D30 77/
7

re———

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
UNIDAD DE LOS CICLOS PROFESIONAL
Y DE POSGRADO DEL C.C.H.

"ESTRUCTURA GENETICA DE DOS CACTACEAS COLUMNARES DEL
DESIERTC SONORENSE: STENOCEREUS GUMMOSUS Y S. ERUCA
(CACTACEAE)"

TESIS
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
MAESTRO EN ECOLOGIA

“ﬁ v Presenta:
Ricardo Clark Tapia

Director de Tesis:
Dr. Francisco Molina Freaner

MEXICO, D.F. abril del 2000



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



‘-@h.

&

A Cecilia

Con amor



AGRADECIMIENTOS

L/
R4

)
b

.
ol

Al Dr. Francisco Molina Freaner, quién fue el director de esta tesis y me ha brindado todo su apoyo
durante estos dltimos cuatro afios. Gracias por su paciencia, amistad y apoyo econémico para
conmigo.

Al Dr. Luis Eguiarte y Dr. Alfonso Valiente les agradezco mucho haber aceptado ser parte del comité
tutoral. Les agradezco también sus valiosos comentarios durante el desarrollo de la investigacion, los
cuales ayudaron a mejorar la calidad de la misma.

A los miembros del jurado, Dra. Teresa Valverde, Dra. Maria del Carmen Mandujano, Dr. Jorge
Gonzales Astorga, Dr. Luis Eguiarte y Dr. Alfonso Valiente, les agradezco la minuciosa revision que
hicieron del manuscrito. Gracias a sus sugerencias se pude mejorar la versin final.

Agradezco también los valiosos comentarios de! Dr. Jorge E. Campos. de la M.C. lrene Ledn y del
Biol. Gabriel Valencia.

A mis compafieros de laboratorio: Grethel Ramirez por su apoyo en fa preparacion de buffers y
diversas soluciones, las cuales facilitaron en gran medida mi trabajo. A Tofio Hernandez por
haberme ensefiado la técnica de electroforesis y haberme asesorado con algunos analisis
estadisticos. A Mauricio Cervantes principaimente por sus conversaciones, ya que estas junto a las
bromas de Grethel y Tofio hicieron mas llevadera ia vida en faboratorio.

A Jes(s Vargas por haberme facilitado su tiempo y computadora para ia elaboracién de fenogramas.

A Carofina Espinoza por resolver miles de problemas y tramites académicos, siempre de buen humor
y con la mejor disposicion.

A mi madre (Maria) y hermanos (Judith, Carlos y César) por brindarme siempre su apoyo y carifio.
También a mi tia (Socorro) y primas (Elena y Socorro) por sus consejos y ayuda incondicional, en fos
momentos dificiles.

Por dltimo, agradezco y dedico esta tesis a Cecilia Affonso por su paciencia, amor y sobre todo su
presion para titufarme.

Este trabajo fue realizado gracias a una beca de maestria del CONACYT {agosto de 1996 a junio de
1998}, asi como el apoyo econdmico oforgado por DGAPA proyecto PAPIIT IN-211997 y al apoyo
otorgado por la CONABIO al proyecto "Estructura genética y biologia reproductiva de Stenocereus
eruca; cactacea endémica amenazada de las planicies de Magdalena, B.C.S." dirigido por el Dr.
Francisco Molina Freaner.



INDICE
RESUMEN

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

FHOGENIa A8 CACIACEAS. ... ettt e bbb e o2 s
ESPECIACIAN. ... vttt et sn s st e b gt e
Genética de PODIACIONES...........ccviiiverr e e e e
Variacion geNGICA.......c.ccviiiiin i et et
FUBTZAS BVOIULIVES. ... s s sas b st b et st s en e r 10
Patrones de VAMNACION. ...t sttt et s e e

Genética de poblaciones del Desierto SOMOMENSE. ..o inrermrrenees s e e
Historia del Desierto SONOMBNSE. ... b et e e
Problemas @ @SIUAIAN............ccouiiuic e et ettt e e e er
OBJBHIVOS. ...t ettt sb bbb bRt b e b e
ESPECIE DE ESTUDIO. ...ttt et sests st sb st ants st ts et e anae s

DISCUSION. ...ttt rer st issnss s e e st e s ekttt nb e 1 st
Comparacién de la variacion genética de S. gummosus y S. eruca con ofras especies.......
Frecuencias aiélicas de S. QUMMOSUS Y S. BIUCA. ......coccovc e
Diferenciacion genética entre poblaciones de S. gummosusy S. eruca...........cocoevnnn.e.
Indices de fijacion F y estadisticos F de Weir y Cockerham de S. gummosusy S. eruca......
Especiacidn y movimientos migratorios de S. gummosus.... B
Factores historicos que :nﬂuyen en la variacion genética de S gummosus
Genética de la conservacion para las poblaciones de S. eruca...
Estructura clonal de S. gUMIMOSUS ¥ S. BIUCA............coumerenmrcnrecnssrneris s s e s
¢ Pueden ser los aitos niveles de endogamia producto de la clonafidad?.........c.cccccov.e...
OMGEN UE S. BIUCA.....coo ettt ettt n s 22 aatae s

CONCLUSIONES......c.oooi ittt st sssansssssns s e s sve s

LITERATURA CITADA ...ttt siscissss s sns s s sssss st st st bt sss s anss s 0 e a1

APENDICE 1.t it sn et as sttt aa s eab s et e s senn

APENDICE 2.t e et sttt e



RESUMEN

En este estudio se caracteriza la estructura genética de dos cactaceas columnares del
Desierto Sonorense estrechamente relacionadas: Stenocereus gummosus y S. eruca. La estructura
genética se caracterizé usando isoenzimas como marcadores. S. gummosus es una especie que se
reproduce sexual y clonalmente y presenta un patron de distribucion geografica disyunta que sugiere
movimientos de migracion de Baja California a Sonora. En cambio, S. eruca es una especie
endémica de las planicies de Magdalena, B.C.S, que presenta también ambas alternativas de
reproduccion. En este frabajo se puso a prueba la hipotesis de los movimientos migratorios de S.
gummosus y la hipdtesis de las relaciones filogenéticas entre S. gummosus y S. eruca propuestas
por Gibson {1989). Se evalud ademas, el estado actual de la estructura genética de S. eruca con la
finalidad de plantear algunas estrategias viables para su conservacion. E! analisis de las frecuencias
alélicas y los fenogramas de las poblaciones de S. gummosus apoyan parcialmente la hipotesis de
Gibson (1989) sobre el origen peninsular y fa colonizacion de la costa de Sonora a través de las islas
del goifo. De igual forma, el analisis de iscenzimas en ambas especies muestra que la composicion
alélica de S. eruca representa un subconjunto de la observada en S. gummosus y que las medidas
de variabilidad genética (%P y He) son mas altas en S. gummosus. Estos resultados sugieren que
ambas especies son filogenéticamente muy cercanas y apoyan la hipétesis de Gibson (1989) sobre
el origen reciente de S.eruca a partir de un ancestro similar a S. gummosus. Los niveles de
diferenciacion genética {6} fueron moderados (6 = 0.102 para S. gummosus y 6 = 0.069 para
S. eruca) mientras que la endogamia local fue relativamente alta {f = 0.608 para S. gummosus y
f=10.739 para S. eruca). También se caracterizé la esfructura clonal mediante indices de diversidad
genotipica. Se encontrd que la tasa de descubrimiento genotipica (G/N) promedio de S. gummosus y
S. erucafue de 0.72 y 0.54, respectivamente. Este resultado sugiere que ambas especies presentan
eventos de reproduccion sexual y vegetativa, e indica que S. eruca es mas clonal que S. gummosus.
Finalmente, el andlisis de fa variacion genética de las poblaciones de S. eruca sugieren que esta
especie no se encuentra depauperada genéticamente. Se propone una estrategia de conservacion
in-situ para la poblacion mas grande de la especie (Salinas) mediante su proteccion permanente y
una esfrategia ex—sifu para las poblaciones en riesgo inminente de extincion.



INTRODUCCION

La biologia evolutiva pretende describir y analizar la historia de la evolucidn y determinar
sus causas y mecanismos (Futuyma 1998). Esta disciplina ha sido historicamente dividida en dos
areas: la macroevoiucidn y la microevolucidn. La macroevolucion estudia la evolucién a gran
escala, como son el origen de nuevos drganos o de nuevos taxa (por arriba del nivel de especie),
basandose en el estudio del registro fosil. Por otro lado, la microevolucion estudia la evolucion en
una escala de tiempo ecologico analizando los cambios en las frecuencias génicas dentro de una
poblacion. La division convencional entre macro y microevolucion es la especiacion: los eventos
por debajo de este nivel se consideran como microevolutivos y por arriba de este nivel
corresponden a macroevolutivos (Ridley 1995). En esta introduccion se revisa brevemente los
escasos trabajos sobre la filogenia y especiacion de cactaceas para luego pasar al tema principal
de esta tesis: el estudio de la estructura genética, el cual se encuentra inmerso en el contexto de
la microevolucion.

Filogenia de cactaceas

La clasificacion taxondémica de las cactaceas ha despertado gran interés desde la época
de la colonia (Bravo 1978). Estas clasificaciones han ido modificAndose con el transcurso del
tierpo, desde las primeras divisiones genéricas propuestas por Miller en 1798 {en Bravo 1978),
hasta las de Buxbaum (1958) y Britton y Rose {1963) realizadas con caracteres morfoldgicos.
Recientemente algunas de las ideas filogenéticas dentro de la familia han sido analizadas
usando caracteres molecutares (Wallace 1995).

Estudios recientes en sisteméatica molecular han identificado una inversién en el ADN
del cloroplasto de aproximadamente 6 kilo bases (Kb) en la region de la copia sencilla grande en
la familia Cactaceae. Esta rara inversion representa un caracter filogenético dtil que han
permitido inferir el origen monofilético de la familia y contradicen la posible relacion filogenética
entre familias del orden Caryophyllales (Portulacaceae, Didietiaceae, Basellaceae, Aizoaceae,
Phytolaccaceae y Nyctaginaceae) sugerida por Rodman et al. (1984) con la familia Cactaceae
(Cota y Wallace 1996).

La familia Cactaceae fue dividida por Buxbaum (1958} en tres subfamilias:
Pereskioideae, Opuntiodeae y Cacfoideae. Los estudios comparativos de las secuencias del
gene cloroplastico rbcL han aportado evidencia que apoyan la idea de que las subfamilias
Opuntiodeae y Cactoideae son monofiléticas. Sin embargo, el origen monofilético de Ia
subfamilia Pereskioideae no esta bien comprobado y necesita ser reevaluado (Wallace 1995).

Buxbaum (en Gibson 1988) establecié dentro de la subfamilia Cactoideae a la tribu
Pachycereeae. Gibson y Horak (1978) sugieren que la fribu Pachycereeae esta cercanamente

relacionada a especies del género Armatocereus (de la tribu Lepfocereeae) de Centro América.
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Estudios recientes realizados por Cota y Wallace (1997) usando sitios de restriccion en el ADN
del cloroplasto apoyan la idea de que la tribu Pachycerceae es monofilética.

Buxbaum (en Gibson 1988) reconocié ademas a cuatro grupos dentro de la tribu
Pachycereeae, conformados por las subtribus: Pterocereinae, Myrtillocactinae, Pachycereinae y
Stenocereinae. Basandose en datos bioguimicos y morfologicos, Gibson y Horak (1978)
propusieron que las subtribus Pachycereinae y Stenocereinae tenian un origen monofilético. Los
resuitados obtenidos por Cota y Wallace (1997) aportan evidencia que permiten reconocer como
monofiléticas a estas subtribus.

Recientemente, Cornejo y Simpson (1997) construyeron una filogenia de la tribu
Pachycereeae (Fig. 1) basandose principalmente en trabajos realizados por Arthur Gibson con
caracteres morfoldgicos. Esta filogenia incluye a 47 especies de las 68 especies generalmente
reconocidas para la tribu Pachycereeae. Aln cuando esta filogenia no esta completamente
resuelta, ni incluye informacién de la longitud de las ramas, concuerda en topologia con la
filogenia desarrollada por Wallace (ver Comejo y Simpson 1997). En esta filogenia se puede
apreciar como las especies de estudio en esta tesis, Stenocereus gummosus y S. eruca, estan
cercanamente relacionadas y estas a su vez, estan cercanas a S. freleaseiy S. stellatus.
Especiacién

La especiacién es el proceso evolutivo que da origen a nuevas especies. El estudio de
los procesos de especiacion se ha enfocado principalmente al analisis de los mecanismos de
aislamiento reproductive y poco a la determinacién de los cambios morfologicos y genéticos
propios del proceso de formacion de especies (Rice y Hoester 1993). La especiacién es
considerada como la clave para la comprensidn de los procesos evolutivos (Templeton 1981),
debido a que este proceso subyace al origen de la diversidad (Futuyma 1998). Sin embargo, el
estudio de la especiacion presenta serios problemas, tales como la dificultad para realizar trabajo
experimental, la complejidad de! material y la escala de tiempo involucrada (Barton y
Charlesworth 1984).

Un mecanismo universalmente aceptado de formacion de especies es la especiacion
alopétrica (Templeton 1981; Futuyma 1998). La condicion bésica para que ésta opere, es que
una poblacion debe ser separada por una barrera geogréfica. Las poblaciones fragmentadas iran
acumulando diferencias genéticas a fravés del tiempo, desarrollando distintos sistemas de
reconocimiento y adaptacion ocal hasta que se conviertan en diferentes especies. Se considera
que la especiacion alopétrica es el principal modo de especiacién que se da en fa mayoria de las
plantas y animales (Hartl y Clark 1989).
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Fig. 1.- Filogenia de la tribu Pachycereae. Los puntos en las uniones de la topografia
filogenética identifica los 21 nodos ancestrales usados en la fransformacion filogenética (Tomado
de Cornejo y Simpson 1997).

Gibson y Nobel (1986) proponen que este modo de especiacion es probablemente el
mas importante en la familia Cactaceae. Estos autores sugieren que este mecanismo de
especiacion alopatrico fue importante en el origen de tres especieé del género Stenocereus (S.
standleyi, S. kerberi y S. alamosensis) de un ancestro coman similar a miembros del género
Rathbunia que involucré una seleccién de ia morfologia floral por polinizadores. El primer



escenario involucra ia divergencia de S. standleyi de las Rathbunias debido probablemente a
una separacion geogréfica de las especies y a una seleccion de la morfologia floral de acuerdo a
formas diferentes de polinizacion.

Bajo el modelo propuesto por Gibson y Nobel (1986) el segundo escenario involucra un
ancestro de las Rathbunias polinizado por esfingidos, el cual dio origen a S. alamosensis de
Sinaloa y Sonoray a S. kerberi del eje neovolcanico ambas especies polinizadas por colibries.

Otro ejemplo de especiacion alopétrica es el propuesto por Gibson (1989) que invoiucra
a una de nuestras especies de estudio: S. gummosus. Dicho autor propone que ésta se origind
probablemente a partir de un ancestro similar a S. steffatus (actualmente distribuido en el Valle
de Tehuacan) debido a la separacion fisica que se produjo entre Baja California y el continente
hace alrededor de 5 millones de afios (M.a). Al separarse Baja California se cre6 una barrera
geogréafica que ocasiond que el ancestro similar a S. stellatus especiara a S. gummosus.

La especiacion simpétrica es otro de los mecanismos de especiacion (Templeton 1981;
Futuyma 1998). En este modelo, las especies se originan o divergen sin que exista una barrera
geografica que separe a la poblacion original. El factor mas importante que se ha identificado
como causante de este tipo de especiacion es la segregacion ecologica.

La poliploidia es un fenémeno que puede funcionar como mecanismo de especiacion.
Este fendmeno es reconocido mundialmente debido a que es el Unico modo de especiacion
instantanea que involucra eventos genéticos que acurren en un solo individuo (Futuyma 1998).
La poliploidia se caracteriza por el incremento en el niimero de cromosomas. Este mecanismo de
especiacion estd ampliamente distribuido en las angiospermas, donde mas del 50% de las
especies son poliploides (Grant 1971; Futuyma 1998). Los poliploides naturales estan en un
continuum entre dos extremos llamados autopoliploidia v alopoliploidia (Futuyma 1998). Las
plantas autopoliploides son poliploides derivados de la unién de gametos de individuos genética
y cromosomicamente compatibles que provienen de la misma especie. En cambio, las plantas
alopoliploides son poliploides derivados de dos ancestros de especies diferentes que forman
hibridos; estos hibridos son parcialmente estériles debido a incompatibilidad genética y
cromosomica (Futuyma 1998).

