espacial (Vekemans y Hardy, 2004). Tal estructura se vera
caracterizada por una autocorrelacion espacial positiva en las clases de distancia mas
pequefias que declinara hasta cero y se hara negativa en las mas grandes (Peakall et al.,
2003).

La reproduccion clonal vegetativa contribuye de manera importante en la estructura
genética en tanto que determina la distribucion espacial de individuos genéticamente
idénticos. Hay poblaciones que pueden reproducirse de ambas maneras, sexual y clonal; en
éstas se espera que la magnitud de estructura genética de todos los individuos fenotipicos
sea distinta de la de los individuos sexuales, como consecuencia de la probable agrupacion

de los ramets clonales (Chung y Epperson, 1999; Chung et al., 2005).

Diferenciar la estructura poblacional causada por propagacion vegetativa de la originada
por reproduccion sexual puede proveer informacion relevante en evolucién. Pues el patron
y cantidad de estructura genética local basada unicamente en los organismos sexuales
puede utilizarse para comprender el impacto de la dindmica de la dispersion de semillas y
polen o el sistema de apareamiento en la distribucion de las frecuencias alélicas (Chung et
al., 2005).

La estructura genética puede cuantificarse mediante andlisis de autocorrelacion espacial ya
gue permiten investigar los procesos que ocurren en las poblaciones como la dispersion
(Chung et al., 2005). La teoria predice que la autocorrelacion espacial positiva decae con la
distancia (Epperson, 1990; Sokal y Jacquez, 1991; Smouse y Peakall, 1999), sin embargo
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entre loci la sefial de autocorrelacion puede ser débil (Heywood, 1991). Por eso, estos
analisis se han hecho de distintas maneras; un alelo a la vez, con el promedio de todos los

alelos y loci y con genotipos multilocus (GML) (Vekemans y Hardy, 2004).

Los andlisis de autocorrelacion se pueden realizar con distintos coeficientes de relacion
entre individuos. Estos coeficientes describen algun aspecto de la similitud genética entre
individuos relativa al promedio de similitud genética de los individuos de una poblacion. El
estimado seleccionado dependera del tipo de marcador utilizado en el analisis. Algunos de
estos coeficientes son (Hardy, 2003):

Coancestria (kinship): comunmente conocido como la probabilidad de identidad por
descendencia (IBD). Indica la probabilidad de identidad en estado entre un gen tomado al
azar de un individuo i y un gen tomado al azar de un individuo j, ambos tomados de la

misma poblacion.

Parentesco (relationship): indica la probabilidad de identidad en estado entre dos genes
tomados al azar de dos individuos diploides que tengan el mismo nivel de endogamia,
incluyendo asi la probabilidad de identidad en estado entre los genes de un mismo

individuo.

Fraternidad: que indica la probabilidad de que los dos genes homdélogos de dos individuos
sean idénticos por descendencia (Lynch y Walsh, 1998).

Endogamia: que indica la probabilidad de identidad por descendencia entre dos genes

homologos de un mismo individuo (Hardy, 2003).
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Clonalidad

La forma en la que se reproducen los organismos determina la transmisién de genes en el
tiempo y espacio. Asi, la forma de reproduccion tendrd un efecto determinante en la
estructuracion genética de una poblacion. Muchas especies perennes presentan
reproduccion sexual mediante semillas y reproduccion clonal mediante propagacion
vegetativa (Richards, 1986), la produccion y reclutamiento de progenie sexual vs. clonal
suele variar en las especies como respuesta a factores ecoldgicos o genéticos que limitan

algn modo reproductivo (Eckert, 2001).

En la reproduccion clonal un solo padre produce un nuevo individuo sin que ocurra
recombinacion genética, teniendo como principal consecuencia que el hijo sea

genéticamente idéntico a su padre, a no ser que ocurran mutaciones (Halkett et al., 2005).

La clonalidad es una estrategia de historia de vida muy comun en plantas. A pesar de que
las especies clonales son dominantes en muchos habitats, los estudios ecoldgicos y
evolutivos se habian visto limitados por la dificultad de describir el niamero, tamafio y
longevidad de los organismos clonales. Esta &rea ha progresado debido al desarrollo de

marcadores moleculares que permiten cuantificar clonalidad (Arnaud et al., 2007).

Dado que la reproduccion clonal produce individuos idénticos genéticamente, se cree que
las poblaciones altamente clonales presentardn baja diversidad genotipica (Silander, 1985
en Eckert et al., 2003). Una gran cantidad de trabajos con especies clonales se han
concentrado en caracterizar la proporcion de individuos clonales en las poblaciones
mediante indices de diversidad como los de: riqueza clonal, que describen la proporcion de
muestra que es variable, equitatividad clonal, para conocer como se distribuyen los
individuos clonales de una muestra, y heterogeneidad clonal, como el de Simpson o el de
Shannon-Wiener que permiten conocer como se compone una muestra (i.e. si hay pocos
genotipos clonales altamente representados y algunos genotipos raros o si la poblacion es
homogénea) (Arnaud et al., 2007).
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La clonalidad tiene un efecto importante en la distribucion espacial de la variacion genética.
Para un genet individual el crecimiento clonal significa ocupar espacio e incrementar en
tamafo. Desde este punto de vista, este crecimiento resulta en la formacion de
metapoblaciones de ramets en el sentido de White (1979), en el que este concepto se define
por todos los elementos que conforman la estructura morfoldgica de un solo individuo
genético (White, 1979). Dependiendo en la forma en que un genet coloniza mediante
ramets a su vecindario, esas metapoblaciones se distribuiran como parches mas o menos

agregados (McLellan et al., 1997).

Se ha hecho una distincion de las plantas clonales que tienen distribucion dispersa de
aquellas que presentan agregacion de ramets. Estas formas de crecimiento se llaman de
guerrilla y falange respectivamente (Lovett-Doust, 1981). En la arquitectura de guerrilla,
los genets se presentan entremezclados y puede haber conexion entre ramets mediante
estolones o largos rizomas; los individuos que crecen con esta estrategia presentan la
posibilidad de tener interacciones con otras especies u otros genets de su misma especie. En
la arquitectura de falange, los individuos del mismo genet se presentan muy juntos y
pueden estar unidos mediante pequefias conexiones; estos grupos se expanden lentamente,
logrando ocupar un mismo sitio durante largo tiempo, por lo que la mayoria de las

interacciones ocurren entre los modulos del mismo genet (Begon et al., 2006).

Se ha observado que estas dos formas de crecimiento se ven favorecidas en distintas
condiciones. El crecimiento de guerrilla se observa facilmente en estadios sucesionales
tempranos y habitats de distribucion heterogénea de recursos en los que se hayan
presentado disturbios. Por lo contrario, la forma de crecimiento en falange se ha observado
con mayor frecuencia en estadios sucesionales tardios y habitats en los que los recursos se
distribuyen relativamente de manera homogénea y poco pertubados (Schmid y Bazzaz,
1987). El crecimiento en falange permite a un “cluster” monopolizar el uso de recursos en
sitios locales, mientras que las plantas que crecen en guerrilla pueden explorar
microhabitats rapidamente, lo que es una ventaja en sitios donde los recursos no son
abundantes (Lovett-Doust, 1981). La forma de crecimiento clonal también afecta la

estructura genética de una poblacion pudiendo conformar poblaciones de parches
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monoclonales cuando hay crecimiento en falange o poblaciones con clones dispersos en el

caso del crecimiento de guerrilla (Figura 2; Schmid, 1985).

Crecimiento en guerrilla Crecimiento en falange

Figura 2. Crecimiento en guerrilla en el que se observan los clones dispersos en el espacio y Crecimiento en

falange que muestra los clones formando agrupaciones. Las letras representan genotipos. Realizado a partir de
Lovett-Doust, 1981.
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El Género Agave y Agave striata

Los agaves son plantas xeréfitas, sus hojas son suculentas, gruesas y especializadas con
parénguima esponjoso para retener agua. Su arreglo radial permite colectar agua en la axila
foliar y dirigirla hacia la base del tallo. Las hojas presentan una espina terminal y un borde
lateral cuticular grueso que puede presentar serraduras. También presentan metabolismo

CAM vy facultativamente C3 en las primeras etapas de la vida (Nobel, 1988).

Los agaves son monocarpicos, pues se reproducen una vez y mueren. Tienen un sindrome
de polinizacion quiropterofilico, aunque son visitados por distintos polinizadores (Trejo,
2007). Durante el evento de la floracién las hojas comienzan a secarse conforme las
semillas y bulbilos maduran (Gentry, 1982; Molina-Freaner y Eguiarte, 2003; Rocha et al.,
2006; Flores, 2007).

El género Agave sensu stricto es el méas diverso de la familia Agavaceae, se considera que
contiene 166 especies descritas que segun el tipo de inflorescencia se ubican en dos
subgéneros (Gentry, 1982; Garcia-Mendoza y Galvan, 1995); Littaea (53 especies) y Agave
(113 especies) (Good-Avila et al., 2006). Littaea tiene inflorescencias de apariencia
espigada y flores en pares, mientras que en Agave las inflorescencias son paniculadas y las
flores se encuentran en agregados umbelados sobre pedunculos laterales (Gentry, 1982). El
subgénero Littaea se distribuye desde Utah, Arizona y Nevada en Estados Unidos hasta
Guatemala, exceptuando Baja California y Yucatdn en México, mientras que Agave se
encuentra desde California, Texas y el sur de Florida en Estados Unidos hasta Peru,

Colombia y Venezuela (Garcia-Mendoza y Galvan, 1995).

Las especies pertenecientes al subgénero Agave son polinizadas principalmente por
murciélagos, lo que es un factor clave en la alta diversificacion del subgénero (Good-Avila
et al., 2006; Flores, 2007) y puede tener un efecto importante en la estructura de las
poblaciones de sus especies. Se ha propuesto que las especies pertenecientes al subgénero
Littaea son polinizadas principalmente por insectos como abejas, pues los tubos florales
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son mMas pequefios y presentan posicion horizontal y la produccién de polen es menor, pero

con alta concentracion de carbohidratos en el néctar (Gonzélez, 2005; Rocha, 2006).

Las caracteristicas reproductivas del género son que sus flores son protrandricas,
autocompatibles, con poca autofertilizacién y semélparas. También presentan en muchos

casos alta depresion por endogamia (Eguiarte et al., 2000).

El género Agave tiene importancia econdémica porgue varias de sus especies se utilizan para
proveer alimentos, bebidas, cuerdas y otras fibras textiles (Rocha et al., 2006). Los agaves
en México son un recurso fitogenético estratégico, ya que representan una alternativa para
el desarrollo sostenible desde el punto de vista ecoldgico y social, siendo de particular
importancia su capacidad bioproductiva en ambientes extremos de temperatura y
disponibilidad de agua (Colunga-Garcia et al., Larqué-Saavedra A, 2007).

Las especies de este género también tienen un papel importante como especies clave en sus

ecosistemas por su abundancia y las relaciones simbiéticas que pueden establecer, ya que
son capaces de ofrecer abundantes recursos a polinizadores (Stoner et al., 2003; Rocha et
al., 2005).
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Agave striata Zucc.

Clasificacion

Agave striata Zucc. es un agave del grupo Striatae del subgénero Littaea. El grupo Striatae
se distingue por tener hojas firmes y serruladas, flores con tubos profundos y tépalos
pequefios. Se encuentra relacionado con el grupo Polycephaleae en cuanto a estructura
floral. Estos grupos tienen habitats distintos, pues Polycephaleae se halla en clima humedo
mientras que Striatae habita cafiones aridos o las planicies occidentales que sufren la
sombra de montafia de la Sierra Madre Occidental. Se encuentran desde el desierto de
Coahuila hasta el sur de Oaxaca. Las especies del grupo son: A. dasylirioides, A. stricta, A.
striata (Gentry, 1982) A. rzedowskiana (Carrillo et al., 2003) y A. tenuifolia (Zamudio,
1995).

Descripcion
A. striata striata (Figura 3) es una roseta compacta que forma agrupaciones grandes

(macollos de 2-3 m de ancho) mediante ramificacion axilar. Las caracteristicas fisicas de

esta planta se presentan en la Tabla 1.
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Figura 3. Agave striata (fotos: Laboratorio de Evolucién Molecular y Experimental, Luis Eguiarte; Gentry,

1982).

Tabla 1. Caracteristicas fisicas de A. striata (Gentry, 1982).

Estructura Caracteristicas
Mas de 100, 25-60 cm de largo y hasta 1 cm de ancho.
Hoja Lineales, estriadas, gruesas y rigidas, convexa en el haz.
Con quillas suaves 0 escabrosas en el haz y el envés.
Espina Color rojizo a gris obscuro.

Inflorescencia

Flor

Fruto

Semilla

Espiga erectade 1.5-2.5 m. Con bracteas de 5-10 cm mas cortas que las flores.

Geminadas, tubulares de 25-40 mm de largo. Amarillo-verde o rojo-pdrpura.
Ovario infero sin cuello y mide 12-15 mm.

Anteras de color bronce o café. De 12-16 mm de largo

Filamentos de 30-50 mm de largo. Insertos (en dos niveles). Ovaladados.
Tépalos de 5-7 mm de largo y 3-5 mm de ancho

Capsula trigona de 13-16 mm x 8-10 mm. Color café.
Truncada en la base y apiculada.

En forma de media luna. Gruesa en la parte curva. 3-3.5 mm.
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Distribucién

Esta especie se encuentra en el noreste de México en ambos lados de la Sierra Madre
Oriental en los valles y planicies mas secas, con una precipitacion promedio menor a 500
mm y entre los 1000 y 2000 msnm. Esto corresponde a los tipos de vegetacion de matorral
xerofilo, bosque de Pino-Encino y selva baja caducifolia. La especie se encuentra en:
Coahuila, Durango, Nuevo Ledn, Tamaulipas, San Luis Potosi, Zacatecas, Querétaro e
Hidalgo (Figura 4). La especie es conocida con los nombres de espadin, estoquillo,
peinecillo y junquillo. Se le ha dado un uso como forraje y se consumen los quiotes cuando
estan tiernos (Gentry, 1982; Trejo, 2006).