En las subfamilias Pereskioideae y Cactoideae se considera que la poliploidia es un
mecanismo de formacién de especies poco importante, ya que menos del 12% de las especies
de estas subfamilias son poliploides (Pinkava et al. 1985). Sin embargo, en la subfamilia
Opuntiodeae se cree que la poliploidia es un modo de especiacion muy importante, ya que mas
del 60% de las especies son poliploides (Pinkava ef al. 1985).



Genética de Poblaciones

Fl estudio de la genética de poblaciones esta enmarcado dentro de la microevolucion. La
genética de poblaciones es, junto con la ecologia, una de las pocas disciplinas bioldgicas que
cuentan tanto con un desarrollo tedrico como con uno observacional o empirico{Lewontin 1974).

La genética de poblaciones trata de explicar, en términos cuantitativos y predictivos, el
proceso de adaptacion (Eguiarte 1988, 1990; Hartl y Clark 1989), y ayuda a comprender el
proceso de especiacion (Harti y Clark 1989; Futuyma 1998). Los genetistas de poblaciones han
definido la evolucion como el cambio sucesivo en las frecuencias alélicas en una poblacion. Por
lo tanto, cualquier fuerza o fenémeno que haga que cambien estas frecuencias, genera evolucion
(Eguiarte 1988). Este cambio en las frecuencias alélicas puede producir un incremento en la
adaptacion de los organismos al ambiente en donde se encuentran (Eguiarte 1988; Hartl y Clark
1989).

La manera como se distribuye la variacion genética dentro y entre poblaciones de la
misma especie conslituye su estructura genética. Describir la estructura genética de las
poblaciones de organismos es el paso previo para entender qué fuerzas evolutivas han
prevalecido en la evolucion de estas poblaciones (Loveless y Hamrick 1984).

Variacion Genética

El estudio moderno de los procesos evolutivos esta basado en comprender los niveles
de variacion genética, los procesos por los cuales ésta se origina y los factores que alteran fos
patrones de variacion en las poblaciones (Futuyma 1998). Las técnicas de la biologia molecular
desarrolladas a partir de los afios 60°s han permitido observar una gran variabilidad genética en
poblaciones naturales (Lenay 1994; Hartl y Clark 1989). El procedimiento mas utilizado para
estimar niveles de variacion ha sido principalmente la electroforesis de proteinas (Eguiarte v
Pifiero 1990; Hartl y Clark 1989, Leberg 1992).

Esta técnica puede detectar algunas diferencias en la secuencia de nucledtidos cuando
ésta tiene efectos en la substitucion de uno o varios aminoécidos y éstos a su vez, en la
estructura finat de la proteina. Las diferencias en la composicion de aminoacidos de las proteinas
se pueden detectar por diferencias en polaridad y peso al aplicarsele una corriente eléctrica.
Ciertas substituciones de aminoacidos alteran la carga neta de la proteing, lo que genera
variantes (alelos) que pueden ser distinguidos por su movilidad electroforética. En el caso de que
todos los individuos analizados presenten la misma movilidad electroforética, se considera que el
gen (locus) es monomorfico. Si, por el contrario, la movilidad varia, se considera al locus
polimérfico, en el que pueden distinguirse genotipos homacigos y heterdcigos (Hedrick 1985;
Futuyma 1998).



Fuerzas Evolutivas

La interpretacion de la variacion genética en las poblaciones de organismos diploides se
fundamenta en el principio de Hardy-Weinberg, el cual establece gue en poblaciones panmiticas
y en ausencia de fuerzas evolutivas como seleccién natural, migracién, deriva génica,
endogamia y mutacidn, las frecuencias alélicas permanecen constantes de generacion a
generacion (Hedrick 1985; Hartl y Clark 1989). Si se cumplen los supuestos de Hardy-
Weinberg, las frecuencias de aielos y/o genotipos permanecen constantes y no hay evoiucion
(Eguiarte 1988; Futuyma 1998).

La seleccién natural es basicamente un proceso que ocurre cuando existe una
sobrevivencia y reproduccion diferencial de genotipos; es decir, cuando los genotipos difieren en
su habilidad para sobrevivir y reproducirse en un ambiente. Como resultado de ésto, las
frecuencias de alelos pueden cambiar gradualmente o permanecer estables, promoviendo una
mayor adaptacion al ambiente (Harti y Clark 1989).

La deriva génica es una fuerza que cambia las frecuencias alélicas simplemente por
errores de muestreo durante la transmisién de genes de una generacion a otra. Entre mas
pequefia sea la poblacion, mas drasticos pueden ser estos errores de muestreo y con mayor
rapidez pueden cambiar las frecuencias alélicas. Este proceso reduce la variacion genética
(medida por la frecuencia de heterdcigos) dentro de las poblaciones pequefias y puede
ocasionar eventualmente que se fijen o pierdan alelos {Eguiarte 1988, Haril y Clark 1989). La
dispersion de las frecuencias génicas producida en la deriva es mayor cuando el nimero de
individuos es muy reducido y, por lo tanto, la deriva puede considerarse de importancia en todas
las poblaciones naturales cuyo tamafio es pequefio y/o en poblaciones que han pasado por un
cuello de botella (Hartl y Clark 1989; Futuyma 1998). La deriva génica se asemeja
considerablemente a la endogamia, en el sentido de que en ambos casos se produce una
deficiencia de heterécigos (Eguiarte 1988; Futuyma 1998).

La endogamia es un fendmeno que reduce la frecuencia de heterdcigos e incrementa la
frecuencia de homécigos dentro de una poblacién (Eguiarte 1988; Hartl y Clark 1989; Futuyma
1998). Los efectos de la endogamia en las frecuencias genotipicas son especialmente evidentes
en especies de plantas que se autopolinizan, ya que la autopolinizacion reduce la heterocigosis
(Futuyma 1998). La endogamia puede ser ocasionada también por cruzas entre parientes
causada por tamafios efectivos pequefios en poblaciones naturales (Elistrand y Ellam 1993).

La migracion o flujo génico puede contrarrestar los efectos de la deriva génica, debido a
que la migracion tiene un fuerte efecto homogenizador entre las distintas poblaciones y si esta
continda por mucho tiempo, eventualmente las poblaciones quedaran idénticas (Eguiarte 1988;

Futuyma 1998). Este proceso depende de dos cosas: a) la tasa de migracién (m), definida como



la proporcion de inmigrantes que liegan ala pobiacian; y b) la frecuencia alélica de los individuos
migrantes. E! flujo génico puede aumentar la variabilidad genética existente en una poblacion y
dicha variacion puede ser importante desde el punio de vista selectivo. Sin embargo, la
migracion puede infroducir genes adaptados a otras condiciones y en consecuencia disminuir 1a
adaptacion promedio de la poblacion (Eguiarte 1988; Slatkin 1987).

El movimiento de genes entre poblaciones fiene una influencia significativa sobre la
estructura genética de las mismas. Las altas tasas de flujo génico incrementan los tamafos
efectivos de poblacion y reducen fa diferenciacion genética entre poblaciones, que podria darse
por procesos de deriva génica o seleccion. De esta forma, las especies con mayor flujo génico
muestran una menor diferenciacion entre poblaciones que las especies con un flujo génico
restringido (Hamrick 1989).

1 .a mutacién es una fuerza evolutiva muy importante, ya que es la fuente original de fa
variacion. Sin embargo, las tasas de mutacion en la naturaleza son muy bajas: en promedio un
locus presenta una tasa cercana a 10 a 10% mutaciones por gameto por generacion, mientras
que la tasa de mutacion promedio para pares de bases es de aproximadamente 10, Se
considera que la mutacién es una fuerza que produce pocos cambios en las frecuencias alélicas
(Equiarte 1988; Futuyma 1998).

Patrones de variacion

Se han observado diversos patrones de variacion asociados con caracteres ecoldgicos y
de historia de vida de las especies que repercuten en la estructura genética de las poblaciones
(Loveless y Hamvick 1984; Hamrick 1989). Entre los factores ecologicos mas importantes
podemos mencionar. sistemas reproductivos, morfologia floral, mecanismos de polinizacion,
dispersion de semillas, ciclo de vida y area geogréfica de distribucion {Loveless Y Hamrick 1984).
Por ejemplo, se conace que las especies lefiosas presentan una mayor variacion genética entre
poblaciones que las herbaceas (Hamrick 1989; Hamiick et al. 1992) y que las especies
polinizadas por viento presentan un indice de polimorfismo y variacion mayor que aquellas
polinizadas por animales (Hamrick et al. 1979; Loveless y Hamrick 1984).

Uno de los enfoques que ha sido usado para estudiar el efecto de caracteristicas
ecolégicas sobre la estructura genética de poblaciones de plantas es la comparacion de
especies del mismo genero que difieren en uno o mas atributos ecolégicos(Loveless y Hamrick
1984: Hamrick 1989). Aunque con fimitaciones, este enfoque ha permitido establecer algunas
generalidades sobre la influencia de caracteristicas ecologicas y de historia de vida en la
estructura genética. Debido a la relevancia de las especies estudiadas en esta tesis, aqui se
discuten cuatro caracteristicas ecoldgicas que son: a) comparaciones entre especies de

reproduccion exclusivamente sexual contra especies de reproduccion sexual y asexual; b)



comparaciones entre especies con habitat restringido contra especies con amplia distribucion; c)
comparaciones de poblaciones (o especies) de islas contra poblaciones (0 especies)
continentales y d) comparaciones entre especies que se supone se originaron recientemente
contra especies que se supone son ancestrales.

Reproduccion Sexual vs. Sexual/Asexual

La reproduccion es el mecanismo que permite la perpetuacion de las especies a través
de una sucesion de generaciones y un periodo proiongado de tiempo (Grant 1971). La
reproduccion sexual involucra la formacion y fusion de gametos; en cambio la reproduccion
asexual no necesariamente presenta formacién de gametos e involucra una gran gama de
estructuras vegetativas.

Existen dos tipos de reproduccion asexual (Silander 1985): la agamospermia, que es
cuando se producen semillas o embriones sin fertifizacion y fa reproduccion vegetativa o clonal,
la cual involucra la reproduccion a través de estructuras vegetativas tales como rizomas,
estolones, chupones, vastagos y bulbiltos (Grant 1971; Silander 1985).

Aln cuando las especies con reproduccion asexual han sido poco estudiadas desde un
punto de vista genético, se ha observado que estas mantienen mas ¢ menos los mismos niveles
de diversidad genética que las especies con reproduccion sexual {Ellstrand y Roose 1987,
Hamrick y Godt 1989; Parker y Hamrick 1992). Por ejemplo, las especies de larga vida de
estados sucesionales tardios que se reproducen sexual y asexualmente, muestran una
tendencia a fener mayor variabilidad dentro de sus poblaciones y menor subdivision poblacional
que las especies con reproduccion exclusivamente sexual (Loveless y Hamrick 1984; Hamrick y
Godt 1989).

Existen pocos estudios comparativos de variacion genética entre poblaciones sexuales y
asexuales dentro de la misma especie ¢ entre especies relacionadas cercanamente. Por
ejemplo, Usberti y Jain (1978) compararon poblaciones sexuales y asexuales de Panicum
maximum y encontraron pocas diferencias en variacion genética entre ellas. Por ofra parte,
Breese y Hayward (en Silander 1985) demostraron que existe mayor variacién genética en
poblaciones asexuales de algunas especies de pastos que en especies predominantemente
sexuales.

Sin embargo, estudios recientes en plantas clonales han demostrado que estas en
general, tienen una estructura genética constituida por un mosaice de clones donde cada una de
las poblaciones pareciera ser Unica en su composicion genética y ello podria tener implicaciones
adaptativas y ser importantes en el contexto evolutivo de las especies clonales (Alper ef al. 1993;

Lokker ef al. 1994). Si la especie no presenta muchos eventos recombinatorios, 1a variabilidad



genética clonal puede ocasionar una disminucion en la carga genética por un lado, y garantizar
el mantenimiento de cierta diversidad genética por otro (Bayer 1991).

El supuesto de que las especies clonales presenfan menores niveles de variacion
genética es probable que se deba a la escasa evidencia empirica de que se dispone. Las
diferencias en variacion genética entre poblaciones sexuales y asexuales pueden ser debidas a
otros factores tales como diferencias en los sistemas reproductivos, caracteristicas ecologicas de
la pobiacion, régimen de seleccion u otros factores (ver Silander 1985).

Distribucién amplia y restringida

Estudios comparativos con especies de plantas que presentan areas de distribucion
geografica de tamafios contrastantes muestran que las especies con una distribucion restringida,
tales como las endémicas (Kruckeberg y Rabinowitz 1985; Hamrick y Godt 1989) o las especies
que han pasado recientemente por un cuello de botella (Eguiarte y Pifiero 1990), presentan por
lo general bajos niveles de diversidad genética comparadas con especies ampliamente
distribuidas (Karron 1987; Waller ef al. 1987). Sin embargo, en estos casos no es posible saber
si la especificidad en el habitat es una causa o una consecuencia de los bajos niveles de
variacion genética. Diversos autores opinan que los factores histdricos pueden explicar de mejor
manera los niveles de variacion de especies con diferentes tipos de distribucion geografica
(Hamrick et al. 1979). Por el contrario, otros como Primack (1980) sugieren que las especies
restringidas en ocasiones tienen una mayor variacion genética dentro de sus poblaciones que
especies de amplia distribucién, ya que estas pueden tener una dispersion restringida de
semillas y adaptaciones locales al ambiente, factores que contribuyen a que una poblacion sea
genéticamente heterogénea.

A pesar de que son pocos los estudios comparativos entre especies cercanas
flogenéticamente y con distribuciones geogréficas contrastantes, se ha observado que el patrn
encontrado generalmente es el de una mayor diversidad genética en especies ampliamente
distribuidas con relacion a especies de habitat restringido (Karron 1987). Por ejempio, Pleasants
y Wendel {1989) encontraron que la especie Erythronium afbidum presenta mayor diversidad
genética que la especie endémica E. propuffans. Sin embargo, existen excepciones en las que
se observa mayor variacion genética en especies con distribucion restringida, como por ejemplo
en ef estudio realizado por Sytsma y Schaal (1985) con cuatro especies de habitat restringido y
una de amplia distribucién del género Lisianthius. Ellos encontraron que las especies restringidas
presentaban una mayor variabilidad en términos de polimorfismo y numero de alelos por locus,
con respecto a Ja especie de amplia distribucion en la que no se detecté variacion en ninguno de

los loci analizados.




Islas y Continentes

Los estudios comparativos de poblaciones continentales y de islas pueden proveer
informacion valiosa de procesos ecoldgicos y evolutivos involucrades en la colonizacion de islas
(Affre et al. 1997). Frankham (1997) encontrd que la gran mayoria de las poblaciones de islas
estudiadas (165 de 202) presentan bajos niveles de variacidén genética en comparacion con sus
contrapartes continentales.

De acuerdo a Jaenike (1973} y Frankham (1997} estas diferencias en variaciéon genética
entre istas y continentes pueden ser determinadas por el niimero de fundadores, tamaro de la
poblacion después de la fundacion, por las tasas de inmigracion y nuevas mutaciones. Por ofra
parte, estas diferencias en variacion pueden ser debidas al tamafio de la isla, tasas de dispersion
y distancia de la isla al continente (Jaenike 1973; Frankham 1997). Los casos en que las islas
presentan mayor variabilidad son cuando las poblaciones continentales son derivadas de
poblaciones de islas (Tsumura y Ohba 1993 en Frankham 1997), cuando las poblaciones de
islas son mas grandes que las continentales (Chung 1994 en Frankham 1997) o cuando ocurren
eventos de especiacion en las islas (Giddings et al. 1989 en Frankham 1997).

Especie derivada y ancestral

En los Ultimos afios, se ha visto que los datos moleculares son importantes para inferir
relaciones filogenéticas, debido a que algunos de ellos (ie. secuencias de ADN) pueden
proporcionar mas caracteres y mas informacion que los datos morfologicos (especialmente para
especies morfologicamente muy similares).

La variacion genética dentro y entre poblaciones de dos especies nos permite conocer el
grado de divergencia entre ellas. Esta divergencia genética puede ser estimada a través de los
parametros que se usan para describir la estructura genética (Gottlieh 1973a). Este mismo autor
sugiere que si una especie ha sido derivada recientemente de ofra, uno puede esperar: 1) que
ambos taxa exhiban alta similaridad isoenzimatica; 2) que la especie derivada contenga un
subconjunto de ia variacion genética de su supuesto progenitor; 3) que el supuesto progenitor
contenga ciertos alelos (probablemente presentes en bajas frecuencias) no presentes en la
especie derivada; y 4) que la especie derivada contenga uno o pocos alelos Ginicos debido al
tiempo insuficiente para acumular nuevas mufaciones que generaran variacion en la especie.