Figura 4. Distribucidn potencial de A. striata en México (Scheinvar com. pers.). En rojo se muestran los sitios
con mayor potencial. Los cuadros negros son puntos donde se presenta la especie (Gentry, 1982). Aunque en
el mapa se presenta como region potencial las peninsulas de Baja California y Yucatén, se sabe que esta

especie no se encuentra en tales lugares.
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Historia Natural y Ecologia

El periodo de floracion en esta especie ocurre de junio a septiembre. La produccién de
néctar es principalmente nocturna, aunque comienza al atardecer, la produccion maxima
ocurre cerca de las 20:00 horas. Produce mas de 200 uL de néctar con una concentracion
aproximada al 20%. Las flores son protandricas, la dehiscencia de la antera ocurre uno o
dos dias antes de que el estigma sea receptivo. La corola y el ovario de las flores se

encuentran fusionados (Rocha et al., 2005).

Los experimentos de polinizacién de Rocha y colaboradores (2005) encontraron que en A.
striata hay mayor éxito de establecimiento de frutos y semillas cuando hay fertilizacion
cruzada, indicando depresion por endogamia (Apéndice 1). En cuanto a las visitas florales,
se encontrd que esta especie es visitada por un ensamble muy diverso en especies,
incluyendo murciélagos, aunque Unicamente cerca del pico de produccién maxima de
néctar. El estudio de Trejo (2007) en la Barranca de Metztitlan mostr6 que el mayor
numero de visitas que recibe esta planta es de Apis mellifera seguida por Lassioglossum sp.
y algunas especies de esfingidos. En ese trabajo también se observaron visitantes diurnos

como los colibries Cynanthus latirostris y Eugenes fulgens.

Antecedentes

Aunque el género Agave es muy diverso, son relativamente pocos los estudios que se
avocan en explicar la distribucion de la diversidad genética de alguna de sus especies
(Rocha, 2006b). La diversidad genética de A. striata ha sido analizada por Rocha (2006b)
en varias poblaciones de la Barranca de Metztitlan (Apéndice I) y Trejo (2006) que hizo un
muestreo para analizar la diversidad genética de poblaciones de A. striata var striata
(Apéndice 1) y A. striata var falcata desde Coahuila hasta Hidalgo. En ambos trabajos se
utilizaron los mismos marcadores ISSR: ISSR-811, ISSR-846 e ISSR-853.

En estos trabajos se encontraron valores similares de Heterocigosis esperada (H:) de

0.237 para las poblaciones de Rocha y de 0.191 para las poblaciones de Trejo (Apéndice I).
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En general, estos altos valores de diversidad genética presentan el mismo patron que los
propuestos para monocotileddneas longevas, perennes con un sistema predominante de

fertilizacion cruzada como es el caso de A. striata (Hamrick y Godt, 1989 y 1996)

El anélisis de estructura poblacional de Rocha (2006) mostrd que esta especie presenta
bajos valores de diferenciacion poblacional con amplios intervalos de confianza

(G =0.087 y €=0.103(0.056 —0.168) ). Para el analisis de diferenciacion genética

clasificd las poblaciones de A. striata segln su ubicacion, observando que las poblaciones
de la Barranca de Metztitlan presentan el 100% de la variacion de la especie. Los resultados
de Rocha (2006) permitieron observar que en esta especie el porcentaje mas alto de la
variacion se explica mediante el componente intrapoblacional (75.7%) mientras que el resto
se explica entre las poblaciones. Las poblaciones estudiadas por Rocha (2006) no

presentaron aislamiento por distancia entre ellas (prueba de Mantel: r=0.494y p=0.163)y

el andlisis de flujo génico arroj6 un valorde Nm=1.2 a 2.4.

El estudio de Trejo (2006) encontrd que la especie presenta una diferenciacion genética
medianamente alta (& = 0.1922) siendo mayor para el caso de la subespecie A. striata var.
striata (0 =0.2789), el valor de flujo génico (Nm) que encontr6 para las poblaciones fue
de 0.64. En este estudio se encontrd que el 74% de la variacidn genética de la especie esta
dentro de cada una de las poblaciones (F¢; = 0.256). Asimismo, mediante la prueba de
Mantel (1973) se encontrd aislamiento por distancia entre las poblaciones analizadas de la
variedad striata (r = 0.696 y p=0.002).
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JUSTIFICACION

La estructura genética espacial dentro de una poblacion de plantas es determinada por el
balance entre la deriva genética y el flujo génico a través de reproduccién sexual. Por lo
tanto, la estructura genética de una poblacion depende de varios factores, como la
contribucion relativa de polen, la densidad de la poblacion y de los polinizadores y la
cantidad de propagacion vegetativa, pues el acomodo espacial de los genotipos en estos
casos tiende a incrementar los apareamientos consaguineos (Heywood, 1991). Dado que los
patrones generales observados en la diversidad genética se originan por eventos que
suceden en las poblaciones de manera local, comprender la dinamica de la estructura
genética en microescala es importante para determinar el impacto de la reproduccion clonal

y sexual en la variacion genética local y entender la historia natural de las especies.

A. striata es una especie en la que se han realizado estudios de estructura poblacional a
nivel de especie, por lo que resulta ser un organismo de estudio adecuado para realizar un
analisis local de estructura genética, ya que nos permite comprender los factores que
moldean la estructura genética local de las poblaciones y determinan en gran medida los

patrones globales de diversidad.

La mayoria de los estudios empiricos en los que se ha analizado el patrén de variacion
genética se ha hecho entre poblaciones (Epperson, 1990). En casos en los que la
distribucion de los individuos no es uniforme y la dispersion no es grande, se ha
recomendado hacer muestreos extensivos en los que se colecte un individuo de cada
agrupacién (Epperson, 2005). El caso de los estudios de estructura del género Agave y
también los que se han realizado en A. striata, no han sido la excepcién, pues al
considerarse altamente clonales, los muestreos realizados han sido extensivos (Aguirre,
2004; Gonzalez, 2005; Colin, 2006; Rocha, 2006; Trejo, 2006), faltando en todo momento

estudios a nivel local en escala fina como el de este trabajo.

23



OBJETIVOS

Objetivo General

El propdsito de este trabajo es describir la estructura genética en microescala dentro de
poblaciones de Agave striata de la Barranca de Metztitlan en Hidalgo, con el fin de
entender cémo interactlan los factores ecoldgicos y genéticos que moldean la estructura

genética a nivel intrapoblacional.

Objetivos Particulares

= Conocer la diversidad genotipica de las poblaciones utilizando ISSR’s como
marcador molecular.

= Encontrar los valores de variacion genética utilizando los estimadores H.y %P .

= Describir la estructura genética poblacional.

» Realizar andlisis de autocorrelacion espacial en las poblaciones

= Caracterizar a las poblaciones en términos de genotipos multilocus.

= Describir la distribucidn espacial de los genotipos multilocus de las poblaciones.
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MATERIAL Y METODOS

Area de estudio

Se seleccionaron dos poblaciones de Agave striata de la Reserva de la Bidsfera Barranca de
Metztitlan: San Bernado y Venados (Figura 5, Tabla 2) ubicadas en la region central de la

Reserva.

La Reserva de la Biosfera Barranca de Metztitlan se encuentra en el centro-este del estado
de Hidalgo, entre la Sierra de Pachuca y la Sierra de Zacualtipan. La region forma parte del
desierto Queretano-Hidalguense y se considera como refugio pleistocénico de la biota
mexicana (Sanchez-Mejorada, 1978; Axelrod, 1983).

Figura 5. Localizacion de las poblaciones de Agave striata en la Reserva de la Bidsfera Barranca de
Metztitlan.
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Tabla 2. Ubicacion de las poblaciones de estudio. Area muestreada, nimero de individuos colectados y

nimero de agrupaciones espaciales encontradas en cada poblacion.

Poblacién Coord. N Coord. W msnm  Area muestreada Individuos  Grupos
San Bernardo ~ 20°33’ 35"  98°40’13” 1840 300 m? 128 22
Venados 20028’ 98°40’45” 1400 180 m* 98 19

Colecta de material bioldgico

En cada poblacién se trazé una parcela de 300m? (San Bernardo) y 180m? (Venados) en los
gue se etiquetaron y ubicaron espacialmente en un mapa de coordenadas (X,y) todas las
rosetas. Todos los individuos que se encontraban contiguos fueron asignados a un mismo
grupo espacial (macollo) (Apéndice I1). De cada roseta se cort6 tejido de la hoja mas joven
para facilitar el proceso de extraccion de ADN. Las muestras fueron almacenadas en

nitrégeno liquido a —80° C. La colecta se realiz6 en junio de 2007.

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN de los individuos colectados se realizo siguiendo el protocolo de
CTAB (Bromuro de cetiltrimetil amonio) de Doyle y Doyle (1987) modificado con STE
(Apéndice I1I).

La concentracion de ADN de cada muestra se cuantificO mediante un biofotometro
(Biophotometer, Eppendorf) y se visualizd en geles de agarosa tefiidos con bromuro de
etidio para corroborar su calidad. De cada muestra se tomo6 un volumen de 30 ul, que fue
Ilevado a una concentracion de 30ng/ul. El resto del volumen de las muestras se almacend
en el banco de ADN del laboratorio de Evolucion Molecular y Experimental a —-80° C con

el fin de tener un respaldo.
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Amplificacion de ADN

Se emplearon dos iniciadores con dinucledtidos repetidos que incluyen los motivos AC y
AG. Los primers utilizados fueron elegidos por mostrar la mejor resolucion de bandas,
éstos fueron determinados en trabajos previos con la especie de estudio (Rocha, 2006;

Trejo, 2006). La secuencia de los “primers” utilizados en este trabajo es:

811: GAG AGA GAG AGA GAG AC
846: CAC ACA CAC ACACAC ART R=A0G

La amplificacion se realizd mediante una reaccién de PCR (Polymerase Chain Reaction) de

30 ul. Los programas y condiciones finales de la reaccion se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Condiciones de la PCR. Concentracién de reactivos en la reaccion y tiempos y temperaturas para la

reaccion
Reactivo Concentracién final Proceso Iniciador
iniciadores 811 846

811 846 Iniciacion 94°C 3 min 95°C 4 min

Buffer 10x 1x 38 ciclos 37 ciclos
MgCI2 30 mM 2mM 1.83 mM Desnaturalizacion 94°C 40 seg 94°C 30seg
dNTP 2.5 mM c/u 0.2mM Alineacion 56°C 20 seg 55°C 40 seg
iniciador 10 /M 0.4mM Extension 70°C 50 seg 72°C 1 min
Taq5 u//1 lu Finalizacion 70°C 5 min 70°C 5 seg
ADN 30ng//| 60 ng Reposo 4°C 12 hrs 4°C 12 hrs

Los productos de PCR se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% con
buffer de corrida TAE 1x a 180 volts. Para determinar el peso molecular aproximado de las
bandas, se utiliz6 un marcador de peso molecular de 100 pares de bases (Nucleic Acid
Marker, 100 pb, Invitrogen). Los geles se revelaron con bromuro de etidio a Img/ml y se
fotografiaron digitalmente con una cdmara digital Kodak EDAS 240 y el programa Kodak
ID ver 3.5.
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Andlisis De Datos

Caracterizacion de Genotipos Multi Locus (GML)

La lectura de los geles se realizd de forma manual, identificando los patrones de loci
producidos por los marcadores en cada individuo. Se realizd una matriz de presencia y

ausencia de loci.

Para visualizar los individuos idénticos en patron multilocus y conocer el nimero de GML
se realiz6 un dendrograma Neighbor Joining con el programa MEGA (Tamura et al., 2007)
a partir de una matriz del indice de Jaccard obtenida mediante el programa FAMD
(Schliter y Harris, 2006).

Cuando las distancias genéticas pareadas entre muestras no tienen una distribucion
unimodal estricta y se presentan picos altos cerca de las distancias mas pequefias, es posible
que existan mutaciones somaticas o errores asociados a la lectura de geles y que distintos
GML sean en realidad resultado de un solo evento reproductivo. Para asegurar que cada
GML perteneciera a una clona diferente y no sea resultado de ninguna de las causas
mencionadas, se realiz6 un histograma de frecuencias de la distancia genética pareada entre
individuos (Douhovnikoff y Dodd, 2003, Rozenfeld et al., 2007), en términos del indice de
similitud de Jaccard, que se calculé con el programa FAMD (Schliter y Harris, 2006),
buscando la sefial de mutaciones somaéticas o errores asociados a la lectura de geles que

provocasen un aumento en el nimero de GML observados.

Dado que A. striata puede reproducirse de manera clonal y sexual, podria ocurrir que de
manera aleatoria dos genotipos que se observan idénticos fueran producto de eventos de
reproduccion sexual independientes. Con la finalidad de conocer si los GML idénticos
pertenecian a la misma clona reproductiva, se calculo la probabilidad de que el nimero de

muestras con el mismo genotipo se derivaran de un evento reproductivo distinto (P, ). Para

eX

obtener este valor se estim6 también la probabilidad de existencia de cada genotipo en la
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muestra (P,

gen

), asi como sus frecuencias alélicas mediante el método round-robin (Parks y

Werth, 1993) en el programa GenClone 2.0 (Arnaud-Haond y Belkhir, 2007).

Dado que la estimacion de frecuencias alélicas incluye contar genotipos, resulta
problematico cuando éstos ya fueron utilizados para determinar la separacion genética entre
individuos, y si solo se utilizaran los genotipos distintos para calcular las frecuencias
alélicas se corre el riesgo de sobreestimar la frecuencia de los alelos raros que pueden estar
definiendo genotipos. Esta dificultad puede ser sorteada con un método de remuestreo
como el de round-robin que estima las frecuencias alélicas de cada locus utilizando todos
los genotipos obtenidos cuando se elimina el locus para el que se estima la frecuencia
alélica. Este procedimiento se repite con todos los loci (Parks y Werth, 1993; Arnaud et al.,
2005).

Se realizaron histogramas de la frecuencia de los genotipos multilocus para conocer la
distribucion de los ramets entre los genets. Con este fin también se realizo la prueba de la
distribucion de Pareto (Vidondo et al., 1997; Arnaud-Haond et al., 2007; Apéndice 1V),
que es un modelo que describe curvas de distribucion sesgadas con decaimiento
exponencial. Se ha observado que varias plantas clonales presentan un comportamiento en
la distribucion de densidad que se ajusta al modelo de Pareto (Hangelbroek et al., 2002;
Chung et al., 2004). La prueba de Pareto es una aproximacién continua que describe la
distribucion discreta de las unidades muestreadas de los ramets dentro de los grupos

clonales, donde el tamafio clonal es definido por el nimero de unidades muestreadas que

pertenecen a la misma clona. Se representa mediante N, =S donde B describe la

distribucion de los ramets entre las clonas y toma valores cercanos a cero cuando todos los
tamanos de clonas son equitativamente representados y valores grandes cuando hay algunas

clases mas representadas.
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Diversidad clonal

Se estimd la diversidad de GML en las poblaciones calculando la proporcion de genotipos
distinguibles (Apéndice 1V; Ellstrand y Roose, 1987), el indice de diversidad de Simpson
(1949) (D) modificado para muestras finitas (Apéndice IV; Pielou, 1969) y la equitatividad
genotipica (Apéndice IV; Fager, 1972). Con el reciproco del indice de Simpson (D) se

, . o 1 L
calculo el numero aparente de linajes clonales en la muestra (/J (Apendice I1; Hurlbert,

1971, Hill, 1973; Arnaud-Haond et al., 2007).

Variacion genética

Se calcularon los parametros béasicos descriptivos de variacion genética: frecuencias
genotipicas, frecuencias alélicas, porcentaje de loci polimorficos con el criterio del

95%(P) y heterocigosis esperada( H.) mediante la correccion de Lynch y Milligan (1994)
(Apéndice 1V).

Estructura poblacional

Con el programa TFPGA se aplico la prueba de diferenciacion exacta (Raymond y Rousset,
1995) para determinar si existian diferencias significativas entre las frecuencias alélicas

observadas entre las poblaciones.

Se calculé con TFPGA el coeficiente de coancestria & (Weir y Cockerham, 1984), analogo

a Fg, este célculo se realiza para cada locus y su intervalo de confianza se obtiene

mediante jacknife.

Se calculd el porcentaje de variacion inter e intra poblacional, para las dos poblaciones y
dentro de las poblaciones considerando a los macollos observados como subpoblaciones,
mediante la prueba de anélisis de varianza molecular (AMOVA) (Excoffier et al., 1992)
utilizando el programa Arlequin 2.0 (Schneider et al., 2000).
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Con el programa TFPGA se calcularon los valores de & (Weir y Cockerham, 1984)
realizando 5,000 iteraciones y con un nivel de confianza de 95% (Weir, 1996) para las dos

poblaciones juntas. A partir de los valores de &, analogo de F;, se calcul6 el numero de
migrantes en las poblaciones utilizando la ecuacion Nm= [%)—1]/4 (Reisch 'y

Kellermeier, 2007).

Analisis de autocorrelacién espacial

Para cada poblacion se realizé una prueba de Mantel (Mantel, 1967) utilizando el programa
GenAlex6 para determinar si existia correlacion entre la matriz de distancia genética y la

matriz de distancia geografica (Reisch y Kellermeier, 2007).

Se realizaron correlogramas a escala global (Sokal et al., 1998) para describir la estructura
genética espacial de todo el sitio de estudio para cada poblacion de manera independiente.
Este analisis permite evaluar simultaneamente la sefial espacial generada por varios loci (es
un analisis multivariado), reduciendo el ruido estocéstico que genera hacerlo alelo-por-alelo
o locus-por-locus (Smouse y Peakall, 1999). Los correlogramas muestran el indice de
correlacion (r) (Apéndice 1V), que esta cercanamente relacionado con el indice de Moran
(Moran—1). El indice de correlacion (r) provee una medida de similitud genética entre
pares de individuos cuya separacion espacial cae dentro de una clase de distancia de
amplitud especificada. El andlisis se realizd0 con el programa GenAlex6 utilizando la
opcidn Single Pop con 999 permutaciones y clases de distancia de amplitud de 0.5 m,5my
la definida mediante la regla de Sturges (1926; Apéndice V), se utiliz6 esta regla dado que
la distancia entre individuos present6 una distribucion normal y ella permite definir clases
en histogramas de frecuencia de datos que se distribuyen de manera normal. El analisis de
autocorrelacion espacial mediante correlogramas se realizé con todos los individuos de las
poblaciones y eliminando a los individuos de genotipos clonales, dejando a un

representante de cada genet.

Con el objeto de obtener un estimado de la relacion de parentesco entre los distintos GML
se contaron el nimero de bandas compartidas entre cada par de GML.
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RESULTADOS

Caracterizacion de Genotipos Multilocus

Las amplificaciones con los dos iniciadores de ISSR mostraron un total de 30 loci, 27
de ellos polimdrficos: 14 con el iniciador 811y 16 con el 846 (Figura 6).

Con el objeto de saber si el numero de loci era suficientemente representativo de la
muestra, se realizd un remuestreo del nimero de loci, que mostrd saturacion en el
namero de GML distintos, indicando que se obtienen datos representativos del nimero
de GML observados con tan solo 21 loci en Venados y 25 en San Bernardo de los 30

utilizados (Figura 7).

a)
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Figura 6. Patrones de loci amplificados con los iniciadores (a) 811 y (b) 846 en individuos de las

poblaciones de Venados y San Bernardo con marcador de peso molecular de 100pb.
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L |

Figura 7. Remuestreo de nimero de loci con 100 permutaciones. Muestra el nimero de Genotipos
Multilocus (GML) que se encontrarian con cada nimero de loci y las barras de error. Las flechas indican
el nimero de loci donde no hay cambio en el nimero de GML observados.

Los histogramas de valores pareados de distancia genética entre individuos presentaron
una tendencia unimodal y distribucion normal (Figura 8), indicando que el efecto de
mutaciones somaticas o errores metodoldgicos no son significativos, por lo que fue

innecesaria la deteccién de Linajes Multilocus® y basté el uso de Genotipos Multilocus.

La probabilidad de que dos genotipos idénticos se hubieran derivado mediante eventos

reproductivos independientes (P,,) tomd valores muy bajos en ambas poblaciones

[1.15x10°® — 1.53x10%*] (Apéndice V), por lo tanto, se cuenta con evidencia estadistica

de que los genotipos idénticos son clonales y no son resultado de reproduccion sexual.

! Linaje Multilocus: Genets representados por GML ligeramente distintos (Arnaud-Haond et al., 2007).
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Figura 8. Histogramas de frecuencias de valores pareados de similitud de Jaccard entre los

individuos de cada poblacion. a)Venados y b) San Bernardo.

Mediante Neighbor Joinning se hizo evidente que en la poblacion Venados hay 50
GML distintos para 98 individuos en la poblacion Venados y en San Bernardo 59 GML
entre 128 individuos (Figura 9 y 10). La distribucion espacial de los GML se presenta
en las Figuras 11 y 12. En ambas poblaciones se observo que la mayoria de los
genotipos son Unicos y que el tamafio maximo de rosetas del mismo genet es de ocho

individuos (Figura 13).
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Figura 9. Neighbor Joining (MEGA) mediante el indice de Jaccard (FAMD) de GML de Venados con
etiqueta (el primer ndmero indica individuo, el nimero con la letra “v” indica el macollo y la letra “g” el

genotipo) cada letra mayuscula representa un GML distinto.
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Figura 10. Neighbor Joining (MEGA) mediante el indice de Jaccard (FAMD) de GML de San Bernardo

con etiqueta (el primer ndmero indica individuo, el nimero con la letra “s” indica el macollo y la letra “g

el genotipo) cada letra mayuscula representa un GML distinto.
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Figura 11. Mapa de la distribucion espacial de los GML en la parcela de Venados. Los circulos indican

los macollos observados en el campo y las letras los GML detectados.
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Figura 12. Mapa de la distribucidn espacial de los GML en la parcela de San Bernardo. Los circulos

indican los macollos observados en el campo y los simbolos los GML detectados.
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Frecuencia de GML poblacion Venados
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Figura 13. Histograma de frecuencia de los Genotipos Multilocus (GML) en Venados (a) donde se
encontraron 50 genotipos de 98 individuos y San Bernardo (b) donde se encontraron 58 genotipos en

128 individuos. X indca el promedio del tamafio de las clonas y D.E. su desviacién estandar.
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Por otro lado, la prueba de Pareto (Apéndice IV; Figura 14) muestra que los datos de las
poblaciones analizadas se ajustan relativamente bien a este modelo de distribucion
(r? =0.855en Venados y r> =0.85 en San Bernardo). Los valores de ¢ indican que la
probabilidad de presentar individuos conforme aumenta el tamafio de clase disminuye
con una tasa de 2 (c=2.15 en Venados y ¢=2.25 en San Bernardo) entre clases. Esta tasa
de disminucion se observa de manera logaritmica con el valor de la pendiente
S (B=1.15 en Venados y p=1.25 en San Bernardo) indicando la distribucion sesgada en

la reparticion de los ramets entre genets y mostrando el comportamiento similar en las

dos poblaciones.

a)
p=-1152
r’ =0.855
c=2152
y =-1.152x + 2.149
b)
p =-1.258
r’=0.851
c=2.258

y =-1.258x +2.189

Invers

Figura 14. Prueba de Pareto de la frecuencia de GML para las poblaciones a) Venados y b) San Bernardo.
Los dos ejes se encuentran en escala log; f indica el valor de la pendiente, r? la significanciay ¢ la
disminicién de probabilidad de presentar individuos conforme se aumentan las clases, se presenta la

ecuacion de la recta.
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Diversidad clonal

En la Tabla 4 se presentan los valores de indices de diversidad de GML en ambas
poblaciones. Se observa que el indice de Diversidad de Simpson y la equitatividad
presentan valores altos, indicando mucha diversidad (baja probabilidad de obtener dos

individuos idénticos al azar) de genotipos, sin una clona dominante en particular. El

numero de linajes clonales aparentes(/lj obtenido a partir con el reciproco del indice de

Simpson mostré valores similares al nimero de GML observados. El indice de

proporcion genotipica (%) muestra valores cercanos a 0.5 (0.51 para Venados y

0.45 para San Bernardo), indicando que en ambas poblaciones al menos 1 de cada 2

genotipos se encuentra repetido al menos una vez.

Tabla 4. Indices de diversidad de las poblaciones estudiadas.

Poblacion N G ©4 D ; E
Venados 9% 50 051 0.977 4347 0.945
San Bernardo 128 58 0.45 0.982 55.55 0.972
Todas 26 108 048 0.990 100 0.981

N es el nimero de individuos; G el nimero de genotipos multilocus (GML); G/N= proporcion genotipica;

D=diversidad de Simpson; 1/4= ndmero de linajes clonales aparentes y E=equitatividad.

Variacion Genética

En la Tabla 5 se presentan los valores de Heterocigosis esperada (Hg) y de
polimorfismo (con criterio del 95%) para las poblaciones juntas y por separado. Se

observan altos niveles de H. y P. Las frecuencias alélicas por loci y H se presentan

en el Apéndice VI.
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Tabla 5. Heterocigosis esperada y polimorfismo con criterio del 95% de cada poblacién y del total

de individuos analizados en este trabajo.

Poblacion He Var(H;) P(95%) var [Py ]
Venados 0.388 0.0005 0.800 0.031
San Bernardo 0.395 0.0003 0.833 0.028
Todas 0.407 0.0003 0.933 0.111

H¢ representa el valor de heterocigosis esperada y var(H E) su varianza, P(%%) el polimorfismo al

95% y var[P%%] su varianza

Estructura poblacional

Los valores de significancia obtenidos con la prueba exacta de Fisher (Apéndice VII)
muestran que en la mayoria de los loci entre Venados y San Bernardo, las frecuencias

alélicas son significativamente distintas entre las dos poblaciones ( p <0.05 para 18 de
30 loci) y en mayor medida dentro de las poblaciones ( p <0.05 para 24 loci de Venados

y 28 de San Bernardo). Los valores de diferenciacion & obtenidos al interior las
poblaciones de San Bernardo y Venados considerando a los macollos como
subpoblaciones, indican mayor diferenciacion entre los macollos al interior de las
poblaciones (6=0.64 y 6=0.70 para Venados y San Bernardo respectivamente) que
entre las poblaciones (6 =0.07) (Tabla 6). En el mismo sentido, el AMOVA (Tabla 7)
indico que tan solo el 6.49% de la variacion se explica por diferencias entre las
poblaciones de San Bernardo y Venados mientras que el 60.7% de la variacion se
encuentra en los macollos de las dos poblaciones y el 32.81% dentro de cada una de las

poblaciones.

Los valores de los indices analogos a los estadisticos F fueron de F,. ~ F =0.649,

Foy =0.672 y Foy ~ F;y =0.064.
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Tabla 6. Valores de & y NM para las poblaciones y sus subgrupos

Poblacién 0 Nm Nsubpob
Venados 0.6438 (0.5887-0.6944) 0.158 19
San Bernardo 0.7045 (0.6700-0.7413) 0.123 22
Todas 0.0710 (0.0343-0.1174) 2.275 2

@ indica el indice de Cockerham, NMm el nimero de migrantes por generacion (N, = [%)_1J/4, Reisch y

Kellermeier, 2007) y N .., que indica el nimero de macollos en cada poblacion.

Tabla 7. Andlisis de la varianza molecular (AMOVA, Excoffier et al, 1992). P<0.05

Fuente de la variacion gl Suma de cuadrados ~ Varianza de los componentes  Porcentaje de la variacio
Entre poblaciones 1 58,373 0,31938 6,49%
Entre poblaciones dentro de grupos 40 696,723 2,98733 60,70%
Dentro de poblaciones 184 297,138 1,61488 32,81%
Total 225 1052,235 4,92 100%

Analisis de autocorrelacion espacial

La prueba de Mantel que se hizo entre los individuos de cada poblacion mostré una
ligera pero significativa relacion positiva entre las matrices de distancia genética y

geogréafica (Venados: r* = 0.0716, P <0.001 y San Bernardo: r> = 0.0709, P <0.001).

Los correlogramas del anélisis global para las dos poblaciones (Figura 15 y 16;
Apéndice VIII) muestran que sélo en los primeros metros de distancia existe
autocorrelacion positiva en la estructura genética, donde el indice “r” presento valores
positivos. En Venados se observa que hasta antes de los 2.5 m de distancia, el valor de
“r’ es positivo, mientras que en San Bernardo lo es hasta los primeros 3.5 m de
distancia. Después de esos 3 primeros metros de distancia, el valor de “r” se hace
cercano a cero y negativo en la distancia maxima. Los resultados del analisis eliminando
a los genotipos clonales permite observar valores iniciales de menor magnitud del
coeficiente “r”, sin embargo, se observa que éste se vuelve cero en la misma clase de
distancia que para el analisis completo. El conteo de bandas compartidas (Apéndice 1X)
mostré que el nimero de loci compartidos entre distintos GML fue de maximo 29 y

minimo 13.
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Correlogramas (Global); Venados
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Figura 15. Correlograma de poblacion Venados, en rojo todos los individuos y en azul GML Unicos. a)clases
de 0.5m b) 1.3 m (clases determinadas con el criterio de Sturges para distribuciones normales) 7 ¢) 5m. Se

presentan el intervalo de confianza de 95%.