Crawford y Smith (1982) realizaron un estudio con Coreopsis nuecensoides y C.
nuecensis, especies supuestamente relacionadas como progenitor y derivada, con base en
caracteristicas morfologicas y cromosdmicas. Elios encontraron que C. nuecensis es menos
variable que su supuesto progenitor. Ademas, el supuesto progenitor posee alelos adicionales
que no estan incorporados en la especie derivada y la proporcion de loci heterocigos por
individuo es de 0.083 en C. nuecensis mientras que en C. nuecensoides es de 0.153. Este tipo
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de evidencia ha sido interpretada como un indicio de que la especie derivada es menos variable
genéticamente que su supuesto progenitor.

los resultados obtenidos por Crawford y Smith (1982) son en general similares a los
reportados para pares de especies que se suponen estan relacionadas como progenitora y
derivada en los géneros Carkia (Gottlieb 1973a, 1974), Stephanomeria (Gottlieb 1973b), Gaura
{Gottlieb y Pilz 1976} y Erythronium (Pleasants y Wendel 1989).

Genética de la Conservacién

La diversidad del planeta esta siendo reducida de una forma acelerada como
consecuencia directa o indirecta de las diferentes acciones humanas (Frankham 1995). La
accidén antropogénica que tiene un impacto directo sobre la abundancia de los individuos en
poblaciones naturales puede estar ocasionando una pérdida de la variacién genética por
endogamia y deriva génica, lo cual hace a las especies vulnerables a la extincidn (Barrett y Kohn
1991; Equiarte ef al. 1992).

En la dltima década ha surgido un gran interés en la biologia de la conservacion
considerando criterios genéticos para la conservacion de las poblaciones como la
heterocigosidad y diversidad alélica. Diversos investigadores sugieren que la heterocigosidad es
més importante, ya que representa el potencial evolutivo, mientras que ofros opinan que es
necesario mantener la diversidad alélica. Sin embargo, aunque la diversidad alélica y la
heterocigdsis estan estrechamente relacionadas, cuando las poblaciones pasan a fravés de un
cuello de botella la diversidad alélica resulta mas afectada que la heterocigosis (Frankham
1995). Consecuentemente, los estudios de genética de poblaciones pueden ser una herramienta
util para decidir el nimero de individuos por poblacion y el nimero de poblaciones que se deben
muestrear para conservacion en bancos de germoplasma o reintroducciones, asi como para
determinar cuéles son las poblaciones criticas para conservacion in-situ y delimitacion de areas
protegidas (Lande 1988).

Genética de poblaciones en el Desierto Sonorense

Los desiertos constituyen uno de los ecosistemas de més amplia distribucién en nuestro
planeta, cubriendo alrededor del 30% de la superficie terrestre (Kigel 1995). El estudio de la flora
y fauna de los desiertos ha mostrado que son lugares con alta diversidad biologica (Polis 1991}
y que se caracterizan por presentar un alto porcentaje de endemismos (Bravo y Scheinvar 1995).
Pese a su importancia, los desiertos han recibido poca atencién en estudios de tipo genético
poblacional en comparacion con ambientes templados y tropicales.

El Desierto Sonorense no ha sido la excepcion, ya que los trabajos realizados en esta
regién son escasos. Parker y Hamrick {1992) estudiaron la estructura genética de Lophocereus
schottii. Ellos encontraron valores altos de diversidad genética (He = 0.145), similares a los
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encontrados por Hamrick y Godt (1989) para especies con caracteristicas ecologicas similares.
Sus resultados sugieren que la presencia de ambos tipos de reproduccion (sexual y asexual) ha
sido importantes para el mantenimiento de la diversidad genética de la especie. En ofro trabajo,
Schuster et al. (1994) estudiaron la estructura genética de cuatro especies perennes del Desierto
Sonorense (Encelia farinosa, Larrea tridentata, Gutierrezia microchephala y Coleogyne
ramosissima). En este estudio se obtuvieron valores de He promedio para todas las especies de
0.173, que son comparables o mayores a los reportados por Hamrick y Godt (1989) para
especies con caracteristicas ecologicas similares, Estos resultados indican que en las especies
de zonas aridas pueden encontrarse niveles altos de variacion génica, comparables a otros
ecosistemas. En los (ltimos afios, el grupo de trabajo de Hamrick y Fleming (Hamrick ef al.
2000) ha venido estudiando la estructura genética de cuatro cactaceas columnares del Desierto
Sonorense (Carnegiea gigantea, Lophocereus schottii, Pachycereus pringlei y Stenocereus
thurberi). Uno de los resultados méas importantes de este trabajo es que los niveles de
diferenciacidon genética entre poblaciones son mayores para especies polinizadas por insectos
(L. schoftii que tiene valores de Gsr=0.242), que para especies polinizadas por murciélagos y
aves (como en C. gigantea, P. pringlei y S. thurberi que presentan valores de Gsr de 0.075,
0.076 y 0.112 respectivamente).

En otros estudios realizados con plantas en el Desierto Sonorense, Neel et. al. (1996)
evaluaron la diferenciacién de un taxon supuestamente raro de Echinocereus engelmanii var.
munzii, y la de ofras variedades comunes de la misma especie. Aunque obtuvieron una
variabilidad intrapoblacional substancial, no encontraron ninguna diferencia isoenzimética
importante entre las poblaciones muestreadas. Recientemente Navarro (1999) realizé un trabajo
sobre fa estructura genética y procesos de especiacion de Agave cerulata y A. subsimplex
utiizando RAPD’s, enconfrando que ambas especies de Agaves presentan altos niveles de
heterocigdsis esperada (0.181 y 0.143 para A. cerufata y A. subsimplex, respectivamente).
Gonzalez (1999) realizé un trabajo similar con Agave deserti, y enconitré que esta especie
presenta también altos valores de heterocigosis esperada (0.210).

Historia del Desierto Sonorense

El Desierto Sonorense es uno de los biomas mas jovenes de Norte América, resultado
de cambios climéaticos hacia climas mas secos ocurridos durante el Mioceno Tardio hace unos 8
a 15 millones de affos (M.a.). Durante este periodo se desarrollé la vegetacién desértica en
Norteamerica y particularmente la del Desierto Sonorense (Van Devender 1998). Evidencias
obtenidas de registros fosiles documentan que la vegetacion en el noroeste de México durante el

Oligoceno medio y tardio era tropical, de selva baja caducifolia (Van Devender 1998).
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Por otra parte, estudios de paleovegetacion realizados en diversas zonas del Desierto
Sonorense, muestran que Ia extension de este desierto no fue siempre la misma y sugieren que
en cada uno de los 15-20 periodos glacial-interglacial del Pleistoceno ocurrieron cambios
secuenciales en la vegetacion (Van Devender 1997). Por ejemplo, en Catavifia y San Femando,
en Baja California, se han registrado bosques de pinos-juniperos y chaparral en el Wisconsiano
Tardio y junipero y chaparral en el Holoceno temprano seguido de la vegetacion desértica
moderna (Van Devender 1997; Pefialba y Van Devender 1998). Asimismo, registros obtenidos
en las montafias de Puerto Blanco en Arizona indican que ias especies Carnegiea gigantea y
Encelia farinosa se reinstalaron tras una migracion desde Sonora, poco después del inicio del
presente periodo interglaciar (el Holoceno), hace alrededor de 11,000 afios (Van Devender
1998).

El matorral del Desierto Sonorense se formé hace cerca de 9,000 afios con la
desaparicion de los dltimos pinos y juniperos € incluso la fisionomia actual del matorral es
relativamente moderna, formada hace cerca de 4,500 afios con la instalacién de Cercidium
microphyllum, Olneya tesota y Stenocereus thurberi (Van Devender 1998).

Otro capitulo importante en la historia del Desierto Sonorense es la separacion de la
peninsula de Baja California del continente. La formacion del Golfo de California transformé
radicalmente la geografia del noroeste de Méxica en los (ltimos 5 a 12 M.a. como resultado del
choque entre las placas tecténicas del Pacifico, de Norteamérica y la de Rivera (Lonsdale 1989;
Garcia 1997). Originaimente la peninsula se encontraba unida al continente a 480 Km al sureste
de su posicién actual, sobre el margen continental de Jalisco (Garcia 1997). Posterior a la
separacion de la peninsula se di¢ la formacion de diversas islas producto de transgresiones
marinas o de eventos tectdnicos. Islas como San Lorenzo Sur, San Esteban y Tiburon se
formaron hace 2-3.3 M.a. (Gastil ef al. 1983; Lonsdale 1989). De acuerdo a Cody et al. (1983)
estas islas han funcionado como un puente para la migracion de especies procedentes de la
peninsula de Baja California a Sonora y viceversa.

Los cambios climaticos y eventos geologicos que marcaron al continente
Norteamericano en el Mioceno Tardio sugieren eventos de especiacion de muchas de las
plantas desérticas antes y durante la formacion del Desierto Sonorense (Van Devender 1998). La
formacion de nuevas especies durante el periodo de separacion de Baja California del continente
(5a12 M.a), es parcialmente compatible con la escala de tiempo promedio de permanencia de
las especies en el registro fosil, aproximadamente de 3 a 3.5 M.a. (Niklas 1997; Futuyma 1998).

El conocimiento de la historia de la vegetacion y de los eventos geoldgicos que marcaron
la configuracion particular de los ecosistemas del noroeste de México, hace del Desierto

Sonorense un excelente escenario para someter a prueba diversos modelos sobre el efecto de
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una barrera geografica (golfo de California) sobre la estructura y diferenciacion genética de
poblaciones de plantas.
Problemas a estudiar

En este trabajo se caracteriza la estructura genética de dos cactaceas columnares
estrechamente relacionadas entre si, Stenocereus gummosus y S. eruca por medio de un
analisis de isoenzimas. Este par de especies proveen de una excelente oportunidad para
examinar los efectos del habito clonal, el area de distribucién y los posibles efectos de fundador
en la estructura genética de ambas especies.

S. gummosus (Fig. 2) es una especie con reproduccion sexual y asexual, que presenta
un patrén de distribucion geografica que sugiere movimientos de migracion, dado que esta
ampliamente distribuida en casi toda la peninsula de Baja California, esta presente en la mayoria
de las islas del Golfo de California y de manera muy restringida a la costa del estado de Sonora
entre Bahia Kino y Desemboque (Fig. 3). Este patrén de distribucion sugiere que esta especie
migro de Baja California a Sonora a través de las islas, tal como lo propone Gibson (1989). Por
otro lado, S. eruca (Fig. 4) es una especie endémica de una pequefia region de B.C.S., la cual
se supone que se reproduce predominantemente por Ia via asexual y que tiene una distribucion
restringida a las Planicies de Magdalena, B.C.S. {Fig. 5).

Un primer objetivo de este frabajo es el examinar la variacion genética en ambas
especies para investigar las relaciones filogenéticas entre S. gummosus y S. eruca. Una
caracteristica que comparten casi todas las especies del género Stenocereus es el habito erecto
0 semierecto de sus tallos. S. gummosus presenta tallos semierectos (Fig. 2), mientras que S.
eruca ha perdido este habito sustituyéndolo por uno rastrero (Fig. 4). De acuerdo a un analisis
hecho con caracteres morfoldgicos y quimicos de S. gummosus y S. eruca, Gibson (1989)
propone que S. ertica es una especie derivada recientemente de un ancestro similar a S.
gummosus. La evidencia generada a partir de isoenzimas nos permitira poner a prueba esta
hipdtesis, comparando la composicién alélica y los niveles de variacion genética de ambas
especies. Diversos estudios han demostrado que las medidas de variabilidad genética
{Heterocigosis esperada y polimorfismos) son menores en la especie derivada, y que la
composicion alélica de esta especie es un subconjunto de la composicion alélica del supuesto
ancestro (Gottlieb 1973a, 1973b, 1974; Gotilieb y Pilz 1976; Crawford y Smith 1982; Pleasants y
Wendel 1989). Si |a hipotesis de Gibson (1989) es correcta, en este trabajo esperamos encontrar
un patron de diversidad genética y alélica similar al encontrado entre pares de especies
supuestamente relacionadas como progenitora y derivada.

Un segundo objetivo es evaluar la hipotesis propuesta por Gibson (1989) sobre el origen
y los movimientos migratorios de S. gummosus y sus consecuencias en la estructura genética.
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Con base en caracteres morfolagicos y quimicos, Gibson (1989) sugiere que la especie mas
cercana de S. gummosus es un Sfenocereus que actualmente se encuentra en Tehuacan (S.
stellatus), y que supuestamente estuvo distribuido por el Pacifico Mexicano. El escenario
propuesto por este autor es que S. gummosus se origind de un ancestro parecido a S. stellatus,
a través de un proceso de especiacion alopatrico ocurrido durante la separacion de Baja
California del continente y posteriormente migré hacia Sonora a través de las islas del Golfo de
California. Si lo propuesto por Gibson es correcto, se espera encontrar una estructura genética
que refleje esta historia de colonizacion: una mayor diversidad y variacion genética en la parte
sur de fa Peninsuia de Baja California y muy poca diversidad y variacién genética en Sonora,
debido a los posibles eventos de fundador asociades a la colonizacion.

El tercer objetivo es evaluar la diversidad clonal dentro de las poblaciones de S.
gummosus y S. eruca. Este par de especies presentan ambos tipos de reproduccion {sexual y
vegetativa), lo que permite realizar un estudio comparativo entre especies cercanas
filogenéticamente.

El dltimo objetivo de este estudio es evaluar el estado actual de la estructura genética de
S. eruca, especie amenazada y endémica de una region de B.C.S. incluida en la Norma Oficial
Mexicana (NOMO059 1994). Esta especie, ofrece una excelente oportunidad para evaluar Ia
relacién entre la variacidn genética y la distribucién geografica al compararsele con S.
gummosus, especie de amplia distribucion, y ademas, para generar informacion basica que nos
permitan plantear estrategias de conservacion viables para S. eruca.

Objetivos particulares

1.- Estimar los parametros de variacion genética pobiacional: polimorfismos, nimero de alelos
por loci, heterocigbsis observada v esperada e indices de fijacion, para ambas especies.

2.- Estimar los parametros de la estructura genética: f, F y 6, de ambas cactaceas.

3.- Evaluar las relaciones filogenéticas entre las dos especies bajo estudio.

4 - Estimar los parametros de variacion genotipica: Ng, G/Ny D, para ambas especies

5.- Hacer recomendaciones sobre las estrategias de conservacion mas viables para S. eruca.
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Especies de estudio

El género Stenocereus pertenece a la subtribu Stenocereae de la familia Cactaceae
(Gibson y Horak 1989).

Stenocereus gummosus (Engelmann) Gibson y Horak [=Machaerocereus gummosus
(Engelm.) Britton y Rose]. Nombres comunes: pitahaya, pitahaya agria (Fig. 2).

Esta especie es una cactacea con reproduccion sexual y asexual, que presenta
crecimiento desordenado, con mdltiples tallos que crecen de 1 a 3 (ocasionalmente 5) metros de
longitud y con didmetros de 5 a 8 cm (Gibson 1989). Los grupos de espinas son de 8-12 en las
radiales y de 3-6 en las centrales, la mas larga alcanza unos 4 ¢m de longitud {Turner et al.
1995). Las flores son blancas a purpuras y tienen de 10-15 cm de longitud y 6-8 cm de ancho.
Los frutos son globosos de 6-8 cm de diametro, de color rojos y pierden las espinas al madurar
(Tumer et al. 1995}. El nimero de cromosomas haploide es de 11 {Pinkava et al. 1977). Esta
distribuida a lo largo de casi toda la peninsula de Baja California, en la mayoria de las islas del

mar de Cortés y de manera restringida en las costas de Sonora {Fig. 3) (Turner ef al. 1995).

Fig.2. - Individuos de Stenocereus gummosus, en Punta Onah, Sonora, México.
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Tabla 1.- Ubicacion geografica de los sitios de colecta de S. gummosus.

SITIOC DE COLECTA UBICACION GEOGRAFICA
A.- EJIDO FRANCISCO VILLA, B.CN. 30°26"25" Ny 115°62°49" W
B.- BAHIA DE LOS ANGELES, B.C.N. 29°03"5" Ny 113°68722" W
C.- EL ABULON (SAN IGNACIO), B.C.S. 27°17°34" Ny 113°01'54" W
D.- LORETO Km. 34,B.C.S. 26°15"12" Ny 111°2029" W
E.- SAN CARLOS,B.C.S. 24°54'45" Ny 111°59°28" W
F.- SAN BARTOLO, B.C.S. 23°4313" Ny 109°46°38"" W
G.- ISLA SAN LORENZO SUR 28°3512"" Ny 112°46°06" W
H.- ISLA SAN ESTEBAN 28°40'34" Ny 112°35'50" W
.- ISLA TIBURON 28°44°57" Ny 112°18°25" W
J.- ESTERO SANTA ROSA, SONORA 28°68°37" Ny 112°0912" W
K.- PUNTA ONAH, SONORA 29°05'21" Ny 112°09°20" W
L.- CERRO PINTO, SONORA 29°23°48" Ny 112°1710" W

Fig.- 3.- Distribucién geogréfica de S. gummosus y sitios de colecta. Tomado de Turner

et al. 1995. (ver tabla 1 para identificar a las poblaciones).
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Stenocereus eruca (Brandegee) Gibson & Horak {=M. eruca (Brandegee) Brition &
Rose]. Nombres comunes: chirinola, casa de ratas, "creeping devil". La especie toma su nombre
del latin (erucam) debido a su similitud con una oruga (Fig. 4).

Esta especie es una cactacea con reproduccion sexual y asexual, que presenta tallos
procumbentes, excepto por las puntas erectas o ascendentes. Presenta ramas de 1-3 m de largo
y 4-8 cm de diametro, por lo comin simples, enraizadas sobre la superficie inferior y mueren en
ei extremo mas viejo y crecen en el ofro. A veces varias ramas parten de una principal, que
funciona como centro. Presenta de 12-18 costillas, con areolas grandes a distancias de 2 cm
entre ellas. Sus espinas son corpulentas de color gris a plateado, las exteriores son prolongadas
y cilindricas, [as interiores gruesas y aplanadas; la mas larga alcanza unos 3 cm de longitud. Las
flores tienen forma funeliforme de color crema amarillento, con 10-12 ¢cm de longitud y 8-10 cm
de ancho y con un pericarpio muy espinoso. Los frutos son globosos de 3-4 cm de diametro,
color escarlata con espinas al madurar (Turner ef al. 1995). Ef ndmero de cromosomas de la
especie aln no se ha determinado pero, a juzgar por el pafron de bandas observadas en la
mayoria de las enzimas ensayadas y su similitud con S. gummosus, es muy probable que sea
diploide (R. Clark, obs. pers.). Su distribucion esta restringida a las planicies de Magdalena, Baja
California Sur (Fig. 5) (Turner et al. 1995; Cancino et al. 1995).

Individuos de Stenocereus eruca en Poza Grande, B.C.S., México.
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Tabla 2.- Ubicacion gecgrafica de los sitios de colecta de S. eruca.

SITIO DE COLECTA UBICACION GEOGRAFICA
A.- LA BOCANA 26°03'28" Ny 112°17°21" W
B.- LA POZA GRANDE 25°45°25" Ny 112°02'48" W
C.- SANTO DOMINGO 25°29°'44" Ny 111°5312" W
D.- ADOLFO LOPEZ MATEOS 25°11°427" Ny 112°05°27" W
E.- SAN CARLOS Km. 35 24°54°47" Ny 111°9932" W
F.- SAN CARLOS-TERMOELECTRICA 24°49°35" Ny 112°05°09" W
G.- ESTERO SALINAS 24°36°'39" Ny 111°4649" W
H.- EL CAYUCO 24°34°20" Ny 111°41'86" W

Fig. 5.- Distribucion geografica de S. eruca y sitios de colecta. Tomado de Turner ef al. 1995y

Cancino et af. 1995. (ver tabla 2 para identificar a las poblaciones)
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MATERIAL Y METODOS
Area de estudio

Considerando las areas de distribucion de S. gummosus (Turner ef af. 1995, Fig. 3) v S.
eruca (Tumner et al. 1995; Cancino ef al. 1995, Fig. 5), se colectd material biolégico de 12
poblaciones de S. gummosus (Tabla 1) y 8 poblaciones de S. eruca (Tabla 2). Se tratd que las
colectas realizadas incluyeran todo el area de distribucion de ambas especies. En el caso de S.
gummosus, se muestreo en seis poblaciones de Baja Caiifornia, tres de islas y tres poblaciones
de Sonora (Tabla 1). Por ofro lado, para S. eruca primeramente se realizd un recorrido por toda
su area de distribucion y con base en esta prospeccion, se colecto en ocho poblaciones {Tabla
2). No se pudo colectar en las poblaciones de isla Santa Margarita e isla Magdalena, por lo que
nuestro muestreo no incluyé realmente toda la distribucion geografica de esta especie.

La posicion geogréfica de las localidades se obtuvo con un geoposicionador (modelo
Magellan GPS Satellite Navigator). La distancia entre las poblaciones muestreadas de S.
gummosus varia de 13 a 1030 km, mientras que en S. eruca varia de 27 a 220 km.
Caracterizacion de la estructura y variacion genética

La colecta del material biclégico de cada especie se realizb en septiembre de 1997. En
cada poblacibn muestreada se colectd una porcion de clorenquima de una costilla
(aproximadamente 2 cm? de cada uno) de 50 individuos. Para la colecta, cada individuo debia
estar separado por lo menos de 3 a 5 m del siguiente individuo colectado para reducir la
probabilidad de muestrear al mismo clon. Ademas, para tener representada en lo posible a toda
la poblacién, la colecta se realizé recorriendo un transecto de por lo menos 200 metros. El tejido
colectado se mantuvo en nitrégeno liquido hasta llegar al laboratorio, en donde se almacené en
un ultracongelador a -70°C hasta ser utilizado.

El método de extraccidn de iscenzimas utilizado consistid en macerar 0.5 cm? de
clorénquima de cada individuo colectado en 0.3 mil. de buffer de extraccion. El buffer de
extraccion utilizado fue el de Mitton et af. (1979), debido a que en ensayos preliminares fue el
buffer que did mejor resolucion entre varios ensayados (Apéndice 1). El extracto obtenido fue
absorbido en “wicks" de papel filtro de 2 x 10 mm, los cuales se colocaron en geles de 12% de
almiddn y 5% de sacarosa.

La electroforesis en geles de almidén fue utilizada para analizar 12 sistemas enzimaticos
en tres sistemas de buffer electroforéticos. El sistema 6 de Wendel y Weeden (1989) fue utilizado
para analizar a G6PDH, MDH, PGI, EST, ADH, GDH y DIA. El sistema D de Stubber et a/. (1988)
fue usado para analizar a APH, PGM y MNR, y el sistema PP de Mitton et al. (1977) para
analizar a SOD y LAP (Apéndice 1). El protocolo de tincion fue idéntico al de Wendel y Weeden
(1989) para G6PDH, EST, MDH, ADH, GDH y SOD, al de Morden et al. (1887) para LAP, APH,

20



PGM y PGl y al de Stubber et af. (1988) para MNR y DIA. Dado que SOD mostré poca resolucion
en S. gummosus, se descartd esta enzima para esta especie. Por ofra parte, DIA y GDH se
descartaron para S. eruca por presentar muy pobre resolucién. El apéndice 1 presenta una
descripcion del método seguido para realizar las extracciones v las electroforesis (Mitton et al.
1979; Stuber ef al. 1988; Wendel y Weeden 1989}, asi como las condiciones de corrida. Ef
apéndice 1 también muestra los procedimientos de los métodos utilizados y las soluciones de
fincién para cada una de ias enzimas ensayadas. Una vez tefiidos los geles para cada enzima
se fijaron en alcohol etilico al 35% durante 24 horas en el refrigerador.

A partir de los geles tefiidos de cada enzima, se realizé una lectura visual de los mismos.
Los geles presentaron un patron de bandas, del cual se pueden inferir el genotipo de cada
individuo. En un locus, el numero de bandas que se abservan depende de si los individuos son
homdcigos o heterdcigos y de la estructura cuaternaria de la enzima. Si se frata de un
monomero, los homacigos presentan una banda, mientras que los heterécigos dos bandas. En el
caso de una enzima dimérica, los heterocigos presentan tres bandas (Wendel y Weeden 1989).

Para la interpretacion de los geles se enumeraron (0s loci y os alelos. Se asignd la letra
A al locus que tuvo una mayor migracion, la letra B al siguiente y asi sucesivamente.
Analisis Estadistico

La base de datos con [a distribucion de los genotipos en las poblaciones estudiadas se
analizd usando el programa TFPGA (Miller 1997). Debido a los problemas de resolucion ya
mencionados anteriormente, para S. gummosus se obtuvieron datos de 11 enzimas codificadas
por 11 laci mientras que para S. eruca solo se lograron 10 enzimas codificadas por 13 loci. Para
esfimar la variacion genética en las diferentes poblaciones de ambas especies, se obtuvieron los
siguientes parametros poblacionales:
Proporcion de loci polimérficos (P): Un locus se considerd polimérfico, si la frecuencia del
alelo mas comin no excedia 0.99. P toma valores entre 0 y 1; si es cero no existe variacion
genética y cuando el valor es 1, todos los loci analizados son polimérficos.
Se obtiene mediante ja formula P= xim, donde: x es el nimerc de loci polimdrficos en una
muestra de m loci (Hedrick 1985).
Heterocigdsis promedio esperada (He): La heterocigdsis esperada en el equilibrio de Hardy-
Weinberg para un locus con n alelos puede estimarse como (Hedrick 1985):

i
He=1-3p#, donde: p; representa la frecuencias del alelo / para el locus en estudio.

=1
Posteriormente, se obtuvo una heterocigdsis promedio esperada por poblacién con las
heterocigdsis esperadas para todos los loci estudiados. El error estandar de He se obtuvo

utilizando el programa BIOSYS (Sworford y Silander 1989).
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N m
Heterocigodsis observada (Ho). Puede calcularse como (Hedrick 1985): Ho=3 ¥ H;
=1 =1

donde: H; representa la heterocigdsis observada especifica para el j-ésimo locus (m) en el
I-ésimo individuo (N). El error estandar de Ho se obtuvo utilizando el programa BIOSYS
(Sworford y Silander 1989).

Nimero promedio de alelos por locus (A). Es simplemente el promedio aritmético de alelos
por locus. Se puede estimar como:

m
A=Z a;/ n, donde: a; es el nimero de alelos observados en el locus i, y m es el niimero de loci

analizados (Hedrick 1985).

Frecuencias alélicas: Se calcularon las frecuencias alélicas en cada locus, para cada poblacion
(Hedrick 1985) como:

p={antlf2an)  g=(axt+1/2a1)
N N

Donde: ass, a1z y a2 son las frecuencias absolutas de los tres genotipos y N es el tamafio de la
muestra. Se realizo una prueba de RxC de Fisher utilizando el programa de TFPGA (Miller 1997)
para determinar si existen diferencias significativas en las frecuencias alélicas entre poblaciones
de la misma especie.

Para explorar si existian diferencias en variacion genética (%P, A, He y Ho) entre Baja
California, islas y Sonora en las poblaciones de S. gummosus, se realizé una prueba no
paramétrica de Wilcoxon y Kruskall-Wallis agrupando a fas poblaciones de esas regiones.
Ademas, se realizd un andlisis de regresion para determinar si existia una relacion entre la
heterocigdsis esperada (He) y latitud en fas poblaciones de S. gummosus. Estos analisis se
realizaron utilizando el programa JMP (SAS Institute 1995).

Indice de fijacion (F): Este indice propuesto por Wright en 1951 (Hedrick 1985), es una medida
de la desviacién del equilibrio de Hardy-Weinberg y se define para el caso de un locus con dos
alelos como:

F= 1<{HoiHe) donde: Ho, es la proporcion de heterécigos observados y He es la
proporcion de heterocigos esperados. Este indice toma valores de -1 a +1. Tiene un valor de
cero si la poblacion se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg. Los valores positivos indican
una deficiencia de hetercigos, mientras que los negativos indican un exceso (Hedrick 1985;
Hartl y Clark 1989).

Estadisticos F, f y 6 de Weir y Cockerham (1984): Estos estadisticos son equivalentes a las

Frr, Fis y Fst de Wright, respectivamente. Los estimados de Weir y Cockerham, asignan peso al
numero de individuos y al numero de localidades muestreadas, y por ello los estimadores que se

generan no tienen sesgo. EI modelo parte de la premisa de que un namero r de poblaciones del
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mismo tamafio ha descendido en forma independiente de una sola poblacién ancestral que
estaba en equilibrio de Hardy-Weinberg y de ligamiento. Estas, poblaciones se mantienen bajo
las mismas condiciones y las diferencias observadas tienen que ver con el muestreo genético
entre generaciones y el estadistico de los individuos. El calculo de estos estimadores se realizd
mediante el programa de TFPGA (Miller 1997).

Para evaluar si F y f eran estadisticamente diferentes de 0, se utilizé una prueba de chi-
cuadrada: X2=F2 N (k-1), con k{k-1)/2 grados de libertad, donde N es el tamafio de la muestra y k
ef nimero de alelos (Li y Horvitz 1953). Para el caso del parametro 6 se ulilizo la prueba de chi-
cuadrada:X?= 2N Fsr(k-1), con (k-1)(s-1) grados de libertad, donde N es el famafio de muestra,
k el nimero de alelos y s el namero de subpoblaciones (Workman y Niswander 1970).

Para cada uno de los parametros (F, fy 6) se calculé también el intervalo de confianza
del 95% utilizando el programa TFPGA (Miller 1997). TFPGA obtiene la desviacion estandar de
los estimados mediante un “jacknife” sobre todos ios loci, y al mismo tiempo obtiene el intervalo
de confianza de los estimados (al 95%) mediante la técnica de remuestreo denominada
"Bootstrap".

A partir def indice 0 se estimd Nm (que es un estimador indirecto del flujo génico), con
la formula de Crow y Acki {1984), que toma en cuenta el nimero de subpoblaciones:

Nm = {(1/0 )-1)/4o.
donde: N es el tamafio de la poblacion, m es la fraccion de inmigrantes a Ny a=(n/n-1)2, donde n
es el nimero de subpoblaciones.

Los valores de Nm <<1 indican una fuerte diferenciacion entre las subpoblaciones {i.e.
deriva genética actuando independientemente en cada subpoblacidn; Slatkin 1994). Por otro
lado, si Nm >1 las subpobiaciones se comportan como una sola poblacion panmitica y el flujo
génico restringe el efecto de la deriva génica y la diferenciacion genética entre poblaciones
{Kimura y Maruyama 1971; Hartl y Clark 1989; Slatkin 1994).

Utilizando el programa de Slatkin {1993) de aislamiento por distancia DIST, se realizé un
analisis para explorar si el flujo génico y la separacion geografica de cada especie seguia un
patron de aislamiento por distancia. Para estimar esto, primero se realiza una estimacion

A
indirecta de los niveles de flujo genice (M) para pares de poblaciones (Slatkin 1993), calculado

como.

2
M =(1/9 -1/4), donde @ es la diferenciacion genética entre pares de poblaciones.

o A
Después de calcuiar M, se hizo una regresion de los valores de M contra las distancias

geograficas entre las poblaciones. Para realizar este analisis se calcularon los logaritmos en
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base diez de las distancias geograficas (log+oD) y de ia estimacion indirecta del flujo génico {fogro

A
M). Si se cumple el patron de aislamiento por distancia, la pendiente de la regresion tendria que
ser de -1.0 para una distribucién lineal de las poblaciones y de -0.5 para el caso de dos
dimensiones (Slatkin 1993).

Para determinar si la relacién entre flujo génico ffﬂ y distancia geografica (D) era
estadisticamente significativa, se obtuvo el coeficiente de determinacion r2 para la regresion
lineal y se realizd una prueba de Mantel (Mantel 1967; Sokal 1995) mediante el programa
TFPGA. Esta prueba genera n permutaciones (en este caso se aplicaron 1000 permutaciones)
de matrices distintas con la que se obtiene el estadistico Z.

Z=3i 3j mje; donde m corresponde a los elementos de ta matriz 1 (distancia
geneética) y e a los elementos de la matriz 2 (distancia geografica), A partir de este anélisis se
obtiene el coeficiente de correlacion de Pearson (r); sin embargo no puede ser interpretada la
significancia de manera usual y por eso se interpreta a partir de la distribucion de Z (Manly
1991).

Distancias e identidades genéticas.

La identidad genética f se calculd con la formula de Nei (1978):

I = Jxyl(Jxdy)12, donde: Jxy = Spxpy, que es la probabilidad de escoger un par de
alelos idénticos, uno de la poblacion x y uno de la poblacion y. Jx = Ip2x y Jy = Spy, que son
las probabilidades de escoger un par idéntico dentro de cada poblacion (Hedrick 1985; Hartl y
Clark 1989). La identidad genética / toma valores de 0 (si no comparten alelos) a 1 (si las
poblaciones tienen frecuencias alélicas idénticas) (Hedrick 1985).

A partir de las identidades se puede obtener la distancia genética D de Nei (1972):

D =-InJ

Las distancias genéticas toman valores de 0, si las poblaciones tienen frecuencias
alélicas idénticas, hasta infinito si las poblaciones no tienen ningin alelo en comin (Hedrick
1985).