44



Correlogramas (Global); San Bernardo
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Figura 16. Correlograma de poblacién San Bernardo, en rojo todos los individuos y en azul GML Unicos a)
clases de 0.5m b) 1.6 m (clases determinadas con el criterio de Sturges para distribuciones normales) 7 c) 5m.

Se presentan el intervalo de confianza de 95%.
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DISCUSION

ISSR como marcador para identificar GML

Los iniciadores 811 y 846 fueron utilizados en A. striata por Trejo (2006) quien encontrd
17 y 16 loci respectivamente y Rocha (2006) que reporté 17 y 22 loci para los mismos. En
este trabajo se encontraron 14 loci para el marcador 811 y 16 para el 846. No todos los loci
de este estudio coincidieron con los reportados por Trejo (2006), estas diferencias pueden
atribuirse a la metodologia utilizada en la electroforesis, que provocaron una resolucién
distinta en los geles, especialmente en la region de alto peso molecular. También es posible
que algunos de los loci de este estudio sean nuevos, pues una de las poblaciones no es parte

de las poblaciones que Trejo (2006) analizé.

De manera general los ISSR representan una técnica de bajo costo y de facil montaje que
permite distinguir una gran cantidad de loci polimdrficos, util para el analisis de diversidad
genética. Sin embargo, en la practica estos marcadores presentan ciertos inconvenientes,
pues son muy sensibles a contaminarse y la deteccion del polimorfismo mediante geles de
electroforesis tiene un componente de subjetividad, ya que determinar el peso molecular de

los loci depende del observador (Scheinvar, 2008).

Caracterizacion de GML

Si bien los ISSR presentan la desventaja de ser marcadores dominantes, resultaron ser
adecuados para los objetivos de este trabajo, pues al ser aleatorios e hipervariables han
permitido conducir el andlisis de autocorrelacion espacial. Como muestra la curva de
acumulacion de loci, el nimero de loci encontrados fue suficiente para caracterizar a los
GML observados.

Por los bajos valores obtenidos de Psex (la probabilidad de ser idéntico como resultado de

apareamiento sexual, Arnaud-Haond et al., 2007), se consider6 que los genotipos idénticos

son resultado de eventos de clonalidad, y dado que siempre se encontraban juntos, es
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probable que entre ellos Gnicamente ocurra propagacion mediante ramificacion axilar. Esta
distribucion agregada de los individuos del mismo genet corresponde con la arquitectura
clonal de “falange”, en la que los ramets del mismo genotipo estdn separados por
internodos pequefios provocando mosaicos de agrupamientos de ramets idénticos (Lovett-
Doust, 1981). Se piensa que este crecimiento optimiza la captura de recursos y de espacio
(de Kroon et al., 1994), y que debido al agrupamiento de genotipos idénticos se incrementa
la probabilidad de polinizacion geitonégama (cuando la polinizacién ocurre entre flores del

mismo individuo) (Honnay y Jacquemyn, 2008).

Los datos de Rocha et al (2006) sugieren que A. striata pudiera encontrarse bajo el efecto
de depresion por endogamia, evidente en los experimentos de autofertilizacion. En el
presente trabajo se observaron poblaciones con altos valores de diversidad y grupos
clonales que son distintos entre si. Esto sugiere que la arquitectura clonal de la especie no
ha tenido efecto en la disponibilidad de entrecruzamientos, siendo posible ademas mantener

a estas poblaciones de A. striata en un balance demogréafico en el que tanto la reproduccion

sexual y la clonal se presentan en proporciones semejantes (segun el valor % =0.5), lo

que ha permitido que estas poblaciones alcancen una densidad poblacional de 0.6

individuos/m?.
Diversidad Clonal

El indice de proporcion de genotipos distinguibles (%) mostrd que al menos una tercera

parte de los individuos de estas poblaciones son resultado de propagacion vegetativa, pues
al ser este valor cercano a 0.5, sabemos que la mitad de los individuos tienen al menos una

réplica genética en las poblaciones analizadas.

Eriksson (1993) observd que en especies clonales perennes (de larga vida) con bajo
reclutamiento sexual, se presentan genotipos particulares que parecen mas “exitosos” que
otros. El propone que esta dominancia de ciertos genotipos puede desplazar a aquéllos que

son menos competitivos en algunos afios. Pues los genets se favorecen cuando los ramets
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individuales se especializan en el uso de recursos localmente abundantes si hay
interdependencia fisioldgica entre ellos y no hay algin recurso limitado que provoque
competencia entre ramets (Eckert, 1999). Esto puede provocar que la diversidad clonal

decrezca y se formen grupos monogenéticos al paso del tiempo.

En las poblaciones de A striata analizadas se observan macollos monoclonales ( % ~0)

y macollos con muchos genotipos (% ~1). Los macollos que presentan genotipos

predominantes (Apéndice 1), recuerdan las observaciones de Eriksson (1993) en las que
hay ciertos genotipos predominantes que desplazan a otros por ser mas exitosos bajo ciertas
condiciones fisicas. Sin embargo, para poder afirmar que en A. striata este fenOmeno sea un
efecto de la colonizacion en la que el genotipo dominante sea mas exitoso que los demas,
como sugiere Eriksson (1993), se requeriria evaluar a la poblacion bajo ciertas condiciones
fisicas, y hacer el analisis incluyendo datos demogréaficos que permitan conocer la dindmica
de la propagacion de genets en el tiempo. Por otro lado, los grupos que son muy diversos
pueden funcionar como bancos de variacion que pueden aumentar la probabilidad de
sobrevivencia cuando ocurren cambios ambientales. La presencia de esos dos tipos de
grupos hacen que las poblaciones de A. striata tengan una alta diversidad genética y
estrategias que aumentan su probabilidad de permanencia.

Diversos estudios han mostrado que en especies clonales hay diferencias en la cantidad de
clonalidad entre poblaciones segun se presenten diferencias fisicas entre éstas (i.e., zonas
de disturbio y conservadas, diferencia en cantidad de sales, etc) (Kuhdo et al., 1999; Stehlik
y Holderegger, 2000; Franks et al., 2004). Estos estudios indican que bajo estas
condiciones la propagacion clonal se ve favorecida. En este estudio no se midieron
parametros ambientales de las poblaciones, por lo que no es posible encontrar algun factor
fundamental que promueva la propagacion vegetativa clonal. La unica diferencia apreciable
entre las poblaciones es la pendiente pronunciada en San Bernardo, sin embargo las

posibles diferencias entre éstas parecen no tener efecto en la diversidad genética dado que

las poblaciones presentaron valores similares de % .
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Honnay y Jaquemyn (2008) analizaron diversos estudios en los que se calcul6 el cociente

(%) y observan que uno de los factores que lo afectan son el tipo de marcador utilizado y

el nimero de loci polimérficos, por lo que sugieren hacer comparaciones entre especies con
marcadores semejantes. Podria esperarse que el tipo de marcador pudiera no tener efecto si
se utilizara el namero suficiente de loci polimorficos para calcular el G, como en este
estudio. Por lo anterior, se hace una comparacion de los resultados de A. striata con los de

especies que fueron analizadas con marcadores dominantes.

El valor obtenido de la proporcién de genotipos distinguibles (%) fue similar al

promedio obtenido por Honnay y Jacquemyn (2008) a partir de 25 analisis de clonalidad

hechos con ISSR, RAPD o AFLP (% =0.53). También es parecido al de la Ferocactus
robustus (% =0.44) (Carrillo, 2006), que se multiplica mediante ramificaciones de la

base del tallo que se enraizan con el tiempo y Stenocereus eruca % =0.39 (Clark-Tapia

et al., 2005) de la familia Cactaceae o0 a los obtenidos en analisis de microescala realizados
con Dysosma pleiantha, Prunus avium y Fagus grandifolia (Tabla 8) que son capaces de
reproducirse de manera sexual y asexual. La autocorrelacion espacial en P. avium y F.
grandifolia revel6 que son especies con baja dispersion, por lo que A. striata puede
considerarse como una especie de reproduccion sexual y clonal con baja dispersion de
semillas. Esto se puede obsevar en los analisis de Neighbor Joining (Figura 9y 10) y los
correlogramas (Figura 15y 16) en los que se hace evidente que generalmente los individuos
con mayor relacion genética se presentan espacialmente asociados y pueden reflejar la baja
dispersion de semillas, dado que cada macollo es distinto de su vecino y ademas sélo se
encuentra relacion genética en los primeros 3 metros de distancia, lo que coincide con el

tamario de los macollos observados en el campo.

Se ha propuesto que la propagacién clonal se asocia con bajas frecuencias de reclutamiento

sexual (Eckert, 1999). El valor obtenido de (%) para A. striata indica que en esta especie

el reclutamiento sexual no es deficiente. Si se considera que decrece el establecimiento de
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frutos y semillas cuando hay autopolinizacion, entonces la diversidad observada en estas
poblaciones es posiblemente cercana a la méaxima probable, ya que es determinada por la
cantidad de entrecruzas. Considerando que A. striata puede sufrir depresion por endogamia,
es probable que si en el campo llegan a ocurrir autocruzas, los frutos de éstas no sean
exitosos, por lo que se estableceran s6lo aquellos frutos de origen exogamico. Asi se
producira la alta diversidad observada en estas poblaciones y siendo esta la probable causa

de la diferenciacion entre los macollos que se discutira con mas detalle adelante.

El indice de diversidad de Simpson (D) resulté cercano a 1 para las dos poblaciones, esto
indica que la probabilidad de tomar aleatoriamente dos individuos gque sean idénticos al
azar es baja. Asi que, para esta especie no es necesario colectar individuos muy alejados
para evitar muestrear clonas cuando se busca analizar la diversidad clonal global de las
poblaciones. Los altos valores de equitatividad indican que no hay genotipos dominantes en
la poblacion muestreada, sin embargo, el que este valor no sea 1 refleja que los genotipos
idénticos se presentan con una distribucion agregada. Estas poblaciones de A. striata
pueden catalogarse como multiclonales (Ellstrand y Roose, 1987), muy diversas y de GML

locales.

El estudio realizado por Honnay y Jacquemyn (2008) en el que se comparé la diversidad
genética de 77 especies clonales, encontr6 que las especies auto-incompatibles presentan de
manera general una diversidad menor y una distribucion menos equitativa (D=0.76+0.04 y
E=0.67+0.05) en comparacion con las que son auto-compatibles (D=0.86+0.02 y
E=0.77+0.03). La disminucion en la diversidad genotipica de las especies auto-
incompatibles se asocia a una menor disponibilidad de apareamientos. Los valores de
proporcion de genotipos distinguibles de A. striata caen dentro de los obtenidos por
Honnay y Jacquemyn (1998) para especies auto-compatibles, en cuanto a equitatividad y
diversidad de Simpson, esto sugiere que A. striata €S una especie auto-compatible

confirmando los datos de los experimentos de polinizacién de Rocha (2006).
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Tabla 8. Anélisis de diversidad clonal y autocorrelacién espacial en otras especies
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Variacion genética

Las especies de plantas con altos valores de diversidad genética dentro de sus poblaciones
usualmente se caracterizan por ser longevas, con grandes tamafios poblacionales,
entrecruzamiento, amplia distribucion y habitats de estadios sucesionales tardios (Loveless
y Hamrick, 1984). Estas caracteristicas se han confirmado para A. striata, excepto la del

estadio sucesional del ecosistema.

Los estudios previos de genética de poblaciones realizados en el género Agave con ISSR y
RAPDs (Apéendice X) indican valores altos de diversidad con valores promedio de
heterocigosis esperada y porcentaje de polimorfismo de 0.22 y 72.6% respectivamente para
todo el grupo (Scheinvar, 2008). En este trabajo se observaron valores de Heterocigosis
esperada (H:) y polimorfismo (%P) mayores que los observados por Rocha (2006) y Trejo
(2006). Los altos valores de variacidon en este trabajo son acordes a los resultados del
analisis de AMOVA de Rocha y Trejo, en los que se observa que la mayor proporcion de la
variacion genética se encuentra dentro de las poblaciones (6=0.103 en Rocha (2006) y
©=0.1922 en Trejo (2006)). Asi, en el trabajo presente, se observan altos valores de

variacion porque se ha logrado recuperar toda la variacién intrapoblacional.

Este fendmeno se observo también en el estudio realizado por Clark-Tapia et al. (2005) en
el que se realizo el analisis a microescala con un mayor numero de individuos y presentd un

valor més alto de He.

Estructura poblacional

En los analisis de clonalidad, el indice Fis es el mas informativo, ya que mide la
desviacion de las proporciones alélicas que habria si sucediera apareamiento al azar dentro
de las subpoblaciones. Bajo condiciones de reproduccion clonal total se puede esperar una
reduccién en la diversidad genotipica y que F;s tome valores negativos (exceso de
heterdcigos) y una diferenciacion poblacional reducida debido a que la deriva genética no

actia como se esperaria debido al gran tamafio poblacional. Pues como mostraron las
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simulaciones de Balloux et al. (2003), la reproduccién totalmente clonal puede mantener un
mayor numero de alelos en loci neutrales de una poblacion, ademas los dos alelos de cada
loci pueden comportarse como dos loci haploides, manteniendo asi la diversidad alélica en
cada locus con una cantidad pequefia de genotipos y un nimero alto de heter6cigos. En los
casos en los que hay reproduccion clonal y sexual, las consecuencias genéticas
poblacionales pueden ser similares a las poblaciones estrictamente sexuales (Balloux,
2004; Halkett et al., 2005; Gaudeul et al., 2007). El valor de dsc fue positivo, indicando un
déficit en el nimero de heterocigotos respecto a lo esperado en clonalidad y reflejando la

sexualidad parcial de A. striata.

Los valores que se obtuvieron en la particion de la variacion genética mediante el AMOVA
(Nm=2.25) indican la existencia de fendmenos que mantienen a las poblaciones similares,
y que muy probablemente ocurra polinizacion a larga distancia, por lo que hay poca
diferenciacion entre las dos poblaciones. Esta estimacion del flujo genético fue similar en
los trabajos de Rocha (2006) y Trejo (2006).

Por otro lado, la mayor parte de la variacion se explica por las diferencias dentro de los
grupos de las poblaciones; esta variacion indica que los macollos que se observan en el
campo no son totalmente clonales, pero que si tienen tal cohesion genética que forman
agrupaciones naturales de relacion genética que pueden observarse en el campo y que

tienen un alto grado de diferenciacion con respecto a los grupos vecinos.