Estructura clonal

Debido a que S. gummosus y S.eruca se reproducen vegetativamente, se evaluo la
diversidad clonal dentro de las poblaciones de cada especie. Todos los individuos muestreados
fueron analizados para abtener su genotipo multilocus. Se partid de la suposicion de que cada
genotipo multilocus detectado representaba a un clon. En términos estadisticos un gran nlimero
de loci polimérficos analizados y un gran nimero de alelos detectados aumentan el poder de

deteccion de genotipos Unicos. Para estimar la diversidad genotipica se utilizaron tres medidas:
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Primeramente, se estimé el niimero de genotipos posible {N,). Cuando los alelos son
codominantes esta variable se calcula como {Cheliak y Pitel 1984):

L
Ng =1 {ni{n+1)}/2, donde: Ny es el niimero de genotipos tnicos, ni s el nimero
=1

de alelos detectados en ei iésimo locus y L es el nimero de loci analizados.

La segunda medida es la tasa de descubrimiento de nuevos genotipos o probabilidad de
que el siguiente individuo muestreado sea un nuevo genotipo multilocus, denominada como
“proporcion distinguible” por Ellstrand y Roose (1987). Esta medida tiene un estimador sencillo
que consiste en G/N donde G es el nimero de genotipos distintos en una poblacion y N el
nimero de individuos muestreados. Esta medida tiene un intervalo de 0 a 1; un valor de 1
significa que todas las plantas muestreadas son de genotipo multilocus distinto y un valor
cercano a 0 implica que se detectaron muy pocos genotipos en la poblacion.

La dltima medida de diversidad genotipica multiloci que se usé esta basada en el indice
de diversidad de Simpson (D = 1-Zp?) pero corregida para tamafios de muestra pequefios
(D=1-Z (n{n~1)/N(N-1) donde n; es el nimero de individuos del genotipo i y N el nimero total de
individuos (Pielou 1969). Si el valor de D es 1, indica que no existe replicacion de genotipos y
valores de D cercanos a 0 implica que existe dominancia de un genotipo.

En el caso de especies que se reproducen exclusivamente por la via sexual, se espera
que los estadisticos G/IN y D sean iguales a 1, debido a que es poco probable que por
recombinacién sexual se genere el mismo genotipo multifocus entre diferentes individuos
(Ellstrand y Roose 1987).

Diversidad Genética

Se analizaron los datos usando el enfoque de diversidad génica de Nei (1977). En este
caso se calculd, para cada especie, la diversidad total (Hr) asi como sus componentes de
variacion dentro y entre poblaciones (Hs y Dsr). Se calculd también Grs, que es una medida de
la diferenciacion entre poblaciones. Estos estadisticos se calcularon utilizando el programa GDIS
de Ritland (1989).

Retaciones genéticas entre poblaciones y especies

Con el fin de analizar las relaciones genéticas entre todas las poblaciones de cada
especie, y entre especies, se utilizaron las distancias genéticas de Nei (1978) para construir dos
tipos de fenogramas. El primero se construyd con el método de promedio aritmético no
ponderado de par-grupo (UPGMA) usando el programa TFPGA (Miller 1997). El segundo
fenograma se construyé usando el algoritmo "Neighbor-joining” de Saitou y Nei (1977), usando el
programa PHYLIP (Phylogeny Inference Package elaborado por Felsenstein, Felsenstein 1383).
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RESULTADOS
Variacion Genética dentro de poblaciones

De un fotal de 24 sistemas enziméticos ensayados, solo 11 tuvieron buena resolucion en
S. gummosus, los cuales estan codificados por un minimo de 11 loci. Por ofra parte, en S. eruca
s6lo 10 enzimas tuvieron buena resolucion. Los 10 sistemas enziméaticos ensayados para S.
gruca estan codificados por un minimo de 13 loci. Las frecuencias alélicas de cada locus
utilizade en ambas especies se muestran en el Apéndice 2.

En S. gummosus, 9 loci { 81.8 %) fueron polimérficos en al menos una poblacion
utilizando el ¢riterio de 99%. Los loci que fueron monomorficos en todas las poblaciones de S.
gummosus fueron DIA-1 y LAP-1. Por ofra parte, en S. eruca 7 loci (53.85%) fueron polimérficos
en al menos una poblacion utilizando el criterio de 99%. Los loci que fueron monomérficos en
todas las poblaciones de S. eruca fueron LAP-1, MDH-1, EST-1, PGI-1, MNR-1 y APH-1. El
nimero total de alelos detectados en tos loci analizados de S. gummosus fue de 24 en 11 loci
{en un intervalo de 1-4 por locus) (Apendice 2). En cambio, para S. eruca el niimero fue de 22 en
13 loci {en un intervalo de 1-3 por locus) (Apéndice 2).

Las poblaciones E y C de S. gummosus en Baja California presentan el alelo raro PGl-
1-D, el cual estd ausente en las poblaciones restantes. Asimismo, la pobiacion F de Baja
California, se caracteriza por tener los alelos APH-2-C y MNR-2-C, los cuales no se encuentran
en las demas poblaciones (Fig. 3; Apéndice 2). Por otro lado, las frecuencias alélicas obtenidas
en S. eruca muesira que las poblaciones B y H presentan los alelos raros SOD-1-A y SOD-1-B,
ausentes en las poblaciones restantes, mientras que la poblacion C tiene los alelos raros SOD-
1-A y SOD-1-C, y la poblacion G el alelo MNR-2-D, el cual esta ausente en las demés
poblaciones (Fig. 5; Apéndice 2).

En S. gummosus el nimero de alelos por focus polimérfico (A) vari6 de 1.8 a2 2.1, con un
promedio de 1.96. En cambio, S. eruca tuvo un promedio de A de 1.48 (en un intervalode 1.4 a
1.5 por poblacidn). La heterocigosis esperada (He) en S. gummosus presenta un intervalo entre
poblaciones de 0.207 a 0.351, con un promedio de 0.261, mientras que la heterocigdsis
observada (Ho) tuvo un promedio de 0.103 (en un intervalo de 0.063 a 0.175). En cambio, en
S. eruca se obiuvo una He promedio de 0.158 en un intervalo de 0.135 a 0.200, en tanto que la
Ho presento un infervalo de 0.026 a 0.055, con un promedio de 0.040 (Tabla 3 y 4).

El andlisis de heterogeneidad en las frecuencias alélicas por locus para cada especie se
presenta en el Apéndice 2. En el caso de S. gummosus, los andlisis sefialan diferencias
significativas (X2=178.26; P<0.001) entre las poblaciones en las frecuencias alélicas de todos los
loci polimérfico (9 loci), mientras que en S. eruca se encontraron diferencias significativas

(X2=112.72; P<0.001) entre poblaciones para 6 de ios 7 loci polimérficos (Apéndice 2). Las
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frecuencias alélicas en el locus ADH no fuercn significativos {P=0.819), posiblemente debido a
gue en tres poblaciones (Poza Grande, Santo Domingo y el Cayuco) no se obtuvo buena
resolucion para este locus y por lo tanto no se estimaron {as frecuencias alélicas (Apéndice 2).

En el caso de S. gummosus, el promedio de la heteracigsis observada (Ho) fue
significativamente menor al promedio de la heterocigdsis esperada (ver Fig. 6). Al comparar los
valores de Ho entre los grupos conformados por las poblaciones de Baja California, Sonora y las
islas dei Golfo, se detectaron diferencias significativas (X2=7.65, P=0.02). De igual forma, ai
comparar los valores de polimorfismos (P) enfre los mismos grupos, se detectaron diferencias
significativas (X2=6.58, P=0.04). Este patron se debe principalmente a las diferencias existentes
entre las poblaciones de Sonora con respecto a las poblaciones de Baja California e Islas. Al
comparar las poblaciones de Sonora con las de Baja California, se detectaron diferencias
significativas para Ho (X2=6.75, P=0.009) y P (X?=5.4, P=0.02), asi como diferencias entre las
poblaciones de Sonora y las insulares en nimero promedio de alelos/locus (X?=4.37, P<0.04) y
heterocigdsis observada (X2=3.86, P<0.05) a juzgar por el anélisis no paramétrico de Wilcoxon y
Kruskal-Wallis. En cambio, no se detectaron diferencias significativas entre las poblaciones de
Baja California e Islas para Ho (X2=0.60, P=0.44).

Tabla 3.- Medidas de variacion genética dentro de las poblaciones de S. gummosus. Nimero de
individuos analizados por poblacion (N), porcentaje de loci polimorficos* (%F), nimero de alelos promedio
por locus polimérfico (A), heterocigbsis observada (Ho), heterocigosis esperada®™ (He). Entre paréntesis
se dan los errores estandar.

POBLACION] N %P A Ho He
A 50 66.6 i8 0.105 0.207
(0.2 | (0.030) (0.063)

B 51 72.7 18 0.068 0.249
0.2 | (0.022) (0.054)

c 50 727 20 0.089 0.245
0.3 | (0.020) (0.050)

D 50 72.7 19 0.095 0.246
02 | (0022 (0.055)

E 50 7.7 2.1 0.067 0.236
(03 | (0.017) (0.063)

F 50 727 2.1 0.100 0.291
(0.3) | (0.025) (0.063)

G 50 727 18 0.096 0.225
02 | (0.036) (0.057)

H 49 727 19 0.063 0.224
02 | (0.023) (0.056)

| 50 818 20 6111 0.203
(02 | (0.026) (0.050)

J 50 818 2.1 0.147 0.280
(02) | (0.028) (0.048)

K 50 818 2.4 0.175 0.351
(02 | (0.033) (0.055)

L 50 818 21 0.120 0.290
02 | (0.029) (0.053)

PROMEDIO | 50 75 1.96 0.103 0.261

* Un locus es considerado polimérfico si se detectd mas de un alelo
** Estimado (ver Nei 1978).
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Tabla 4.- Medidas de variacion genética dentro de las poblaciones de S. eruca. Nimero de individuos
analizados por poblacion (N), porcentaje de loci polimérficos™ (%F), namero de alelos promedic por locus
polimérfico (A), heterocigdsis observada (Ho), heteracigdsis esperada* (He). Entre paréntesis se dan los
errores estandar.

POBLACION| N %P A Ho He
A 52 462 15 0.053 0.159
01) | ©021) | (0.083)
B 50 16.2 14 0.026 0.136
1) | (0013 | (0.054
C 50 46.2 15 0.029 0.135
(02 | (0.018) | (0.059)
D 50 462 15 0.040 0.200
1) | (0014) | (0.083)
E 49 462 15 0.034 0.165
01 | 0012 | (0.053)
F 50 462 15 0.034 0.170
0.1 | (©011) | (0057
G 100 462 15 0.055 0.154
02) | (0.018) | (0.050)
H 35 462 14 0.039 0.144
(0.1) | (0018 | (0.06)
PROMEDIO | 545 | 462 | 148 0.040 0.154

*Un locus es considerado polimérfico si se detectd mas de un alelo
** Estimado (ver Nej 1978).

La heterocigosis esperada en S. gummosus aparentemente disminuye con la latitud; es
decir las poblaciones mas nortefias tienden a tener menor variacion. Al analizar las poblaciones
de Baja California junto con la de las islas San Lorenzo y San Esteban la regresién que se
obtiene entre estas dos variables es significativa (F=8.37, P=0.02, Fig. 7). Sin embargo, al incluir
en este analisis a las poblaciones de la isla Tiburdn y las poblaciones de Sonora la regresion que
se obtiene de estas dos variables no es significativa {F=0.002, P>0.961, no se miestra figura).
En La figura 7 se incluyen fas pobiaciones de isla Tiburén y Sonora (indicadas con cruz) con la

finalidad de ubicarlas en el espacio, y observar como estas forman un grupo aparte.
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Fig. 7.- Relacion entre la heterocigdsis esperada y la latitud para las poblaciones de
S. gummosus de Baja California e tslas San Lorenzo y San Esteban (en cuadro) y poblaciones

de isla Tiburén y Sonora (en cruz). r2 = 0.583.
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Diversidad Clonal

Debido a que tanto S. gummosus como S. eruca se reproducen vegetativamente, se
estimaron parametros de diversidad genotipica con el obieto de describir y comparar la
estructura clonal de tas poblaciones de cada especie. En cerca de 600 individuos analizados de
todas las poblaciones de S. gummosus, se detectaron un total de 362 genotipos multilocus
distintos (Gm) con un promedio por poblacion (N=50) de 39.8 (Tabla 5). Por otro lado, en cerca
de 400 individuos analizados de todas ias poblaciones de S. eruca se detectaron 189 genotipos
multiloci distintos (Gm) con un promedio de 28.6 por poblacion (Tabla 6). En contraste, el nimero
de genotipos multifocus distintos (Ng) que son tedricamente posibles en S. gummosus fue de
1,049,760, con un promedio para todas las poblaciones de 66,521 (Tabla 6). En cambio, para S.
eruca este parametro (Ng) fue de 8748 con un promedio para todas las poblaciones de 518
(Tabla 6).

La diversidad genotipica encontrada en las poblaciones de S. gummosus, medida como
GIN vari6 de 0.64 a 0.96, con un valor promedio de 0.72 (Tabla 5). Por otro lado, los valores de
GIN para las poblaciones de S. eruca fluctian de 0.42 a 0.68 con un promedio de 0.54 (Tabla
6). El promedio del parametro G/N sugiere que para el esquema de muestreo utilizado, la
probabilidad de detectar un genotipo diferente al muestrear individuos separados por 3 a 5
metros es del 72% para S. gummosus, mientras que para S. eruca es del 54%.

Las estimaciones de diversidad genotipica, medidas como D, variande 0.96 a 1.00 en S.
gummosus, con un promedio de 0.98 (Tabla 5). En cambio, S. eruca presenta valores de D entre
0.78 a 0.98, con un promedio de 0.92 (Tabla 6). Los valores promedio obtenido por este
estadistico nos sugieren que en ninguna de las dos especies, existe dominancia de un genotipo

en particular, sinc que la diversidad genotipica es repartida por miitiples clones.
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Tabla 5.- Medidas de variacion genotipica dentro de poblaciones de S. gummosus. Nimero posible de
genotipos multilocus {Ng), nimero observado de genotipos multilocus (Gm), tasa de descubrimiento de
nuevos genotipos (G/N) e indice de diversidad (D).

POBLACION | Ng Gm GIN D
A 4374 39 0.78 0.98
B 6561 3% 0.68 0.98
c 43740 40 0.80 0.98
D 13122 38 0.76 0.99
E 52488 32 0.64 0.96
F 87480 47 0.94 10
G 13122 2 0.84 0.99
H 26244 32 0.64 0.98
| 78732 42 0.84 0.99
J 157464 | 47 0.94 10
K 157464 | 48 0.96 10
L 157464 | 36 072 0.97

PROMEDIO | 66521 | 39.8 0.72 0.98

Tabla 6.- Medidas de variacion genotipica dentro de poblaciones de S. eruca. Numero posible de
genotipos multilocus (Ng), nimero observado de genotipos multilocus (Gm), tasa de descubrimiento de
nuevos genotipos (G/N) e indice de diversidad (D).

POBLACION | Ng Gm GN D
A [243 25 048 0.94
B |72 b7 044 0.3
REE 21 042 0.90
D [729 34 0.68 0.98
E |243 28 057 0.95
F|243 EY) 0.64 0.95
G |729 43 048 0.78
H |1458 |20 057 0.54
PROMEDIO 518 78 0.54 0.92
Indice de Fijacion (F)

Los indices de Fijacion F por locus y poblacion en S. gummosus se muestran en la tabla

7. Los indices de Fijacién F presentan valores positivos en 95 de 99 casos, mientras que sdlo en

cuatro casos (MNR-2 de la poblacion A, y PGI-1 en las poblaciones D, G y H) se obtuvieron

valores negativos (Tabla 7). De los 99 indices, 87 fueron significativamente diferentes de cero,

mientras que sblo en 12 casos estos fueron estadisticamente iguales a cero {Tabla 7). De los

valores promedio para cada poblacion, 10 fueron positivos y significativamente diferentes de cero

{P<0.05), indicando que estas poblaciones estan fuera del equilibrio de Hardy-Weinberg. En

contraste, los valores promedio de las poblaciones J y K en Sonora, indican que estas estan en

equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabla 7).
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Tabla 7.- Indices de fijacion (F) por locus polimérfico, en las poblaciones de S. gummosus.

locus A B C D E F G H 1 J K L
PGM-1 0543~ | 0579~ 10675 | 0502~
MDH-1 | e | 0.681" | (663" | 0.314* 0.732* 10518 |[goo7es 10.880% |0475% |0.323* 0441 | 0.147ms

APH-2 | 0519 |0759% | 0675~ |0.740 |0.527 10633 |0579" ;0489 |0.745= |0412* |0.380™ |0.429*

G6PDH | 0.486™ | 0417* |0627* |0.604* 10714 | Q717" 10757 |0.890* |0.675" |0405* |0578* [0.757*

ADH-1 | 0451 |0.865" {0381 |0702" |(232% |[0.733* ;1.000" |0728= |{0.729" |0.675" |0.653"™ |0.816™

EST-1 |1.000* |0.865* |0819* [0.718™ | 4.000* |0829* {1.000™ |0597™ |0.597" |p1270s | 0.445% [ 0.546%

MNR-Z | 0111 [1.000™ | 0627 |[0.608* |0.834™ |0534™ |0.785" |0.854 |0.834™ |0688™ |0486 0792~

PGI-1 0.526™ 0338 | 0415™ | 011 | 0847 | 0817 | 0013 | 0077 | 011 L0431 102697 | 0234

GDH | 0639™ | 0.873™ | 0757 |0.840™ |0.839™ |0.774™ |0.625* [0954* [0.831* 0619 |0.578" 0745

PROM [0501" |0726™ |0.625* |0552* |0691™ |0657* |0.604 |0666™ |0533™ |op440% |o0s501% |0.552*

Las poblaciones que fueron monomorficas para un locus particular estan indicadas con guiones.
Chi-cuadrada *=P<G.05, *=P<0.01y ns: >0.05

Los valores de los indices de fijacion F por locus y para cada poblacion de S. eruca se
muestran en la tabla 8. Para esta especie, se encontrd que de 46 de estos indices, 45 son
positivos, y solo uno de estos indices resultd estadisticamente indistinguible de cero (ADH-1 en
la poblacion A). El Gnico indice negativo no difiere de cero (PGM-1 en poblacion C). Por ofra
parte, los valores promedio por poblacion fueron positivos y significativamente diferentes de cero

en todos los casos, indicando que las poblaciones estan fuera def equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabla 8.- Indices de fijacion (F) por locus polimérfico, en las poblaciones de S. eruca.

Locus A B C D E F G H

0 I I — 1000* | 1.000* 1.000=

G6PDH | DA435* | 0848 | 0671 (0724% | 0.779™ |[0.802* | (5457 | 0.745™

PGM-1 | 0.769% Do 10871 (085t 10819 | ae2t Logsoe

PGM-2 | 0.852% |0.864™ |0.840* |0605~ 0.734™ |0634* [06810™ [——

ADH-1 | 0.257ms + + 0.781" | 0644™ |0.883* |0601™ *

MNR-2 | 0.675* |0790™ | 0826 |0.819* 0795~ |0.785* |0.631™ [0.755

APH-2 | 0.790% 0745 |0.636™ |0.826™ 0772 0790 10.803+ [0.701*™

PROM. |0.630* {0849~ |0.636* |0.788* |0.763~ {0.786* |0.635* [0.770™

Las poblaciones gue fueron menomorficas para un focus particular estan indicadas con guiones.
Chi-cuadrada *=P<0.05, **=P<{.01y ns:>0.05
+Sin resolucién en ta poblacion

Estadisticos F de Weir y Cockerham y Flujo génico

Los valores de los estadisticos f y F obtenidos para ambas especies fueron
significativamente diferentes de cero, indicando un alte nivel de endogamia dentro de las
poblaciones de S. gummosus (Tabla 9) y S. eruca (Tabla 10). El valor promedio de fen S.
gummosus es de 0.608 con un intervalo de 0.301 a 0.766 entre loci, mieniras que el de F es de
0.648 con un intervalo de 0.322 a 0.772 (Tabla 9). Para S. eruca, el valor promedio de fy F es
de 0.739 y 0.757, respectivamente, con un intervalo de 0.634 a 1 para fy de 0.630 a 1 para F
(Tabla 10). Al analizar los valores promedio de endogamia entre |as regiones donde habita S.
gummosus, se observd que las poblaciones de Sonora tienden a tener valores menores de f y F
(Fig. 9).
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Los valores de 0 para S. gummosus varian de 0.029 a 0.328 entre loci, con un promedio
de 0.102, siendo casi todos los valores (con excepcion de GDH) significativamente distintos de
cero (Tabla 9). En cambio, en S. eruca los valores de ¢ varian de -0.011 a 0.149 con un
promedio de 0.069, siendo significativamente distintos de cero sélo para los loci SOD-1, GBPDH,
PGM-1 y MNR-2 (Tabla 10). Los valores promedic de e por especie indican que
aproximadamente 10% y 7% de la variacién se debe a diferencias entre poblaciones en S.
gummosus y S. eruca, respectivamente. Por ofra parte, no se encontraron diferencias
significativas en los valores promedio de 6 entre las poblaciones de Baja California, Islas y

Sonora para S. gummosus (Fig. 9).
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Fig.9.- Estadisticos F de Weir y Cockerham para las poblaciones de Baja California, islas,
Sonora, asi como el promedio global de S. gummosus y poblaciones de S. eruca. Las harras
representan la desviacion estandar calculados mediante Jacknife sobre todos los loci.
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Tabla 9.- Estadisticos F de Weir y Cockerham para las poblaciones de S. gummosus. fy F son medidas
de la desviacién de las proporciones de Hardy-Weinberg dentro de las poblaciones y en la poblacion total,
respectivamente. 6 es una medida de la diferenciacion genética entre poblaciones y Nm es una medida

del flujo génico. DE es fa desviacion estandar.

LOCUS f F 0 Nm
PGM 0.595* 0.728* 0.328" 0.43
MDH 0.495* 0.525* 0.060" 331
APH 0.579* 0.603" 0.054* 362
G6PDH 0.650" 0.686™ 0.103* 182
ADH 0.694* 0.686* 0.036* 566
EST 0.655** 0.731% 0.222+ 073
MNR 0.689* 0.740%* 0.1648* 1.06
PGI 0.301% 0.322* 0.0301* 6.77
GDH 0.766™ 0.772% 0.029rs 7.16
PROMEDIO 0.608 0.648 0.102 340

DE (0.050) (0.048) (0.0274)

Ic (0.466-0.710) (0.506-0.743) (0.044-0,187)

Chi-cuadrada *P<0.06 y *:P<0.00%, ns: P>0.05. Ef intervalo de confianza (IC) se calculd mediante "Bootstrap™ entre logi al

95%.

Tabla 10.- Estadisticos F de Weir y Cockerham para las poblaciones de S. eruca. fy F son medidas de
la desviacion de las proporciones de Hardy-Weinberg dentro de las poblaciones y en la poblacién total,
respectivamente. 6 es una medida de la diferenciacion genética entre poblaciones y (Nm) es una medida

del flujo génico. DE es la desviacion estandar.

LOCUS f F 0 Nm

S0D-1 1.000* 1.000* 0.029* 6.37
G6PDH 0.689* 0.736* 0.149° 1.10
PGM-1 0.783 0.811* 0.126* 133
PGM-2 0.708* 0.712* 0.013m 14.43
ADH-1 0.634* 0.630* 0.003" 63.67
MNR-2 0.790% 0.808* 0.087% 2.01
ACPH-2 0.779* 0.787* 0.036r 5.28
PROMEDIO 0.739 0.757 0.069 1346

SD (0.028) (0.027) (0.025)

Ic (0.665-0.798) (0.672-0.814) (0.0005-0.139) —

Chi-cuadrada *:{(£<0.001), ns:(P>0.05). El intervalo de confianza (IC) s& calculd mediante " Bootstrap™ entre loci al 35%.

34




Los valores de Nm para los loci de S. gummosus son en dos (17%) casos menores a 1y
en 10 (83%) casos mayores a 1, siendo el valor promedio de 3.40 (Tabla 9). En cambio, en S.
eruca, se obtuvieron para todos los loci valores mayores a 1 y ¢! valor promedio de Nm fue 13.46
{Tabla 10).

Al estimar Nm entre regiones de S. gummosus, se encontré que existe una tendencia
hacia mayor flujo génico en las islas (Nm de 4.10) con respecto a las poblaciones de Baja
California y Sonora donde se obtuvo un Nm de 2.56 y 2.13, respectivamente.

Aislamiento por distancia

n
La relacion del flujo génico entre pares de poblaciones (M} vy las distancias geograficas
en S. gummosus mostré una pendiente de 0.065, mientras que la r? obtenida fue de 0.011. La

prueba de Mantel muestra que no existe relacion significativa entre ﬁ y la distancia geografica
{£=118210.10, p=0.608, r=0.057). Estos resultados sugieren que no existe aistamiento por
distancia. Por ofro lado, S. eruca tampoco mostrd un patron de aislamiento por distancia
(m=0.123, r2=0.007). La prueba de Mantel realizada en S. eruca (Z=18244.98, p=0.823, r=-0.181)
sugiere que para esta especie, tampoco existe aislamiento por distancia. Las graficas
correspondientes a estos analisis no se presentan debido a que no son significativas.
Identidades y Distancias genéticas de Nei

Los valores de las identidades genéticas (f) entre poblaciones tienen intervalos de 0.93 a
(.98 (con una promedio de 0.96) para pares de poblaciones de S. gummosus y de 0.97 a 1.00
para pares de poblaciones de S. eruca (con un promedio de 0.98). Por ofra parte, el promedio de
las distancias (D) de todas las poblaciones de S. gummosus es de 0.04 con intervalos de 0.024
a 0.071 entre pares de poblaciones. En cambio, en S. eruca se obtuvieron intervalos de 0.0001 a
0.03 para pares de poblacion con un promedio de 0.02.
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Los fenogramas construidos con datos de distancias genéticas de Nei (1978) en UPGMA
y "Neighbor-Joining" muestran relaciones diferentes tanto en fas poblaciones de S. gummosus
como en S. eruca. En el fenograma de UPGMA de S. gummosus se muestran poblaciones
intercaladas de Baja California, de las islas y de Sonora, y no se observa una asociacion
geografica. Después de 10,000 permutaciones, los valores de proporcion de réplicas apoyando
cada nodo fueron de entre 0.02 hasta 1, observandose sélo dos ramas robustas: la primera
formada por las poblaciones de Fco. Vilia y Sn. Bariolo (0.54) y la segunda conformada por
Punta Onah con el resto del grupo (1.0) {ver Figs.3 y 10).

Distancia genética de Nei (1978}
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Fig. 10.- Fenograma de las poblaciones de §. gummosus, canstruidoe con los datos de
las distancias genéticas en UPGMA. El porcentaje de los Bootstrap de los nodos a las
10,000 réplicas son indicados amriba de cada rama.

Por ofra parte, en el fenograma de "Neighbor-Joining" Ias poblaciones de S. gummosus,
muestran la existencia de dos grupos. El primero formado Gnicamente por las poblacién de Fco.
Villa (A} y el segundo conformado por las 11 poblaciones restantes. Después de 1,000
permutaciones, los valores de proporcion de réplicas apoyando cada nodo fueron de entre 223
hasta 996, observandose algunas ramas robustas. En este fenograma si se observa una
asociacion geografica, ya que las poblaciones de Sonora y la de una isla permanecen agrupadas
(ver Figs. 3y 11).
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Fig.11.- Fenograma de las poblaciones de $, gummosus, construide con los datos
de las distancias genéticas de Nei (1978) en "Neighbor-Joining". El percentaje de los
"Bootstrap” de los nodos a las 1000 réplicas son indicados en cada rama.

El fenograma de UPGMA de S. eruca muestra la existencia de tres grupos de
pobiaciones en los que se puede observar una asociacion geografica. Un primer grupo esta
formado por San. Carlos A (E) , San. Carlos B (F), Salinas (G) y Cayuco {H). El segundo grupo
esté formado por Sto. Domingo (C), Bocana (A), y A. L. Mateos (D). Finalmente, el tercer grupo
esté formado sélo por la poblacion Poza Grande (B). Después de 10,000 permutaciones los
valores de proporcién de réplicas apoyando cada nodo fueron de entre 0.22 hasta 1,
observandose algunas ramas robustas {ver Figs. 5 y 12).
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Distancia genetica de Nei (1978}
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Fig. 12.- Fenograma de las poblaciones de §. enica, contruide con Jos datos de distancias genéticas

en UPGRIA. El porcentaje de los Bootstrap de los nodos a las 10,000 réplicas son indicados aniba de
cacda rama.

En el fenograma de "Neighbor-Joining" para las poblaciones de S. eruca se muestra la
existencia de dos grupos. El primero conformado por las poblaciones de Bocana (A), Sn. Carlos
(E), San. Carlos B (F), Salinas (G}, A. L. Mateos (D) y Cayuco {H) y el segundo conformado por
Poza Grande (B). Después de 1,000 permutaciones los valores de proporcion de réplicas

apoyando cada nodo fueron de entre 149 hasta 984, observandose algunas ramas robustas {ver
Figs. 5y 13).
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Fig. 13.- Fenograma de las poblaciones de $. eruca, construido con los datos de
las distancias genéticas de Nei (1978) en "Neighbor-Joining”. El porcentaje de los
“Bootstrap” de los nodos alas 1000 replicas son indicadas arriba de ¢ada rama.

Divergencia entre especies
El nimero total de alelos detectados en los loci analizados en ambas especies fue de 24.

De estos, 14 {68.3%) alelos son compartidos entre S. gummosus y S. eruca (Tabla 11). Por otra
parte, los alelos enconirados en S. eruca fueron un subconjuntc de los encontrados en S.
gummosus. se detectaron nueve alelos en S. gummosus ausentes en S. eruca y sblo un alelo
unico para S. eruca, ausente en S. gummosus (Tabla 11). Ademas, se encontrd una menor
variabilidad genética en S. eruca con respecto a S. gummosus a juzgar por los valores de He y
%P (Tabla 11).

La identidad genetica (f) entre pares de poblaciones de ambas especies tuvo valores en
un intervalo de 0.77 a 1.00 con un promedic de 0.88, mientras que el valor promedio de la
distancia genética (D) fue de 0.12 con intervalos entre pares de pablaciones de 0.002 a 0.25.
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Tabla 11.- Frecuencias alélicas de los nueve sistemas enzimaticos
ensayados en las poblaciones de S. gummosus y S . eruca.

Frecuencias alélicas

Locus/Alelo S, FUMMOSHUs S. eruca
LAP
A 1.000 1.000
PGM-2
A 0.893 0.811
B 0.107 (1.189
MDRH-1
A 0.832 1.000
B 0060 0000 -
C o108 0000 -
APH-2
A 0.658 0.390
B 0.336 0.610
C 0006 0
G6PDH
A 0.672 0.292
B 0.328 0.708
ADH-2
A 0.818 (.794
B 0.182 0.206
EST-1
A 0807 0 -
B 0075 e
C 0.118 1.000
MNR-2
A 0.721 0.541
B 0274 0.458
C 0005 0 -
D 0.001
PG1-1
A 0.794 1.000
B 6162 0
C 0040 000
D 0005 -
He prom. 0.26 0.158
%P 75.0 46.2

Al construirse los fenogramas para ambas especies, se encontrd que ambos métodos
mostraron rejaciones similares, ya que tanto en UPGMA como en "Neighbor-Joinig" existen dos
grandes grupos: uno formado por las poblaciones de S. gummosus y otro formado por las
poblaciones de S.eruca. La (nica diferencia es que en UPGMA se produce una separacion
robusta entre especies (Fig. 14), mientras que en "Neighbor-Joinig", S. eruca queda anidada

dentro de S. gummosus (Fig. 15).
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Discusién
Comparacion de la variacion genética de Stenocereus gummosus y S. eruca con la de
otras especies

De acuerdo con las medidas de variacion genética obtenidas dentro y entre poblaciones
de S. gummosus, se puede abservar que esta especie presenta valores ligeramente mayores de
porcentaje de loci polimérficos (%FP), v heterocigdsis esperada (He) que los obtenidos en otras
cactaceas columnares (Hamrick ef al. 2000, Tabia 10). Sin embargo, la heterocigdsis observada
(Ho) y el nimero promedio de alelosflocus polimorfico (A) en S. gummosus es ligeramente
menor que los obtenidos en ofras cactaceas (con excepcion de S. eruca, donde Ho=0.040 y
A=1.98). Con lo que respecta a la diferenciacion genética entre poblaciones 6 (Gsr), el promedio
obtenido para S. gummosus {0.102) esta dentro del intervalo observado para ofras cactaceas
{Hamrick ef al. 2000). Por el contrario, S. eruca muestra valores ligeramente menores en cuanto
a porcentaje de loci polimorficos (%P), nimero promedio de alelos/locus polimérficos (4) y
diferenciacion genética entre poblaciones 6 (Gsr), al compararla con ofras especies de
cactaceas columnares {Tabla 10). Los valores de heterocigosis esperada (He) de S. eruca estan
dentro del rango obtenido para las ofras cactaceas, pero los valores de heterocigosis observada
{Ho) son muy inferiores (0.040) a los encontrados para estas especies Es también notable que
los valores de f, tanto en S. gummosus como S. eruca son mas altos que el de otras cactaceas.
(Tabla 1Q).