Si hay polinizacion entre grandes distancias, los individuos de origen sexual seran distintos
de sus vecinos, debido a que las semillas no se dispersan a grandes distancias de la planta
parental, teniendo asi la mayor similitud genética con ésta. Despues, cuando se presente la
propagacion vegetativa, el resultado seran grandes grupos muy similares dentro de si vy
distintos a los grupos vecinos que han sufrido la misma dindmica. La baja dispersion de las
plantas también puede ser un efecto de la necesidad de nodricismo que requiere esta especie
para el establecimiento de sus plantulas que al presentar metabolismo C; tiene

requerimientos microambientales de humedad 0 intensidad luminica.
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Autocorrelacion espacial

Se ha observado que en los analisis de estructuracion espacial de escala fina se presentaran
valores de autocorrelacién positivos cuando la dispersion de semillas es baja, generando
agrupamiento espacial entre los individuos genéticamente relacionados (Barbujani, 1987;
Hamrick y Nason, 1996). El analisis de autocorrelacion espacial de este trabajo revela que
las plantas estan emparentadas con individuos que se encuentran a distancias menores de
2.5 m en Venados y 3.5 m en San Bernardo, después de las que el coeficiente r se hace

negativo y se mantiene cercano a cero.

Con el fin de conocer el efecto de las clonas en el coeficiente de correlacién, se realizé el
analisis eliminando a los genotipos repetidos, en este caso el comportamiento del
coeficiente r no cambid, ya que se hizo cero en la misma distancia que en el analisis con
todos los individuos, aunque su valor si disminuy6 en las primeras clases de distancia, es
este cambio el que refleja el efecto de los grupos clonales. EI comportamiento de la curva
del coeficiente r en ambos casos refleja que la distribucién a corta distancia de los ramets
pudiera ser efecto de la baja dispersion de semillas, que provoca que se formen los grupos
de alta relacion genética que se corresponden con los macollos que se observan en el

campo.

La distancia hasta la que se encontrd autocorrelacion positiva entre los individuos fue
similar a la que se encontré en Cuscuta campestris y Mikania macrantha (Li y Dong, 2008)
gue son especies que se propagan vegetativamente mediante estolones, permitiendo saber
que las plantas que se propagan vegetativamente mediante alguna estrategia que favorezca
la arquitectura de falange, como la ramificacion axilar que se observa en A. striata podran

presentar autocorrelacién positiva genética con facilidad.

En el analisis en el que se eliminaron las clonas también es posible observar la agrupacion
de los individuos mas emparentados, pues se observan valores positivos del coeficiente “r”,
sin embargo, en la primer clase de distancia, este coeficiente tiene un valor menor

comparado con el valor en la misma clase para el analisis completo, mostrando que la
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clonalidad influencia significativamente el grado del parentesco en las primeras clases de
distancia y que la expansion clonal ocurre de manera local. Trame et al (1995) encontraron
que en A. Scotti, s6lo a un metro de distancia se compartia la totalidad de bandas de RAPDs

entre individuos.

Ademas, el coeficiente r (que es analogo al indice de Moréan (GenAlex 6)) s6lo depende de
la dispersién y no de la tasa de autofertilizacion (Epperson, 1990). En A. striata aun no se
conocen los patrones de dispersion de semillas. Sin embargo, el resultado del analisis de
autocorrelacion espacial indica que éstas tienen dispersion restringida, lo que es un factor
importante, si no es que el principal, que provoca la estructura espacial de grupos de alta
relacion genética y que son distintos a los grupos vecinos como efecto de la eficiencia en la
polinizacion a distancia. La dispersion de semillas podria ocurrir como en A. schotti, que es
limitada, ya que las semillas caen en la vecindad de la planta parental cuando las aves o el
viento mueven el escapo (Trame et al., 1995). Por otro lado, las plantulas de A. striata, por
su metabolismo Cs, pueden verse favorecidas para su establecimiento mediante un efecto

nodriza, por lo que es altamente probable que germinen muy cerca de su planta parental.

Por lo tanto, la gran diversidad genética observada en estas poblaciones puede considerarse
como un efecto del éxito en el establecimiento de frutos de entrecruza junto con la
dispersion eficiente de polen. A. striata puede considerarse como una especie con una alta
capacidad de dispersién polinica gracias a la capacidad de sus polinizadores para recorrer
grandes distancias como los colibries Cynanthus latirostris y Eugenes fulgens y

murciélagos del género Leptonycteris (Trejo, 2007).
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CONCLUSIONES

El presente trabajo permite concluir que:

e Las poblaciones de A. striata son multiclonales y altamente diversas, pero con los
individuos clonales agregados en el espacio.

e La propagacion clonal no es fundamental en esta especie como método
reproductivo, sin embargo si afecta de manera fuerte y directa la estructura genética
en el espacio.

e La autocorrelacién espacial positiva ocurre entre individuos muy cercanos a
distancias maximas menores de 10 m.

e Los macollos que se observan en el campo son grupos de alta relacion geneética

e La expansion clonal ocurre de manera local mediante una colonizacion de tipo

falange

A. striata es una especie clonal con reclutamiento sexual.
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APENDICES
Apéndice |. Poblaciones de los estudios de Rocha (2006) y Trejo (2006)

N Localidad N W
Rocha (2006)
36 Camino almolén-Gilo, Barranca de Metztitlan, Hgo. 20°43.66'  98°53.24'
37 Carretera El salitre-Jilotla, Barranca de Metztitlan, Hgo.  20°33.31'  98°44.66'
37 Venados, Barranca de Metztitlan, Hgo. 20°28.00"  98°40.75'
40 Camino a la presa Zimapan,Qro. 20°43.10"  98°39.00'
Trejo (2006)
40 Venados, Barranca de Metztitlan, Hgo. 20°28'00"  98°40'45"
47  Zimapan, Hgo. 20°43'16"  99°36'24"
28 Bucareli, Qro. 21°05'06"  99°39'00"
60 Dr. Arroyo, N.L. 23°42'20" 100°08'32"
60 Guadalcazar, S.L.P. 22°38'14"  100°30'22'
60 Matehuala-México, S.L.P. 22°17'46" 100°48'44"

Establecimiento de frutos y semillas de A. striata, tomado de Rocha (2005)

Produccidn natural de frutos y semillas

Afio Establecimiento  Establecimiento Produccién Frutos  Semillas viables
de frutos de semillas total viables totales por
de frutos totales inflorescencia
2001-2002 0,509(0,032) 0,319(0,033) 208(14,5) 37(3,53) 126,756

Experimentos de polinizacién (Valores aproximados)

Fruit set Establecimiento
de semillas
Autofertilizacion 0,27 0,15
Fertilizacion cruzada 0,48 0,42
Control 0,45 0,32
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Apéndice Il. Tamafio de los macollos e individuos que contienen.

Macollo Diametro mayor (m)  Didmetro menor (m) Numero de individuos NUmero de genotipos
1 1.2 0.7 4 1
2 1.2 0.9 7 3
3 1.9 1.8 8 1
4 24 14 13 5
5 15 0.9 5 1
6 1.6 1 7 3
7 1.7 1.2 4 3
8 1.2 11 8 2
9 0.7 0.6 4 3
10 1.3 11 5 5
11 0.5 04 3 2
12 11 0.8 7 4
13 0.8 0.7 5 4
14 1 04 2 2
15 1.3 4 2 2
16 13 0.9 4 2
17 1 0.9 2 2
18 0.9 0.8 5 1
19 0.6 5 3 3
1 2.1 1.9 9 3
2 2.6 1.6 1 2
3 1 0.9 5 2
4 2.8 25 10 8
5 1 0.9 6 1
6 1.7 1 7 4
7 0.5 0.4 2 1
8 1.8 1 3 2
9 15 1.2 6 2
10 1.6 0.9 3 2
11 2 15 4 2
12 24 0.5 3 1
13 0.6 04 2 1
14 0.9 0.8 4 4
15 35 2.7 12 6
16 3.6 19 13 4
17 0.9 0.8 3 2
18 1.9 1.8 5 4
19 2.4 1.2 7 3
20 2 1.9 10 4
21 18 0.9 2 2
22 0.8 0.6 2 1
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Apéndice Ill. Protocolo de extraccion de ADN

Método “Mini-Prep”de extraccion de ADN (Vazquez-Lobo, 1996; modificado por Valera,

2007).

1.

© © N o 0 &~ w

12.
13.
14.

15.
16.

17.
18.

Colocar aproximadamente 1 g de tejido en un mortero y moler con nitrégeno
liquido hasta obtener un polvo muy fino.

Terminar de moler con 400 ul de CTAB y 600 ul de STE. El homogenizado se debe
recuperar en un tubo Eppendorf ™ de 2 ml.

Centrifugar a 10,000 rpm por 8 minutos y eliminar el sobrenadante.

Realizar un segundo lavado, repitiendo los pasos 2 y 3.

Agregar 400 ul de CTAB2x y 600 ul de STE y agitar con el vortex.

Centrifugar a 10,000 rpm por 8 minutos y eliminar el sobrenadante.

Agregar 500 ul de CTAB2X, resuspendiendo la muestra agitando en el vortex.
Incubar durante 30 minutos a 65 °C.

Agregar 600 ul de cloroformo-octanol (24:1). Agitar bien

. Centrifugar por 12 minutos a 9000 rpm.
11.

Recuperar 200 ul del sobrenadante (o puedes recuperar 400 ul y agregar 600ml de
cloroformo-octanol (24:1) ).

Agregar 400ul de Isopropanol y agitar bien.

Dejar precipitar a -20°C durante 2 horas.

Centrifugar a 9000 rpm por 5 minutos y eliminar el sobrenadante con cuidado de no
perder el pellet.

Agregar 1 ml de etanol al 70%, agitar durante 5 minutos a temperatura ambiente
Centrifugar a 10,000 rpm por 5 minutos y eliminar el sobrenadante (los pasos 14 y
15 pueden repetirse si se considera que las muestras tienen exceso de sales)

Secar en ultracentrifuga durante 30 minutos a 60°C.

Hidratar con 70ul de agua ultrapura.
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Buffer de extraccién
CTAB2X

Tris-HCI 100mM pH8
EDTA 20mM pH8

NaCl 0.7M

CTAB 2%

* B-mercaptoetanol 0.3%

Buffer de extraccién CTAB

Tris-HCI 100mM pH8
EDTA 20mM pH8

NaCl 0.75M

CTAB 4%

PVP40 4%

Acido ascorbico 0.1%
DIECA 0.1%

* B-mercaptoetanol 0.3%

Buffer de extraccién STE

Tris-HCI 100mM pH8
EDTA 50mM pH8

NaCl 50mM

* B-mercaptoetanol 0.3%

* el B-mercaptoetanol se agrega hasta el momento de la extraccion.

Apéndice IV. Formulas

Probabilidad de identidad mediante eventos reproductivos independientes (Arnaud-Haond

et al., 2007)

%[Pgen]i[l_Pgen]N_i ; I:)gen :lj(figi)zh

Donde | es el nimero de loci, h es el namero de loci heterdcigos, fy g son las frecuencias

alélicas (de los alelos p y q) en el i"locus, n es el nimero de unidades muestreadas

encontradas con el mismo Genotipo Multilocus (GML), N es el nimero de unidades

muestreadas. Pgen €S la probabilidad de que ocurra un genotipo i en la muestra bajo el

supuesto de equilibrio de Hardy-Weinberg y P €s la probabilidad de que dos genotipos

idénticos de la muestra se hayan producido mediante dos eventos reproductivos distintos.

Proporcion de genotipos distinquibles (%)

Donde G es el nimero de genotipos distintos en la poblacién y N el nimero de individuos

de la muestra.

indice de diversidad de Simpson (D) (Arnaud-Haond et al., 2007)
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Donde n; es el numero de individuos de un genotipo y N es el tamafio de la muestra. Va de

0 a 1, siendo 1 la maxima diversidad. En los estudios de clonalidad el indice de Simpson
puede interpretarse como la probabilidad de que dos muestras tomadas al azar de una
muestra pertenezcan al mismo linaje clonal (Arnaud et al, 2007).

Linajes clonales aparentes (/11) (Hill, 1973; Arnaud-Haond et al., 2007)

L=D-1y L~ A donde Des el indice de diversidad de Simpson. (/IJ toma valores de 1

a G y se puede interpretar como el nimero de linajes multilocus requerido para obtener la
misma heterogeneidad que se observa en la muestra 6 como el nimero de linajes clonales

aparentes.

Equitatividad genotipica (E) (Arnaud-Haond et al., 2007)

E = M Donde D, = [(G —-D(2N _G)]
(D [N(N -1)]

_lc-N]
max [G(N _1)]

y D

max min)

Andlisis de Diversidad Genotipica con las correcciones de Lynch-Milligan (1994)

Frecuencia del genotipo recesivo (Q) para marcadores dominantes

a Ausencias
N

y Var(R) = X(lI\T %)

Frecuencia del alelo recesivo (q) para marcadores dominantes

R C1-%
q_l_\/ar(x) yvar(Q)—N
8%?

Heterocigosis esperada por locus

A, () =2q,0-a, @]+ varla, )] vy Vvar[H, )= 429, Fvarfa, )]
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Heterocigosis esperada en la poblacion

ZL: H (i) yVar( ) ZL:[ (i)—I—A|j]2

g o1
: L i=1 L(L 1) i=1

Donde j refiere a una poblacion e i a un alelo.
Proporcion de loci polimorficos

X . : .
Peswy = — Donde X son los loci polimorficos (en los que la frecuencia del alelo mas
m

abundante es menor de 0.95) y mes el total de loci.

1 &, L . .
Var[P(gs%)]: —Z(n —x)? Donde n es el total de loci. xies la frecuencia del alelo més
n— i

abundantey x es P(gs%)

Andlisis de Autocorrelacién espacial

indice de correlacion (r) (Smouse y Peakall, 1999)

N h h h

z x(Me Ch Cp o Gy Xy Xy xQ

A Cy Cp .o Cyy xO o x® o x®

o) C= X M — 22 N2
Xii 'Cii

h h h

( CNl CN2 b CNN XI(\ll) XéN) Xl(\ll\z

Donde h es la clase de distancia; c; yc; son los elementos de una matriz de covarianza
inter-individuos (C) en la que: c; (la diagonal) mide la distancia Euclideana (y) al
cuadrado de cada genotipo individual al centroide multivariado del espacio genético y c;

(la covarianza interindividual) provee una medida de la tendencia de los ith y jth individuos
a variar en la misma direccién genética con respecto al centroide, estos términos se
determinan mediante:

M M

Ci =D W Vin = Y)? Y €5 =2 Wo (Vim = V)Y — Vi) » €N la que el término W,
m=1 m=1

refiere al impacto de cada alelo; y los términos x; y x; son los elementos de una matriz de

distancia geograéfica para clases de distancia ( X ™).
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Reqgla de Sturges (1926)

k=[1+log,n]
Para determinar la amplitud de clases en datos de distribucién normal

Distribucién de Pareto (Vidondo et al., 1997)

La prueba de pareto es un modelo que describe distribuciones que de manera general se
comportan de una forma:

N, =aS™’

S$2>

Donde N es el nimero de objetos mayores que un tamafio umbral (S), aes el
parametro ajustado que describe al nimero total de objetos del conjunto de datosy g la
tasa logaritmica de decaimiento del nimero de objetos respecto a la clase.