Tabla 10. - Niveles de variacion genética dentroy entre poblaciones de varias cactaceas columnares.
Porcentaje de loci polimorficos (%FP), numero promedio de alelos/locus polimérfico (A), heterocigbsis
observada (Ho), heterocigosis esperada (He), endogamia local {f} y diferenciacion genética entre
poblaciones 8 {Gs7).

Variacion genética dentro de Distribucion de la variagion

Poblacicnes genética entre poblaciones
Especie %P A Ho He f 8 (Gs1)
Carnegiea gigantea™ B3y 220 Q010 0118 0.057 0.075
Lophocereus schoffif* 495 233 0142 0144 -0.003 0.242
Pachycereus pringlei® 62.1 250 a 0.200 a 0.076
Pereskia guamacho* 634 242 0169 0202 0.196 0.112
Stenocereus griceus® 57.1 23 0139 0167 0.202 0.096
Stenocersus thurberi™ 624 236 0157  0.169 0.036 0.128
Stenocereus gummosus 75.0 218 0103  0.281 0.608 0.102
Stenocereus eruca 46.2 198 0040 04154 0.739 0.069

2P, Pringlei es autotetraploide por lo gue no se puede estimar el indice de fijacion (F} yla f.
* Datos tomados de Hamrick &f al. 2000.

Al comparar los valores obtenidos en S. gummosus y S. eruca con los de plantas con
caracteristicas ecoldgicas y de historia de vida semejantes, se observa que S. gummosus
presenta valores de porcentaje de loci polimorficos (%FP) ligeramente mayores que especies con

distribucion amplia, que son dispersadas por animales o en las que se lleva a cabo polinizacion
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cruzada por animales. El valor de P en S. gummosus solo es comparable al reportado para
especies que presentan reproduccion sexual y asexual (Tabla 11). En cambio los valores
obtenidos en porcentaje de loci polimérficos (%) y nimero de alelos por locus (A) en S. eruca
son semejantes al reportado para especies endémicas (Hamrick ef af, 1992).

Tabla 11.- Comparacion de los niveles promedio de variacion genética de Stenocereus gummosus y
Stenocereus eruca con otras plantas con caracteristicas de historia de vida y ecolbgicas semejantes.
Porcentaje de loci polimérficos (%P), nimero promedio de alelosflocus polimorfico (A), heterocigbsis
esperada (He} y diferenciacion genética entre poblaciones 0 (Gsy).

Variacion genética Distribucion de la variacion
dentro de Poblaciones entre poblaciones

Especie %P A He 0 {Gsn)
Lefiosas de larga vida* 85.0 2.22 0177 0.228
Endémicas* 42.5 1.82 0.078 0.141
Distribucién restringida® 81.5 2.08 0.165 0.124
Distribucion amplia® 67.8 21 0.257 0.033
Autopolinizan® 11.0 115 0.025 -
Entrecruzan {polinizacién animal)* 832 218 0.211 0.099
Dispersadas (por ingestion)* 67.8 218 0.231 0.051
Reproduccién asexual/sexual* 727 212 0.251 0.051
Stenocereus gummosus 75.0 2.18 0.261 0.102
Stenocereus eruca 48.2 196 0.154 0069

*Datos tomados de Hamrick ef af. 1992.
- valor faltante o sin calcular

El valor abtenido de nimero de alelos promedio {A) de S. gummosus (2.18) es similar a
los de especies con amplia distribucion, que se entrecruzan y que presentan reproduccion sexual
y asexual. Elvalor de Aen S. gummosus fue mayor al promedio observado para especies que
se autopolinizan (1.15) y especies endémicas (1.82) (Tabla 11). De igual forma, los valores
obtenidos de heterocigdsis esperada (He) son ligeramente mas altos en S. gummosus que en
especies con reproduccion sexual y asexual y ampliamente distribuidas. El valor de
diferenciacion genética entre poblaciones 6 (Gsy) de S. gummosus (0.102) es semejante al
reportado para especies de polinizacion cruzada por animales (0.099), pero mayor si se compara
con especies de distribucion amplia, dispersadas por animales o que presentan reproduccion
sexual y asexual (Tabla 11).

En cambio, el valor obtenido de 6 (Gsr) en S. eruca es inferior al de especies
endémicas o de distribucién restringida. Por otra parte, el valor de He en S. eruca (0.154) es
mayor que el reportado para especies endémicas, siendo este valor mas semejante a los
obtenidos en especies con distribucion restringida {0.165) (Tabla 11). Por otro lado, Frankham
(1995) menciona que las especies de plantas amenazadas presentan, en general, bajos niveles
de variacidn genética. Lo expuesto por Frankham (1995) no concuerda con o observado en
S. eruca, dado que en esta especie se encontraron valores considerables de variacién genética,
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superiores a los de ofras especies amenazadas tales como Brighamia insignis (Gemmill ef a/.
1998) y Ptilimnium nodosum (Kress et al. 1994).

Hamrick y Godt (1989) encontraron que, al nivel de especie y dentro de poblaciones, las
especies endémicas contienen significativamente menor diversidad genética que especies con
amplia distribucion (i.e. en cuanto a la proporcion de loci heterocigos por individuo, proporcion de
loci polimérficos, y alelos por locus polimérfico). Estos investigadores sugieren que las especies
con amplia distribucion pueden tener una larga historia de poblaciones continuas, mientras que
fas endémicas pueden consistir de poblaciones mas pequefias y ecologicamente limitadas, por lo
que pueden ser susceptibles a la pérdida de variacion por deriva o cuellos de botella. Sin
embargo, algo interesante es que las especies endémicas mantienen los mismos niveles de
diferenciacion genética entre poblaciones que especies de amplia distribucion.

Los resultados de este estudio al comparar S. gummosus y S. eruca, especies cercanas
filogenéticamente y con distribuciones contrastantes, indican que existe una relacion clara entre
la distribucion geogréafica de una especie y su variacion genética. L.os niveles de variacion
genética encontrados en S. eruca, son inferiores en todos los aspectos (%P, A, Ho y He) a los
encontrados en S. gummosus. Este resultado concuerda con lo encontrado por Van Treuren ef
al. (1991) y Karron ef al. (1988). Sin embargo, no debe generalizarse este resultado debido a
que en diversos estudios la distribucion geogréafica no ha resultado ser un predictor adecuado de
la variacidn genética, como Io es el caso de especies de Podaechmea (1zquierdo 1995).

las caracteristicas ecoldgicas de S. gummosus y S. eruca, tales como ser: especies de
larga vida, con reproduccion sexual como asexual, apareamiento predominantemente de
entrecruzamiento y dispersién de semillas por aves (R. Clark Obs. per.), pudieran estar jugando
un papel importante en la determinacién de los niveles de variacion encontrados dentro y entre
poblaciones de estas especies.

Frecuencias alélicas de S, gummosusy S. eruca

La Tabla de frecuencias alélicas de los diferentes loci en S. gummosus (Apéndice 2)
muestra que aquelios loci que tienen variacion genética en Baja California, también son variables
en |as Islas y en Sonara, con excepcion del loci PGM-1 que sélo fue variable en las poblaciones
de Sonora e Isla Tiburdn. Sin embargo, también se detectaron alelos lnicos en pobiaciones de
Baja California, los cuales muestran frecuencias muy bajas (Apéndice 2). La ausencia de estos
alelos en las poblaciones de las islas y de Sonora puede ser producto del efecto fundador
ocurrido durante la colonizacién de estas poblaciones desde Baja California o debidos a deriva
génica posterior a la colonizacién. Otra posible alternativa con respecto a la ausencia de estos
alelos en las poblaciones de las islas y de Sonora es que estos alelos estén presentes en las

poblaciones, pero debido a errores de muestrec no hayan sido colectados.
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Al comparar las frecuencias alélicas de los loci ADH-1, APH-2, MDH-1, MNR-2, y PGI-1,
de S. gummosus se observa que las frecuencias del alelo mas comln son similares entre las
poblaciones insulares y las de Baja California. Sin embargo, las frecuencias alélicas de los loci
GGPDH y GDH-1 son méas semejantes entre las poblaciones de Sonora y de las Islas y difieren
con respecto a las de Baja California. La importancia de este patron observado en las
frecuencias alélicas radica en que genera diferencias interpoblacionales entre las tres regiones
(Baja California, islas y Sonora), lo cuai se ve reflejado en ios resultados de [a prueba (RxC)
realizada con las frecuencias alélicas, los cuales resultaron significativamente distintas
(X?=178.26, P<0.001) para todos los loci ensayados. Este resultado sugiere que aunque existe
flujo génico entre las poblaciones de S. gummosus, este no ha sido suficiente para homogenizar
a las frecuencias alélicas.

Por ofro lado, la tabla de frecuencias de los diferentes loci en S. eruca (Apéndice 2)
muestran variabilidad genética para 6 loci (SOD-1, G6PDH, PGM-1, PGM-2, ADH-1, MNR-2 Y
APH-2). Se encontr6, que las frecuencias alelicas de estos loci difieren significativamente
(X2=112.7, P<0.001) entre poblaciones (con excepcion de ADH-1) (Apéndice 2). Los alelos que
carecen de actividad, son generalmente referidos como "alelos nulos". Se ha propuesto que la
presencia de estos alelos en poblaciones naturales se debe a que los variantes nulos
permanecen protegidos, dado que su presencia esta enmascarada en la condicién heterociga
(Weeden y Wendef 1989). En S. eruca desconocemos las causas de la presencia de alelos
nulos en ADH-1 para las poblaciones de Poza Grande, Santo Domingo y Cayuco. Sin embargo,
descartamos como posibles causas la desnaturalizacion de las enzimas al momento de realizar
la extraccién o durante la electroforesis, debido a que cuando se corrieron muestras de otras
poblaciones que recibieron el mismo protocolo de extraccion juntc a muestras de estas
poblaciones, solo los extractos de éstas mostraron actividad "nula”,

La presencia de alelos raros (Apéndice 2) en las poblaciones de Poza Grande, Cayuco,
Santo Domingo y de Salinas de S. eruca, podria ser producto del efecto fundador ocurrido
durante la colonizacién de estas poblaciones o debidos a deriva génica posterior a la
colonizacidn.

Diferenciacién genética entre poblaciones de S. gummosus y S. eruca

Los valores de diferenciacion genética entre poblaciones (0) de S. gummosus y S. eruca
fueron significativamente distintos de cero, e indican que aproximadamente un 10% y 7%, de la
variacion genética total es debida a diferencias entre poblaciones. El valor obtenido de 0 en

ambas especies es comparable con aquellos que se han reportado en la literatura, en especial al
de especies con polinizacion cruzada efectuada por animales (Hamrick ef al. 1992; Tabla 11).

Por ofro lado, las distancias e identidades genéticas de las poblaciones de S. gummosus y S.
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eruca muestran que estas estan muy cercanas entre si. Los valores encontrados para estas
especies no estan muy alejados de los reportados en la literatura para distancias genéticas entre
poblaciones de la misma especie; por ejempto al encontrado por Linhart et al. (1981) de 0.015
entre poblaciones de Pinus ponderosa y al de Eguiarte (1990) de 0.024 en adultos de
Astrocaryum mexicanum.

Por otra parte, diversos estudios realizados con cactaceas columnares sugieren que
especies polinizadas por insectos presentan una mayor diferenciacion genética (e.g.
Lophocereus schottii, tabla 10) que especies polinizadas por una combinacion de murciélagos,
aves e insectos (e.g. Carnegiea. gigantea, Tabla 10). Sin embargo, al comparar el valor obtenido
de 6 en S. gummosus y S. eruca con el de las demas cactaceas, se observa gue es mas
parecido al de especies polinizadas por murciélagos. Este resuitado puede ser debido a que L.
schottii es polinizada predominantemente por Upiga virescens una palomilla, cuya capacidad de
desplazamiento es limitada, lo cual seguramente limita la dispersion de polen a grandes
distancias (Fleming y Holland 1998), mientras que S. gummosus y S. eruca son polinizados por
esfingidos y abejas, insectos que probablemente recorren una distancia mayor.

La literatura sobre el movimiento de polen en especies polinizadas por insectos revela
que, en general, éste rara vez se mueve a grandes distancias. Por ejemplo, en Cnidosculus
urens, una hierba anual polinizada por mariposas, se encontro que el movimiento del polen podia
llegar a ser de hasta 32.2 m (Webb y Bawa 1983) o en el caso de Psychotria faxiucens, una
especie polinizada por esfingidos durante la noche y colibries durante el dia, se obtuvieron
registros de movimiento de polen de hasta 150 m (Pérez, 1998). En S. gummosus, se han
registrado movimientos de polen de hasta 600 m y, aunque esta es una distancia relativamente
corta, el hecho de que las semillas de S. gummosus y S. eruca sean dispersadas por aves (R.
Clark Obs. per.) probablemente generan en estas especies un mayor flujo génico .

Se conoce que el flujo génico es una fuerza que puede tener una gran influencia en la
estructura genética poblacional, ya que determina hasta qué grado una poblacion local de una
especie es una unidad evolutiva independiente. Wright (en Hartl y Clark 1989) sugiere que
cuando el valor de Nm es mayor a 1, el flujo génico es importante y debe esperarse poca
diferenciacion genética entre poblaciones. Por ofro lado, si Nm es menor a 1 debe esperarse
que cada poblacién evolucione independientemente.

En S. gummosus, los valores de Nm en la mayoria de los loci fueron mayores a 1 (a
excepcion de PGM-1 y EST-1), con un valor promedio de Nm de 3.40. En cambio, en S. eruca el
valor de Nm promedio, es de 13.46. Cabe destacar que este resultado se obtuvo considerando al
loci ADH-1, def cual no se obtuvieron frecuencias genotipicas en tres poblaciones, por la razén

discutida anteriormente. Por el contrario, el valor de Nm promedio en S. eruca sin incluir al loci
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ADH-1, es de 4.36. Los resultados obtenidos en ambas especies sugieren que la tasa de
migracion (via semilla o polen) entre poblaciones es relativamente alta o que se tiene una
poblacidn grande con una varianza minima debida a deriva génica (Hartl y Clark 1989).

Este resultado concuerda con la evidencia defectada tanto en S. gummosus y S. eruca,

en el sentido de que no hay aislamiento por distancia. El coeficiente de determinacion (1)

muestra que la distancia sélo explica el 1.1% y 0.7% de la varianza en f‘u}l de S. gummosusy S.
eruca, respectivamente. Cuando en las poblaciones se presenta aislamiento por distancia, el
flujo génico disminuye al aumentar la distancia fisica que separa las poblaciones (Slatkin 1993).
Esta ausencia de aislamiento enconfrada entre las poblaciones sugieren que las poblaciones de
ambas especies estan fuera del equilibrio entre deriva génica y migracion (Siatkin 1993), debido
a que existe un constante flujo génico entre las poblacicnes, que impide que haya una gran
diferenciacion genética entre ellas, yfo que el tiempo franscurrido ha sido insuficiente para
alcanzar el equilibrio. Sugieren ademas, que la fragmentacion a la que estan sometidas las
poblaciones de S. eruca no ha afectado el intercambio genético.

Los resultados obtenidos en S. gummosus y S. eruca sugieren que la deriva génica no
juega un papel muy importante en la diferenciacion genética entre poblaciones, debido a que no
se observo fijacion o pérdida de ningun alelo en las frecuencias alélicas de los loci polimérficos,
caracteristica distintiva de la deriva. Por otro lado, al comparar los valores de 0 entre regiones en
S. gummosus no se observaron diferencias notables entre ninguna de ellas (Fig. 4). Esto nos
puede sugerir que existe flujo génico constante entre regiones yfo que el tiempo de divergencia
geogréafica entre Baja California y Sonora no ha sido suficiente como para diferenciar a las
poblaciones. Esto se puede observar en el fenograma de UPGMA, donde no existe un patrén
geografico de agrupacion de las poblaciones (Figs. 3 y 10), por lo que se puede inferir que fa
diferenciacion no es producto de la distancia, lo cual es confirmado por la ausencia de un patrén
de aislamiento por distancia. En cambio, en el fencgrama de “Neighbor-Joining” si se observa
cierta asociacion geogréafica (Figs. 3 y 11). Esto puede deberse a que éste es un método de
agrupamiento que construye una matriz de distancias modificada, en Ia cual la separacion entre
cada par de nodo se ajusta con base en la divergencia promedio def resto de los nodos y es mas
relajado que el UPGMA con relacion a la premisa de que todos los lingjes han divergido
simultaneamente (Avise 1994). Sin embargo, el resultado obtenido en el fenograma “Neighbor-
Joining" sugiere que la hipotesis sobre el origen de las poblaciones en Sonora y de los
movimientos migratorios planteada por Gibson es correcta, lo cual se discutira posteriormente.