La distribucion de Pareto tiene un funcion de probabilidad de densidad que se define por:
pdf (s) = ck®s*“* donde (c >0,s >k > 0)
en este casos indica el tamafio, ¢ la forma de la distribucion y k la escala. En este caso k

también es un parametro que puede representar el tamafio del objeto de menor tamafio
(k < s < )0 una medida compuesta del rango de tamafio. El pardmetro ¢ es una constante

empirica que describe la disminucion de la probabilidad conforme aumenta el tamafio.
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Apendice V. Valores de P, Y frecuencias alélicas con el método de “round-robin”

GML

Pgen

GML
idénticos

reencuentros

Psex
reencuentro
I

P
P oo~vooarwnk

NNONNNNNNRPRRPERRRERRPR
R WNRFPOO®O~NO®UAWN

8.24E-11
1.22E-14
5.50E-14
4.32E-14
4.15E-11
1.51E-15
4.11E-16
1.44E-15
1.52E-13
4.15E-14
5.29E-14
3.98E-13
2.15E-16
3.38E-13
1.40E-15
6.04E-13
8.03E-11
1.47E-12
6.28E-11
7.17E-13
3.19E-10
8.94E-11
3.39E-09
6.41E-13
4.03E-10

5

4
2

1.66E-34
2.53E-35
4.23E-12

1.05E-41

3.90E-11
2.11E-14

1.38E-13
4.80E-43

GML  Pgen GML reencuentros Psex
idénticos reencuentro
26  8.38E-09
27 2.77E-16
28 2.79E-14 2 1 2.73E-12
29 1.61E-12 2 1 1.57E-10
30 4.19E-11 3 2 8.33E-18
31 237E-11 2 1 2.32E-09
32 1.30E-12 3 2 8.07E-21
33 2.39E-12 6 5 5.24E-51
34 4.37E-15
35 2.86E-12
36 8.18E-12 2 1 8.02E-10
37 5.84E-10 4 3 3.02E-23
38 2.35E-08 5 4 1.11E-24
39 4.27E-10
40 3.35E-10
41  6.26E-09
42  7.06E-09
43  1.53E-09
44  6.42E-10 2 1 6.29E-08
45  1.05E-10 3 2 5.27E-17
46  5.52E-10
47  3.78E-11 8 7 1.53E-63
48 3.22E-15
49  2.99E-19
50 4.57E-20
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GML Pgen GML reencuentros Psex GML Pgen GML  reencuentros Psex
idénticos reencuentro idénticos reencuentro
1 171E-12 2 1 2.19E-10 30 5.34E-12 2 1 6.84E-10
2 153E-19 31 5.83E-13 4 3 6.78E-32
3 8.20E-16 2 1 1.05E-13 32 2.74E-11 2 1 3.50E-09
4  4.69E-18 2 1 6.01E-16 33 1.85E-12
5 479E-12 2 1 6.13E-10 34 2.30E-11
6 2.02E-11 35 141E-11
7 2.59E-12 36 3.55E-14
8 1.22E-10 37 7.21E-09 8 7 9.62E-47
9 127E-11 2 1 1.63E-09 38 2.84E-09 6 5 4.89E-35
10 2.61E-10 5 4 4.92E-32 39 9.00E-10 2 1 1.15E-07
11 2.58E-09 40  4.85E-09 2 1 6.20E-07
12 8.59E-10 41 1.03E-10 2 1 1.32E-08
13 5.25E-10 42 194E-12
14 2.83E-09 43 231E-11 6 5 1.75E-45
15 6.35E-11 44 517E-11 2 1 6.62E-09
16 1.99E-13 45  1.73E-09 4 3 1.77E-21
17 1.74E-14 46 5.97E-11 2 1 7.65E-09
18 7.93E-16 47  3.09E-13
19 3.69E-14 3 2 1.11E-23 48 4.26E-11 2 1 5.45E-09
20 8.20E-16 3 2 5.46E-27 49 3.17E-13 3 2 8.18E-22
21  4.62E-19 3 2 1.73E-33 50 4.43E-13 5 4 4.09E-43
22 3.20E-16 3 2 8.34E-28 52 1.58E-13
23 5.13E-16 53 6.02E-13 5 4 1.40E-42
24 1.25E-17 3 2 1.28E-30 54  7.67E-15 2 1 9.81E-13
25 3.72E-18 55 2.68E-13 2 1 3.44E-11
26 3.36E-14 56 6.53E-12 3 2 3.47E-19
27 4.42E-10 2 1 5.66E-08 57 1.38E-11
28 7.31E-11 3 2 4.34E-17 58 9.67E-17
29 8.31E-12 3 2 5.62E-19 59  2.24E-17
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Frecuencias alélicas estimadas con el método round-robin que evita la sobreestimacion de
las frecuencias de los alelos raros

Todas las poblaciones

Poblacién Venados

Poblaciéon San Bernardo

Locus p q Hnb p q Hnb p q Hnb
ISSR-811
1067 0.693 0.307 0.429 | 0.642 0.358 0.467 0.747  0.253 0.384
982 0.653 0.347 0.456 | 0582 0.418 0.494 0.699 0301 0.427
943 0.627 0.373 0.471 | 0.388 0.612 0.482 0.819 0.181  0.302
845 0460 0540 0.500 f| 0.597  0.403 0.489 0.337 0.663  0.453
827 0.867 0.133 0.234 | 0.881 0.119 0.218 0.855  0.145 0.253
710 0.867 0.133 0.234 | 0.761 0.239 0.371 0.952 0.048 0.098
610 0.631 0.369 0.469 | 0515 0.485 0.507 0.723  0.277  0.407
556 0.289 0.711 0414 § 0.194 0.806 0.320 0.366  0.634  0.470
522 0.940 0.060 0.116 j§ 0.955 0.045 0.093 0.928 0.072  0.140
474 0.933 0.067 0.128 | 1.000 0.000 0.008 0.880 0.120  0.218
437 0.510 0.490 0503 | 0470 0.530 0.506 0542  0.458  0.503
388 0.527 0473 0502 § 0537 0.463 0.505 0518 0.482  0.505
342 0.773 0227 0354 | 0.851 0.149 0.261 0.711  0.289  0.417
302 0.720 0.280  0.407 | 0.955 0.045 0.093 0.530 0.470 0.504
ISSR-846
1695 0.707 0.293 0.418 | 0.851 0.149 0.261 0590 0.410 0.490
1360 0.510 0.490 0.503 | 0.597 0.403 0.489 0439 0561 0.499
1289 0.513 0487 0503 | 0.642 0.358 0.467 0.410 0590 0.490
1128 0.307 0.693 0.429 | 0537 0.463 0.505 0.120 0.880  0.218
1036 0.980 0.020 0.043 | 0.985 0.015 0.037 0976  0.024  0.053
934 0.403 0597 0.484 | 0470 0.530 0.506 0.337 0.663  0.453
840 0.853 0.147 0254 | 0.866 0.134  0.240 0.843 0.157 0.270
704 0.900 0.100 0.183 J 0.910 0.090 0.171 0.892 0.108 0.199
667 0.887 0.113 0.204 | 0.940 0.060 0.120 0.843 0.157 0.270
605 0.973 0.027 0.056 § 0.970 0.030 0.065 0.963 0.037 0.077
557 0.940 0.060 0.116 § 0.896 0.104 0.195 0976 0.024  0.053
503 0.940 0.060 0.116 | 0.955 0.045 0.093 0.928 0.072 0.140
475 0.540 0460 0500 j§ 0.448 0.552 0.502 0.614 0.386  0.480
377 0.987 0.013 0.030 § 0985 0.015 0.037 0.988 0.012 0.030
337 0.847 0.153 0.263 | 0.836 0.164  0.282 0.855  0.145 0.253
300 0.907 0.093 0.173 jJ 0.881 0.119 0.218 0.928 0.072  0.140
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Apéndice VI. Frecuencias alélicas por loci calculadas con la correccion de Lynch-
Milligan (1994).

Todas las poblaciones

Poblacién Venados

Poblacién San Bernardo

Loci o) q He Q q He Q q H,
ISSR-811
1067 0699 0301 0497 | 0612 0388 0472 | 0766 0234 0,503
982 0664 0336 0488 | 0612 0388 0472 | 0703 0,297 0,498
943 0,628 0372 0477 | 038 0612 0342 | 0813 0,188 0,495
845 0442 0558 0379 | 0582 0418 0459 | 0336 0664 0,302
827 0872 0,128 0462 | 0,867 0133 0469 | 0875 0125 0,462
710 0858 0,142 0472 | 0,735 0265 0503 | 0953 0047 0,348
610 0633 0367 0479 | 0510 049 0422 | 0727 0273 0502
556 0274 0726 0253 | 0,163 0837 0156 | 0359 0641 0,320
522 0,942 0058 05369 | 0949 0051 0361 | 0,938 0063 0,382
474 0942 0058 0,369 | 1,000 0000 0,000 | 0898 0,102 0,440
437 0509 0491 0420 | 0459 0541 0391 | 0547 0453 0,442
388 0522 0478 0428 | 0541 0459 0,439 | 0508 0492 0,420
342 0765 0235 0501 | 0,837 0,163 0487 | 0711 0289 0,500
302 0,717 07283 0,499 | 0969 0031 0,303 | 0523 0477 0429
ISSR-846

1695 0726 0274 0500 | 0,847 0153 0482 | 0633 0367 0,480
1360 0540 0460 0437 | 0622 0378 0476 | 0477 0523 0,401
1289 0531 0469 0433 | 0663 0337 049 | 0430 0570 0,371
1128 0305 0695 0278 | 0561 0439 0449 | 0109 0891 0,106
1036 0,987 0013 0214 | 0990 0010 0,209 | 0,984 0016 0,235
934 0412 0588 0,358 | 0490 0510 0410 | 0352 0648 0,314
840 0850 0,150 0477 | 0,847 0153 0482 | 0852 0,148 0,478
704 0916 0084 0415 | 0929 0071 0401 | 0906 0,094 0,431
667 0872 0128 0462 | 0918 0082 0416 | 0836 0,164 0,486
605 0973 0027 0279 | 0980 0020 0263 | 0,969 0031 0,302
557 0942 0058 0,369 | 0,898 0,102 0442 | 0977 0023 0272
503 0947 0053 0359 | 0969 0031 0303 | 0930 0070 0,397
475 0549 0451 0442 | 0429 0571 0370 | 0641 0359 0,482
377 00991 0009 0,183 | 0,990 0010 0209 | 0992 0,008 0,185
337 0854 0146 0475 | 0,847 0153 0482 | 0859 0,141 0,473
300 0,894 0,106 0,442 | 0847 0153 0482 | 0930 0070 0,397
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Apéndice VII. Valores de significancia RyR (Raymond y Rousset, 1995)

Venados vs San Venados San Bernardo
Loci p S.E. p S.E. p S.E.
ISSR-811
1067 0.0188 0.0046 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
982 0.1628 0.0080 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
943 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
845 0.0003 0.0003 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
827 1.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
710 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
610 0.0016 0.0008 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
556 0.0011 0.0004 0.0036 0.0027 0.0000 0.0000
522 0.7834 0.0044 0.0000 0.0000 0.0018 0.0016
474 0.0003 0.0002 1.0000 0.0000 0.0004 0.0004
437 0.2189 0.0148 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
388 0.7119 0.0101 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
342 0.0256 0.0044 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
302 0.0000 0.0000 0.7382 0.0221 0.0000 0.0000
ISSR-846

1695 0.0002 0.0001 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
1360 0.0283 0.0052 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
1289 0.0004 0.0002 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
1128 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
1036 1.0000 0.0000 0.3560 0.0176 0.0229 0.0040
934 0.0347 0.0048 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
840 1.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
704 0.6408 0.0115 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
667 0.0783 0.0074 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
605 0.0014 0.0013 0.2938 0.0198 0.2261 0.0212
557 0.0212 0.0028 0.1724 0.0212 0.0000 0.0000
503 0.2313 0.0074 0.0000 0.0000 0.0080 0.0028
475 0.0004 0.0013 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
377 1.0000 0.0000 1.0000 0.0000 0.1848 0.1760
337 0.8510 0.0030 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
300 0.0497 0.0032 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000

Es una prueba en la que se busca rechazar la HO (HO: no hay diferenciacion entre las
poblaciones) utilizando las frecuencias alélicas de cada muestra.
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Apéndice VIII Andlisis de Autocorrelacion espacial Global

Analisis de Autocorrelacion Espacial Global sin clonas; Poblacion Venados

Intervalo de confianza (permutacion)

Intervalo de confianza (bootstrap)

Intercepcion

2.356

4.265

Clase (m) n r ] L P(r-rand >= r-obs) P(r-rand <= r-obs) r (bootstrap)Ur error Lrerror  Ur Lr
05 33 0323 0074 -0.060 0.001 1.000 0.324 0094 0092 0417 0231
1 20 0217 0.084 -0.093 0.001 1.000 0.215 0112 0126 0329 0.091
15 30 0.040 0070 -0.065 0.146 0.855 0.038 0070 0074 0110 -0.034
2 35 0025 0062 -0.062 0.205 0.796 0.025 0060 0059 008 -0.033
25 51  -0.010 0.046 -0.055 0.631 0.370 -0.010 0055 0054 0045 -0.064
3 46 0036 0.055 -0.055 0.099 0.902 0.037 0059 0058 0095 -0.022
35 68  0.047 0.046 -0.047 0.020 0.981 0.047 0048 0052 0095 -0.005
4 80 -0.025 0.042 -0.038 0.901 0.100 -0.021 0038 0032 0014 -0.057
45 81 -0.006 0041 -0.041 0.626 0.375 -0.005 0039 0035 0033 -0.041
5 76 -0.027 0.043 -0.042 0.882 0.119 -0.026 0039 0039 0012 -0.066
55 64 -0.008 0.042 -0.042 0.626 0.375 -0.004 0054 0055 0046 -0.062
6 67 -0.052 0.047 -0.046 0.987 0.014 -0.052 0040 0041 -0012 -0.093
6.5 42 -0.017 0.058 -0.060 0.679 0.322 -0.018 0055 0055 0038 -0.071
7 59  -0074 0.050 -0.044 0.999 0.002 -0.074 0037 0038 -0037 -0112
75 62 -0.009 0.048 -0.043 0.645 0.356 -0.010 0045 0045 0036 -0.054
8 62 -0.023 0.049 -0.049 0.820 0.181 -0.023 0040 0042 0017 -0.065
85 52  -0.033 0.057 -0.048 0.898 0.103 -0.033 0046 0046 0014 -0.079
9 50 0057 0.054 -0.053 0.021 0.980 0.057 0062 0062 0119 -0.005
95 46  -0.006 0.056 -0.053 0.545 0.456 -0.006 0042 0045 0036 -0.051
10 41 -0.026 0.054 -0.058 0.781 0.220 -0.025 0054 0052 0028 -0.079
105 33 -0.020 0.065 -0.066 0.715 0.286 -0.020 0060 0061 0040 -0.081
1 19 0.019 0.09 -0.087 0.308 0.693 0.019 0076 0073 009 -0.053
115 25 -0.045 0.080 -0.076 0.880 0.121 -0.045 0082 0075 0037 -0120
12 23 -0.118 0.074 -0.081 0.996 0.005 -0.118 0059 0054 -0059 -0.171
125 15 -0.029 0.102 -0.096 0.709 0.292 -0.027 0071 0064 0043 -0.093
13 21 -0.003 0.082 -0.080 0.556 0.445 -0.002 0061 0063 0058 -0.066
135 10 -0035 0121 -0.111 0.723 0.278 -0.035 0058 0052 0022 -0.087
14 4 0039 0206 -0.170 0.628 0.373 -0.038 0071 0048 0032 -0.087
145 5 -0067 0174 -0.169 0.756 0.245 -0.067 0050 0066 -0017 -0.133
15 3 0.032 0235 -0.199 0.377 0.624 0.032 0019 0008 0052 0024
13 70 0229 0052 -0.040 0.001 1.000 0.230 0070 0063 0299 0.166
2.6 113 0.016 0.032 -0.032 0.156 0.845 0.016 0040 0037 0057 -0021
39 162 0.007 0.028 -0.028 0.326 0.675 0.007 0033 0034 0039 -0028
52 207 -0.017 0.024 -0.025 0.914 0.087 -0.017 0024 0023 0007 -0.040
6.5 141 -0.021 0.027 -0.031 0.905 0.096 -0.022 0029 0031 0008 -0.052
7.8 156 -0.037 0.029 -0.029 0.994 0.007 -0.037 0028 0029 -0008 -0.066
9.1 137 0003 0.031 -0.031 0.423 0.578 0.003 0032 0034 0035 -0031
104 108 -0.019 0.036 -0.037 0.875 0.126 -0.018 0031 0033 0012 -0.052
117 57  -0.035 0.046 -0.052 0.910 0.091 -0.034 0051 0047 0016 -0.081
13 50 -0.038 0.051 -0.054 0.931 0.070 -0.038 0043 0043 0004 -0.082
143 16  -0.040 0.094 -0.088 0.814 0.187 -0.041 0038 0035 -0002 -0.075
15.6 6  -0018 0.163 -0.154 0.584 0417 -0.018 0048 0071 0030 -0.089
16.9 2 0093 0287 -0.229 0.740 0.261 0.000 0093 -0093 0000 0.000

Clases de distancia amplitud (5m)

5
10
15
20

520

545

158
2

0.032
-0.021
-0.034
-0.093

0.013
0.011
0.023
0310

-0.011
-0.013
-0.027
-0.256

0.001
0.999
0.991
0.756

1.000
0.002
0.010
0.245

0.033
-0.021
-0.034
0.000

0.019
0.016
0.022
0.093

0.018
0.015
0.026
-0.093

0.051
-0.005
-0.011
0.000

0.015
-0.036
-0.060
0.000

8.034



Andlisis de Autocorrelacion espacial Global; Poblacion San Bermardo

Intervalo de confianza (Permutacion) Intervalo de confianza (Bootstrap)
Clase (m) n r U L P(r-rand >= r-obs) P(r-rand <= r-obs) "(Bo0sta Urerror Lrerror  Ur Lr  Intercepcior

Clases de dlstanma arqolltud (05m)
05 79 0768 0054 -0074 0.010 0.774 0082 0079 080 0689 4.208
1 171 0580 0.043 -0.046 0.010 1.000 0.580 0051 0071 0630 0508
15 210 0408 0.043 -0.039 0.010 1.000 0.406 0047 0053 045 0.3%5
2 220 0202 0041 0034 0.010 1.000 0.202 0041 0056 0243 0.146
25 19 0194 0.048 -0.038 0.010 1.000 0.192 0037 0054 0231 0140
3 186 0.099 0.042 -0.048 0.010 1.000 0.100 0031 0032 0130 0.066
35 198 0.090 0.043 -0.030 0.010 1.000 0.089 0041 0037 0131 0053
4 198 0025 0039 -0.037 0.150 0.860 0.023 0042 0039 0067 -0014
45 246 0035 0.032 -0.036 0.980 0.030 -0.035 0024 0024 -0011 -0059
5 256 0058 0.041 -0.029 1.000 0.010 0067 0001 0020 -0059 -0.078
55 270 0051 0.025 -0.037 1.000 0.010 -0.050 002 0021 -0029 -0072
6 336 -0.030 0.028 -0.032 0.970 0.040 -0.030 0021 0028 -0009 -0.058
6.5 316 -0.052 0.026 -0.033 1.000 0.010 -0.052 0019 002 -0034 -0074
7 333 0029 0034 -0.033 0.970 0.040 -0.030 0026 0025 -0003 -00%4
75 369 -0.038 0.023 -0.032 1.000 0.010 -0.038 002 0026 -0016 -0.064
8 361 -0.047 0.034 -0.039 1.000 0.010 -0.049 0020 0030 -0027 -0077
85 331 -0.083 0.024 -0.033 1.000 0.010 -0.082 0024 0024 0059 -0.107
9 302 -0.067 0.028 -0.050 1.000 0.010 -0.068 0031 0027 -003% -00%4
95 242 0072 0043 -0.057 1.000 0.010 -0.074 0030 0039 -0042 -0111
10 244 0073 0.029 -0.048 1.000 0.010 -0.073 0027 0029 -0046 -0101
105 260 -0.031 0.026 -0.030 0.990 0.020 -0.029 0026 0029 -0005 -0.060
11 303 -0.026 0.027 -0.031 0.970 0.040 -0.026 0024 0023 -0003 -0.049
115 355 -0.033 0.027 -0.034 0.980 0.030 -0.033 0026 0024 -0007 -0.057
12 310 -0.032 0.027 -0.046 0.950 0.060 -0.034 0025 0031 -0007 -0.062
125 301 -0.028 0.028 -0.032 0.960 0.050 -0.026 0031 0024 0003 -0.052
13 221 0051 0.037 -0.040 1.000 0.010 -0.048 0030 0031 -0021 -0082
135 184 -0.008 0.034 -0.037 0.630 0.380 -0.010 0029 0034 002 -0042
14 139 -0029 0.045 -0.045 0.880 0.130 -0.032 0027 0035 -0002 -0.064
145 106 -0.108 0.054 -0.076 1.000 0.010 -0.108 0030 0030 -0078 -0138
15 112 -0.054 0.056 -0.068 0.970 0.040 -0.050 0037 0023 -0017 -0077
155 90 -0.078 0.057 -0.072 1.000 0.010 -0.077 0030 0032 -0048 -0110
16 70  -0.066 0.074 -0.060 1.000 0.010 -0.067 0039 0041 -0027 -0.107
16.5 106 -0.116 0.049 -0.060 1.000 0.010 -0.116 0029 0020 -0087 -0145
17 100 -0.103 0.056 -0.061 1.000 0.010 -0.100 0037 0034 -0066 -0138
175 88 -0125 0.057 -0.053 1.000 0.010 -0.128 0032 0038 -0093 -0163
18 73 -0134 0.057 -0.075 1.000 0.010 -0133 0044 0066 -0089 -0.200
185 79 -0199 0.056 -0.068 1.000 0.010 -0.201 0042 0042 0157 -0241
19 63  -0.241 0054 -0.085 1.000 0.010 -0.238 0064 0052 0177 -0.293
195 58 -0.186 0.051 -0.089 1.000 0.010 -0.183 0077 0050 -0109 -0.236
20 26 -0252 0131 -0.123 1.000 0.010 -0.257 0037 0062 -0214 -0313
205 15 018 0173 -0.134 1.000 0.010 -0.187 0048 0071 0138 -0257
21 3  -0167 0332 -0.306 0.880 0.130 -0.166 0050 0041 0117 -0.208
215 2 -0.141 0630 -0.414 0.740 0.270 0.000 0141 0141 0000 0.000

Clases de distancia amplitud (1.6m)
16 502 0507 0.023 -0.023 0.010 1.000 0.506 0036 0040 0542 0466 4.702
32 651 0159 0.021 -0.022 0.010 1.000 0.159 0026 0033 018 0126
48 705 -0.010 0.020 -0.017 0.830 0.180 -0.009 0019 0020 0009 -0030
6.4 963 -0.043 0.015 -0.016 1.000 0.010 -0.043 0015 0014 -0028 -0058
8 1124 -0.040 0.017 -0.017 1.000 0.010 -0.039 0018 0018 -002 -0058
9.6 923 0073 0019 -0.021 1.000 0.010 -0.071 0018 0017 -0055 -0.089
112 900 -0.039 0.015 -0.020 1.000 0.010 -0.039 0014 0013 -0025 -0051
128 93 -0.035 0016 -0.022 1.000 0.010 -0.035 0013 0019 -0021 -00%4
144 502 -0.041 0.022 -0.033 1.000 0.010 -0.041 0017 0024 -0024 -0.065
16 282 0068 0.031 -0.046 1.000 0.010 -0.068 0021 0021 -0047 -008
176 310 -0116 0.032 -0.033 1.000 0.010 -0.116 0017 0023 -0098 -0139
19.2 223 0192 0033 -0.041 1.000 0.010 -0.191 0029 0024 -0163 -0.216
20.8 77 -0.202 0.062 -0.076 1.000 0.010 -0.202 0050 0053 -0153 -0.255
224 3 -0129 0287 -0.272 0.810 0.200 0131 0023 0049 0106 -0178

Clases de distancia amplitud (5m)
5 1960 0.172 0.013 -0.010 0.010 1.000 0.172 0014 0017 0187 0156 8.822
10 3104 -0.053 0.008 -0.010 1.000 0.010 -0.054 0008 0010 -0045 -0.063
15 2291 -0.035 0.007 -0.009 1.000 0.010 -0.035 0010 0010 -00%5 -0045
20 753 0133 0.013 -0.031 1.000 0.010 0132 0014 0015 -0118 -0148



Andlisis de Autocorrelacion Espacial Global sin clonas; Poblacion Venados

Intercepcion

2.3%

4.265

Intervalo de confianza (permutacion) Intervalo de confianza (bootstrap)

Clase (M) n r U L P(r-rand >=r-obs) P(r-rand <=r-obs) r (bootstrap) Urerror Lrerror  Ur Lr
05 33 0323 0074 -0060 0001 1.000 0324 009 0092 0417 0231
1 20 0217 0084 -00% 0001 1.000 0215 0112 0126 0329 0091
15 30 0040 0070 -0.065 0.146 0.855 0.038 0070 0074 0110 -003%4
2 35 0025 0062 -0.062 0205 0.7% 0025 0060 0059 008 -0033
25 51 0010 0.046 -0.055 0631 0.370 0010 0055 004 0045 -0064
3 46 0036 0055 0055 00%9 0902 0037 0059 0058 00% -002
35 68 0047 0046 -0047 0020 0981 0047 0048 0052 00% -0005
4 80 0025 0042 -0.038 0.901 0.100 0.021 0038 0032 0014 -0057
45 81 0006 0041 -0041 0626 0375 0005 0039 0035 0033 -0041
5 76 0027 0043 -0042 0882 0119 0026 0039 0039 0012 -0066
55 64 0008 0042 -0042 0626 0375 0004 0054 0055 0046 -0062
6 67 0052 0.047 -0.046 0.987 0.014 -0.052 0040 0041 0012 -0093
65 42 0017 0058 -0.060 0.679 0.322 -0.018 0055 0055 0038 -0071
7 59 0074 0050 -004 099 0.002 0074 0037 0038 0037 -0112
75 62 0009 0048 -0043 0645 0.3% 0010 0045 0045 006 -0054
8 62 0023 0.049 -0049 0820 0181 0023 0040 0042 0017 -0065
85 52 0033 0057 -0.048 0.898 0.103 -0.033 0046 0046 0014 -00719
9 50 0057 0054 -0053 0021 0980 0057 0062 0062 0119 -0005
95 46 -0006 0056 -0.053 0545 0456 0006 0042 0045 006 -0051
10 41 -0026 0054 008 0.781 020 0025 0054 0052 0028 -0079
105 33 0020 0065 -0.066 0715 0.286 0020 0060 0061 0040 -0081
1 19 0019 00% -0.087 0.308 0.693 0.019 0076 0073 00% -0.053
nus 25 0045 0030 -0.076 0.830 0121 0045 0082 0075 0037 -0120
12 23 0118 0074 -0081 09% 0.005 0118 0089 004 0059 -0171
125 15 0029 0102 -00% 0.709 0292 0027 0071 0064 0043 -00%3
13 21 0003 0.082 -0.080 0.556 0.445 -0.002 0061 0063 0058 -0.066
135 10 0035 0121 0111 0.723 0.278 -0.03% 0058 0052 002 -0087
14 4 0039 0206 -0170 0628 0373 0038 0071 0048 0032 -0087
145 5 0067 0174 0169 0.7%6 0.245 0067 0050 0066 -0017 -0133
15 3 0032 023 019 0377 0624 0032 0019 0008 0052 004
13 70 0229 0052 -0040 0.001 1.000 020 0070 00683 029 0166
26 113 0016 0032 -0.032 0156 0845 0016 0040 0037 0057 -0021
39 162 0007 0.028 -0.028 0326 0675 0007 0033 0034 0039 -0028
52 207 0017 0024 -0.025 0.914 0.087 -0.017 0024 0023 0007 -0.040
65 141 0021 0027 -0.031 0905 0.0% 002 0029 003 0008 -0052
78 156 0037 0029 -0.029 09% 0.007 0037 0028 0029 -0008 -0066
91 137 0003 0.031 -0.031 0423 0578 0003 0032 0034 003 -0031
104 108 -0019 0036 -0.037 0875 0126 0018 0031 0033 0012 -0052
117 57 0035 0046 -0.052 0.910 0.091 0034 0051 0047 0016 -0081
13 50 0038 0051 -0.054 0931 0070 0038 0043 0043 0004 -0082
143 16 0040 00% -0088 0814 0187 0041 0038 0035 -0002 -0075
156 6 -0018 0163 014 0534 0417 0018 0048 0071 0030 -0089
169 2 0093 0287 0229 0.740 0.261 0.000 0093 0093 0000 0.000

Clases de distancia amplitud (5m)

0032 0013 0011
0021 0011 0013
0034 0023 -0.027
0093 0310 -0.256

5
10
15
20

0.001
0.99%9
0.991
0.756

1.000
0.002
0.010
0.245

0.033
0021
0.0
0.000

0.019
0.016
0.022
0.093

0018
0.015
0.026
-0.093

0051
-0.005
0.011
0.000

0.015
-0.036
-0.060
0.000

8034



Analisis de Autocorrelacion Espacial Global sin clonas; Poblacion San Bernardo

Intervalo de confianza (permutacion)

Intervalo de confianza (bootstrap)

Intercepcion

4.627

5.981

Clase (m) n r U L P(r-rand >= r-obs) P(r-rand <= r-obs) r (bootstrap) Ur error Lrerror  Ur Lr
05 10 0319 0143 -0.125 0.001 1.000 0.313 0183 0161 0502 0.158
1 36 0218 0068 -0.071 0.001 1.000 0.215 0064 0082 0282 0136
15 48  0.186 0.063 -0.060 0.001 1.000 0.181 0081 0093 0267 0.093
2 34  0.163 0078 -0.068 0.001 1.000 0.164 0078 0.077 0242  0.087
25 31 0240 0.072 -0.074 0.001 1.000 0.141 0.084 0080 0224  0.060
3 29 0121 0.074 -0.073 0.001 1.000 0.121 0092 009 0213 0.026
35 30 0.083 0077 -0.074 0.015 0.986 0.084 0074 0069 0158 0.014
4 44 0.094 0.068 -0.062 0.005 0.996 0.094 0064 0060 0159 0.034
45 57 0.021 0056 -0.053 0.234 0.767 0.022 0050 0049 0071 -0.028
5 65 -0.062 0.053 -0.053 0.990 0.011 -0.062 0046 0044 -0016 -0.105
55 62  -0.025 0.052 -0.053 0.834 0.167 -0.026 0050 0055 0.025 -0.080
6 74 0.030 0050 -0.047 0.099 0.902 0.031 0043 0042 0073 -0.012
6.5 61  0.007 0055 -0.054 0.387 0.614 0.007 0.054 0055 0061 -0.048
7 72 0002 0051 -0.049 0.469 0.532 0.002 0052 0052 0.054 -0.049
75 64  -0.033 0.053 -0.054 0.893 0.108 -0.034 0040 0045 0006 -0.078
8 70  -0.077 0.049 -0.053 0.999 0.002 -0.076 0051 0051 -0026 -0.128
85 62  -0.040 0.052 -0.053 0.935 0.066 -0.040 0.046 0047 0.006 -0.088
9 55  0.019 0057 -0.056 0.253 0.748 0.020 0053 0047 0072 -0.028
95 56  -0.008 0.060 -0.053 0.590 0411 -0.008 0047 0051 0040 -0.059
10 51  -0.050 0.058 -0.055 0.967 0.034 -0.050 0045 0044 -0005 -0.094
105 67  -0.014 0.050 -0.048 0.726 0.275 -0.013 0041 0042 0027 -0.056
11 74 0.015 0.043 -0.051 0.278 0.723 0.016 0046 0046 0061 -0.031
115 76 0.026 0.045 -0.047 0.134 0.867 0.026 0047 0048 0074 -0021
12 84  -0.021 0.047 -0.042 0.839 0.162 -0.021 0043 0040 0022 -0.061
125 65 -0.072 0.056 -0.055 0.997 0.004 -0.071 0045 0046 -0026 -0.117
13 49  -0.086 0.059 -0.056 1.000 0.001 -0.085 0047 0043 -0039 -0.129
135 43 -0.040 0.062 -0.059 0.896 0.105 -0.040 0054 0049 0015 -0.089
14 35  -0.004 0.075 -0.070 0.549 0.452 -0.006 0073 0083 0070 -0.086
145 32  -0.087 0.074 -0.073 0.991 0.010 -0.093 0059 0064 -0028 -0.151
15 18 -0.039 0.093 -0.098 0.766 0.235 -0.041 0075 0079 0036 -0.118
155 25  -0.076 0.095 -0.079 0.972 0.029 -0.077 0053 0054 -0023 -0.130
16 13 -0.082 0.122 -0.112 0.916 0.085 -0.082 0107 0094 0025 -0.176
16.5 33  -0.073 0.071 -0.068 0.983 0.018 -0.073 0043 0047 -0030 -0.120
17 22 -0.096 0.090 -0.086 0.984 0.017 -0.095 0061 0062 -003 -0.157
175 25  -0.046 0.083 -0.075 0.876 0.125 -0.046 0052 0056 0006 -0.102
18 12 -0.043 0125 -0.117 0.751 0.250 -0.047 0117 0100 0074 -0.143
185 11 -0.163 0.121 -0.116 0.999 0.002 -0.163 0092 0098 -0071 -0.260
19 7 -0.121 0.163 -0.151 0.938 0.063 -0.121 0129 0129 0008 -0.249
195 6 0.031 0.169 -0.152 0.337 0.664 0.025 0162 0190 0193 -0.159
20 2 -0.237 0.344 -0.258 0.951 0.050 0.000 0237 -0237 0.000 0.000
20.5 1 -0.262 0.468 -0.327 0.916 0.086 0.000 0262 -0262 0.000 0.000
16 101 0213 0.046 -0.038 0.001 1.000 0.213 0054 0.057 0268 0.156
32 99  0.140 0.042 -0.038 0.001 1.000 0.141 0046 0.043 0186  0.096
48 156 0.028 0.034 -0.031 0.047 0.954 0.028 0031 0034 0059 -0.007
6.4 215 -0.010 0.026 -0.028 0.753 0.248 -0.010 0027 0031 0017 -0041
8 216 -0.031 0.026 -0.026 0.990 0.011 -0.031 0029 0030 -0001 -0.061
9.6 181  -0.009 0.030 -0.030 0.704 0.297 -0.009 0027 0028 0018 -0.036
11.2 213 -0.003 0.027 -0.027 0.594 0.407 -0.003 0026 0025 0023 -0.028
12.8 227 -0.040 0.025 -0.025 1.000 0.001 -0.040 0025 0025 -0.016 -0.065
144 125  -0.047 0.034 -0.034 0.995 0.006 -0.047 003 0035 -0011 -0.081
16 59  -0.068 0.054 -0.057 0.991 0.010 -0.070 0039 0042 -0029 -0.110
17.6 82  -0.071 0.042 -0.046 0.997 0.004 -0.071 0031 0030 -0040 -0.101
19.2 32  -0.09 0072 -0.076 0.991 0.010 -0.097 0066 0048 -0.030 -0.144
20.8 5 -0.067 0.188 -0.183 0.752 0.249 -0.078 0202 0195 0135 -0.262

Clases de distancia amplitud (5m)

384
627
543
156

0.097
-0.017
-0.026
-0.077

0.020
0.012
0.014
0.027

-0.016
-0.014
-0.017
-0.032

0.001
0.989
0.999
1.000

1.000
0.012
0.002
0.001

0.097
-0.017
-0.025
-0.076

0.023
0.017
0.016
0.024

0.020
0.016
0.016
0.026

0.121
-0.001
-0.010
-0.053

0.077
-0.033
-0.041
-0.102

9.257



Apéndice IX.

Venados

Numero de bandas compartidas entre GML.

GML &

QEENXKE<KCHWITOUVOZEZrAe—IO@TMMOUO®>

SXESSABRRATBREELASmEQIMY

H

J K LMNOPOQRSTUVWY Z A2B2C2D2

21
25
21
21
20
23
17
21
21
24
21
18
18
19
22
21
22
22
22
19
25
20
22
23
22
21
24
19
17
15
21
19
20
21
21
22
19
19
22
17
20
18
22
22
22
19
19
19
20

24
22
20
19
18
18
20
20
21
20
17
19
18
19
18
21
23
21
16
20
21
21
20
21
22
21
20
18
14
16
18
19
20
18
19
16
14
21
18
17
17
17
17
21
18
18
16
17

22
22
23
22
18
22
22
25
24
19
21
24
21
20
25
25
25
22
26
23
23
22
21
22
23
22
20
16
20
22
23
24
22
23
20
18
25
20
21
19
21
23
21
18
18
18
19

22
23
22
18
22
22
19
20
23
23
20
21
20
19
19
21
16
20
21
23
20
19
20
19
22
22
20
18
22
21
24
20
21
20
18
19
20
19
21
21
17
21
20
22
18
19

25
22
20
22
22
19
18
19
19
20
19
18
17
17
19
18
22
23
23
24
21
20
19
20
16
16
18
20
19
22
20
21
20
18
19
20
21
19
21
19
19
18
18
18
19

21
17
21
21
20
21
20
20
21
18
17
18
18
20
17
21
22
22
21
18
19
20
19
17
17
15
19
18
21
19
20
17
17
18
19
18
16
18
18
16
15
19
17
18

24
22
24
25
24
19
21
20
21
20
21
21
23
18
24
19
21
22
21
18
19
22
20
20
22
22
21
24
22
21
22
22
21
22
21
21
23
23
21
20
18
18
17

18
20
19
22
17
19
18
19
18
19
21
19
18
20
17
19
18
19
16
17
20
18
18
18
20
19
20
20
19
22
20
15
18
17
17
19
19
17
16
14
14
13

28
23
22
19
17
18
21
20
19
19
21
16
22
21
21
20
19
20
21
22
20
18
20
20
21
22
22
23
20
20
19
20
19
19
21
17
19
18
20
16
17

25
24
17
19
18
21
20
19
19
21
16
22
19
21
20
21
18
19
22
22
20
22
22
23
24
24
23
22
22
21
22
19
19
21
19
21
18
18
18
17

25
18
20
19
20
19
24
24
24
19
25
18
18
21
22
19
20
19
19
17
21
19
20
21
23
22
19
21
24
21
20
20
20
24
24
21
21
21
20

17
21
20
21
20
23
23
23
18
22
21
23
20
19
18
21
22
22
18
20
22
23
22
24
23
20
20
21
20
17
17
19
19
21
16
18
18
17

26
23
22
23
18
18
20
17
21
22
20
21
20
21
18
17
21
19
19
19
18
17
17
18
19
17
14
17
20
22
20
18
22
21
25
19
20

25
22
23
20
20
22
19
21
22
22
21
22
21
18
19
23
21
21
23
22
21
19
18
21
19
18
21
20
22
20
20
24
21
21
21
20

21
22
21
21
23
22
24
23
23
22
21
22
19
20
22
20
22
24
23
22
20
21
22
20
19
20
23
21
23
21
19
16
18
20
21

29
22
20
24
19
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Apéndice X Variacion genética en el género Agave (modificado de Scheinvar, 2008)

Diversidad Estructuracion  Distancia genética

Especie Marcador N H. VaH) v F; N, Mx Mn Pom Flente
A odsii ISSR 156 0248 0011 840 013 18 0089 023 00l Rodhg, 2006
A difformis ISSR 158 022 0018 6270 0113 236 0062 0013 003 Rodhg, 2006
A garcia-mendozae ISR 13 0240 0030 7240 0098 13 0046 002 003%6 Gorwdlez, 2006
A hidlaguersis ISSR 216 026 0038 7150 004 471 0021 002 o002 Roche, 2006
A xylonacartha ISSR 132 0183 _ 67.69 0.063 6.1 0019 00W 0014 Colin, 2006
A xylonacantha ISSR 1% 019 0012 740 000 467 002r 0006 0016 Roche, 2006
A amystifolia (silvestre) ISR 28 032 009 &8 017 _ _ _ Vargss, 2007
A angustifolia (cutivr) ISR 90 020 0061 6928 03  _ 3 : B Varges, 2007
A teqilana var. Azl ISR 45 0080 000 2020 3 N N N _ Varges, 2007
A cupreata ISR 153 057 0030 88 0145 149 003 00 0067 Aguirre, 2004
A aupreata (Vivero) ISSR 100 0313 0001 844 00%B2 178 006 003 0046 Scheinvar, 2008
A aupreata (silvestre) ISSR 14 0357 0001 9444 01049 1102 01 003 0.06 Scheinvar, 2008
A potatorum ISSR 1n 0246 005 80 004 29 005 0023 0036 Aqguirre, 2004
A potatorum ISSR 3 032 0001 BRI 0791 1405 007 003 0038 Scheinvar, 2008
A cerulata RAPD 19 0181 000 7762 008 438 0028 00 0018 Navaroetal, 2003
A desertii RAPD 289 0210 004 823 014 22 0.02 0.08 0 Gonzalez, 2001
A karwinsky RAPD 41 0210 0086 4900 049 047 04 015 025 Lopez, 2004
A subsinplex RAPD 102 0143 000 785% 0034 6142 0024 00 0014 Navarroet al, 2003
A lechuguilla IO K9 034 0048 %00 0083 228 017 0007 007 Silva, 2003
A victoria-reguinee 1O ks 0334 008 80 023%6 _ 025 005 018 Martinez et al, 1999
A striata ISSR 150 0237 0028 7670 0103 27 0061 0012 0036 Roche, 2006
A striata striata ISSR 231 0191 003 7027 012 106 0138 0041 009 Trejo,2006
A dtriata falcata ISSR 310 0266 0024 808 020 064 006 002 0039 Trejo,2006
A diriata (rricro-escala) ISR 26 0407 0000 B30 099 2275 _ _ B este estudio
A siriata (veredds) ISR 8 038 000 80 062 015 _ _ _ este estudio
A striata (San Bemardo) ISSR 128 03% 000 830 067 0123 este estudio
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