En resumen, la escasa diferenciacién genética entre poblaciones de S. gummosus

(0=0.10) y S. eruca (0=0.089), los valores altos de Nm y la ausencia de un patrén de
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aislamiento por distancia sugiere que existe mucho movimiento de polen y semillas (flujo génico)
entre las poblaciones muestreadas.
Indice de Fijacién F y Estadisticos F de Weir y Cockerham de S. gummosusy S. eruca

En plantas la endogamia comlnmente ocurre por diversas causas: i) por
autopolinizacion, ii) a través de cruzas entre parientes (Ellstrand y Elam 1993) v iii} seleccién a
favor de homacigos o subdominancia (Futuyma 1998). La autopolinizacion puede ser evitada en
ias plantas por sistemas de autoincompaitibilidad o separacion espacial o temporal de los sexos
{i.e. diocismo). Por ofro lado, la endogamia biparental puede darse en poblaciones, que
presentan tamarios efectivos de poblacidn pequefios (Ne) 0 exhiben una estructura genética
espacial (subdivision). Esta estructura puede ser desarrollada en las poblaciones cuando la
dispersion de genes via polen o semilias es restringida espaciaimente (Ellstrand y Elam 1993).

Los valores de los indices de fijacion (F) encontrados en S. gummosus y S. eruca (Tabla
9y 6, respectivamente) fueron en todas las poblaciones positivos y significativamente diferentes
de cero (con excepcion de las poblaciones de Santa Rosa y Punta Onah en S. gummosus). De
igual forma, los estadisticos fy F también fueron en todos los caso positivos y significativos en
ambas especies (Tabla 7 y 8). Esto sugiere que las poblaciones estudiadas de S. gummosus y
S. eruca presentan un exceso de hombeigos por endogamia al nivel de subpoblacion y al nivel
de poblacion total.

S. gummosus y S. eruca presentan un sistema de autoincompatibilidad, es decir nunca
hay produccién de frutos o semillas por autopolinizacion, por lo que este sistema puede ser
descartado (R. Clark Obs. per). No obstante, los altos niveles de endogamia pueden ser
producto de cruzas entre parientes, tamafios efectivos pequefios y/o seleccion a favor de los
homaocigos. Se ha reportado en diversas especies que muestran una baja dispersion de semillas
(e.g. Foster y Sork 1997) altos niveles de endogamia a causa de que individuos emparentados
quedan muy cerca unos de otros. Este parece no ser el caso de S. gummosus y S. eruca, pues
son dispersadas por aves (R. Clark Obs. per.} que tienen gran capacidad de desplazamiento. Sin
embargo, el hecho de que ambas especies presenten reproduccion vegetativa pude ser una
causa posible de endogamia biparental. Esto debido a que "ramets" de un mismo "genet' pueden
estar conectados o muy cercanos entre si, ocasionando una dispersion de polen muy local y
posibles cruzas entre parientes.

Por ofra parte, el que las poblaciones de Santa Rosa y Punta Onah en Sonora estén en
equilibrio de Hardy-Weinberg, pudiera ser debido a una mayor abundancia de pofinizadores.
Observaciones preliminares indican la presencia de por lo menos cuatro especies de esfingidos
con altas tasas de visita a las flores de S. gummosus en Sonora, mientras que para Baja

California aun cuando estan reportadas las mismas especies, solo se han observado a dos
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especies durante la época de floracion de S. gummosus con una densidad mucho menor (R.
Clark Obs. per.). Esta puede ser una de las razones por la cual fa endogamia es mas alta en
Baja California que en Sonora (Fig. 4). Al ser la especie autoincompatible, se espera que las
tasas de entrecruzamiento sean iguales a 1 en todas las poblaciones de S. gummosus, por lo
que es posible que en Baja California exista un nivel de endogamia biparental mayor al existir
una menor densidad de polinizadores; que la seleccidn a favor de homdcigos sea mayor y/o que
los tamafios efectivos de poblacidn sean pequefios con respecto a Sonora. Sin embargo, harian
faita estudios de biologia reproductiva, estimaciones de tasas de entrecruzamiento y analisis de
paternidad para establecer claramente si existe endogamia biparental en las poblaciones de S.
gummosus y S. eruca.

Especiacion y movimientos migratorios en S. gummosus

Gibson {1989} propone para S. gummosus un escenario de especiacion alopatrica,
producto de la separacion fisica que se produjo entre lo que hoy es Baja California y el
continente, alrededor de hace 5 M.a. cuando la peninsula se enconiraba 480 Km. al sureste,
sobre el margen continental de Jalisco (Garcia 1997). Bajo este escenario, S. gummosus se
origind debido al aistamiento provocado por la formacion def Golfo para posteriormente colonizar
el norte de la peninsula, ias islas del golfo y la costa de Sonora. Este mismo autor sit(la a S.
gummosus estrechamente relacionado a S. stellatus v S. freleasei de acuerdo a evidencia
quimica y morfoldgica (ver Fig. 1). Considera como ancestro méas probable a una especie similar
a S. stellatus debido a que presenta caracteres morfologicos y quimicos muy similares, ademas
de que esta especie estuvo probablemente distribuida por fas costas de Jalisco. Gibson (1989)
también plantea un segundo escenario que pudiera explicar la distribucion actual de S.
gummosus. Bajo este escenario, el evento de especiacion fue anterior 2 la separacion de la Baja
California de las costas del continente. Después de ocurrido este evento las poblaciones de S.
gummosus quedaron distribuidas en ambos lados del actual Golfo y la distribucion actual refieja
esta contingencia historica.

Si alguna de las hipotesis propuestas por Gibson (1989) es correcta, el andlisis de la
estructura genética debera reflejar de alguna manera esta historia de colonizacion. Es decir, sila
hipétesis de especiacion alopétrica es correcta, se esperaria una mayor variacion genética en la
parte sur de la Peninsula de Baja California y muy poca diversidad genética en Sonora, debido a
los eventos de fundador asociados a la colonizacién de acuerdo como lo plantea Ia hipotesis de
este autor.

Experimentos realizados para ver el efecto de cuellos de botella en la variacion genética
realizados por Bryant ef af. {1986) y por McCommans y Bryant (1990) muestran una reduccion
de la variacién genética, cambios en las frecuencias alélicas y pérdida de alelos en las
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poblaciones sujetas a eventos de colonizacion. En este estudio, se observa una mayor
diversidad alélica en las poblaciones de Baja California y una reduccién de ésta en las
poblaciones de las islas y de Sonora (Apéndice 2). Este resultado, al igual que el fenograma de
"Neighbor-Joining", apoyan la primera hipdtesis de Gibson (1989), debido a que el fenograma
anida a poblaciones de Sonora dentro de un subgrupo, junto con la poblacion de laisla San
Lorenzo y las poblaciones de Baja California (Fig. 11).

En algunos casos se ha determinado que el sistema de apareamiento parece ser
determinante en los efectos genéticos de la colonizacion, pues existen casos donde no
disminuye la variabilidad e incluso puede aumentar después de un evento de colonizacion, Por
ejemplo, Molina-Freaner y Jain (1992) encontraron altos niveles de variabilidad genética en las
poblaciones introducidas de Trifolium hirtum. Estos autores observaron que en esta especie, la
tasa de entrecruzamiento fue mayor respecto a las poblaciones originales, y se sugiere que este
factor es el responsable de encontrar altos niveles de variacion genética.

En nuestro estudio, al analizar algunos componentes de la variacidén genética entre
regiones con la prueba no paramétrica de Wilcoxon/Kruskall-Wallis, se encontré un mayor
polimorfismo (X2=7.65, P<0.02} y heterocigosis observada (X?=6.58, P<0.04) en las poblaciones
de Sonora (Fig. 4} con respecto a las de Baja California. Este resultado muestra una mayor
variabilidad genética en las poblaciones de Sonora, Io cual contradice el efecto esperado de un
evento de fundador desde Baja California, como lo sugiere Gibson (1989). Esto se puede deber
a que la colonizacion fue a partir de una muestra grande de semillas y muy diversa
genéticamente o bien a una mayor densidad de polinizadores y/o condiciones ecologicas mas
favorables que propiciaron el intercambio genético. Un indicativo de que en Scnora existe un
menor nivel de endogamia son los valores del indice de fiiacion obtenidos (Tabla 5). dos
poblaciones de Sonora (Punta Onah y Santa Rosa) se encontraron en equilibrio de Hardy-
Weinberg, a diferencia de ias poblaciones de Baja California y de las Islas, en donde en todos los
¢asos se enconiraron fuera del equilibrio de Hardy-Weinber {Fig. 5).

El resultado anterior no es del todo compatible con la primera hipotesis propuesta por
Gibson (1989). Sin embargo, la amplia distribucion geogréafica (Fig. 2) y la mayor riqueza alélica
(Apéndice 2) en Baja California, asi como el fenograma “Neighbor-Joining” (Fig. 11) parecieran
indicar que S. gummosus pudo originarse en la Peninsula de Baja California y migrar
posteriormente a Sonora a través de las islas, utilizando a estas ¢como un puente migratorio,
como lo sugiere Cody et al. (1983). Sin embargo, este resuitado debe tomarse con cuidado dada
|z falta de evidencia solida. El hecho que la raiz del UPGMA salga de Punta Onah, Sonora y que
las poblaciones de Sonora tengan en general mayor variacion genética que las de Baja California
permiten especuiar una hipotesis alternativa: que la especie realmente se originb en Sonora y ha
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colonizado Baja California (tal vez varias veces de manera independiente). La manera de
contestar esta interrogante de manera mas confiable seria realizando un estudio mas fino, tal vez
con cloroplasto.

A pesar de que por el momento el tiempo generacional de S. gummosus no se conoce,
suponemos que es de alrededor de 20-30 afios. Esta suposicién esta basada en el crecimiento
anual de otras cactaceas columnares con habifo de crecimiento similar y estimaciones de sus
edades (Parker 1988). Si consideramos el escenario propussto por Gibson sobre el origen de S.
gummosus, al darse la separacion de la Peninsula del sureste de Jalisco hace alrededorde 5 a
12 M.a. {Lonsdale 1989}, es posible estimar que han transcurrido aproximadamente 200,000 a
480,000 generaciones de S. gummosus en Baja California, suficientes para colonizarla. Sin
embargo, el origen de las islas {i.e. San Lorenzo, San Esteban y Tiburon) es mas reciente, de
hace alrededor de 2.5 M.a. (Lonsdale 1989). Considerando esto, es posibie estimar que han
transcurrido alrededor de 100,000 generaciones de S. gummosus a partir de que se formaron las
islas "puente”. Esto permite suponer que, si el evento de colonizacion de esta especie a Sonora
se dio a través de las islas, como lo propone Gibson (1989) o ya sea que se consideré la
colonizacion de Sonora a Baja California a través de las islas, estd colonizacion ha sido
relativamente reciente, que concuerda muy bien con el origen reciente de la vegetacion desértica
de 4500 afios en esta region. Ademas, si se considera que |a escala de tiempo de permanencia
de las especies en el registro fosil es de 3 a 3.5 M.a. (Niklas 1997; Futuyma 1998), podria
pensarse que el origen y movimientos migratorios de S. gummosus, tuvieron lugar después de
que el Desierto Sonorense se origind como consecuencia de los cambios climaticos ocurridos
durante el Mioceno Tardio, cuando la Peninsula ya existia.

Factores histéricos que influyen en la variacion genética de S. gummosus

El Desierto Sonorense aparentemente es el resultado de cambios climaticos hacia
climas méas secos ocurridos durante el Mioceno tardio (8-15 M.a.). Durante este periodo se dio la
separacion de Baja California del continente (5 a 12 M.a.) (Van Devender 1998).

Desde el Mioceno tardio al Pleistoceno temprano, sedimentos marinos al sur de
California y fésiles de animales tropicales en el noroeste de Sonora reflgjan una inversion a
climas mas tropicales (Van Devender 1998). Se tienen registros de paleovegetacion realizados
por Van Devender (1997} en diversas zonas del Desierto Sonorense que muestran que la
extension de este desierto no fue siempre la misma y sugieren que durante cada uno de los 15-
20 periodos glaciares-interglaciares del Pleistoceno hubo cambios secuenciales de la vegetacion
(pinos-juniperos-bosque de encino-chaparral; juniperos-encino chaparral y matorral xerdfilo).

Con este tipo de estudios se ha podido conocer que el matorral del desierto Sonorense no se
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formé sino hasta hace cerca de 9,000 afios con la desaparicion de los Gltimos pinos y juniperos
(Van Devender 1998).

Estos cambios en los tipos de vegetacién durante los periodos glaciares e interglaciares
pueden ser ofra razon del porqué las poblaciones de S. gummosus de Baja California (con
excepcidn de San Bartolo, Tabla 3) presenten una menor variabilidad genética, debida a eventos
de extincion y re-colonizacion de poblaciones generados por cambios climéticos. Al producirse
climas frios en el Norte, se pudo provocar un despiazamiento de ias poblaciones hacia el sur de
Baja California, sitio que sirvié como refugio para las poblaciones migrantes. Diversos estudios
han permitido detectar disminuciones en la variabilidad genética por efectos de extincion-
recolonizacion en el pasado. Por ejemplo, Broyles (1998) encontrd que las poblaciones de
Asclepias exalfata tenian una mayor variabilidad genética en las poblaciones surefias de
Norteamérica que en las poblaciones mas boreales. Esto se atribuyé a que el sur ftincion6 como
‘refugio” durante el dltimo periodo glacial, en donde se preservd mayor variabilidad.
Posteriormente, al recolonizarse los habitats del norte, la variabilidad disminuyd por efectos de
fundador.

Esta dindmica de extincion-recolonizacion puede ser una razén del porqué la poblacion
de San Bartolo (extremo sur) tenga valores de heterocigdsis esperada ligeramente, aunque no
significativamente, mas altos que las demas poblaciones de Baja California. Si en el escenario
de movimientos latitudinales se considera a Baja California junto con las islas San Lorenzo y San
Esteban, las diferencias en variabilidad entre poblaciones son significativas (F=8.37, P=0.02).
Los cambios graduales de He con la latitud para las poblaciones de Baja California y las islas
San Lorenzo y San Esteban parecieran apoyar la hipotesis de un movimiento recolonizacion a
partir de las poblaciones det sur (Fig. 7).

Por ofra parte, diversos estudios comparativos entre poblaciones continentales e
insuiares han demostrado que las poblaciones continentales presentan mayor variacion genética
que las insulares. En la revision realizada por Frankhman (1997), se encontrd que la gran
mayorfa de islas estudiadas {165 de 202) presentaban bajos niveles de variabilidad en
comparacién con sus contrapartes continentales.

Los resultados encontrados en Sonora apoyan la idea anterior, debido que el analizar la
variacion genética entre regiones con la prueba de Wilcoxon/Kruskall-Wallis, se encontrd que
existen diferencias entre las poblaciones de Sonora y las insulares en nlimero promedio de
alelosflocus (X2=4.37, P<0.04) y heterocigdsis observada (X2=3.86, P<0.05). Esto puede deberse
a que Sonora presenta una mayor densidad de polinizadores yfo condiciones ecologicas mas
favorables que propician el intercambio genético, 0 a que su colonizacién fue a partir de una
muestra grande de semillas y muy diversa genéticamente en contraparte de las poblaciones
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insulares. Sin embargo, al comparar la poblacién de isla Tiburdn con las de Sonora, no se
encontraron diferencias significativas, esto puede deberse a que las distancias geogréaficas entre
estas poblaciones son pequenas. Otra posible explicacion a este resultado, puede ser atribuido
al contacto directo que hubo entre de las poblaciones de Sonora con la poblacién de Tiburdn,
durante el Gltimo periodo glacial hace (10,000 afios} donde el canal del infiernillo, estaba ausente
como barrera geogréfica entre estas poblaciones (Calmus T. com.per.).

Por otro lado, al comparar las poblaciones de Baja California con las insulares no se
encontraron diferencias significativas en pardmetros de variacion genética. Un patron similar fue
encontrado por Hernandez (1999) y puede atribuirse a la cercania de las islas con Baja
California, lo cual permitiria un intercambio de genes constante entre ambas. Este resultado
podria sugerir, que los eventos climaticos ocurridos durante el {ltimo periodo glaciar (10,000
afios) ocasiond eventos de extincidn en [as poblaciones insulares, y su recolonizacién ocasiond
un decremento de su variabilidad genética, de forma similar a lo ocurrido en la recolonizacién de
las poblaciones nortefias de la Peninsula.

Para lograr un mejor entendimiento de los eventos de migracion asociados a cambios
climaticos en S. gummaosus, seria recomendable realizar estudios con marcadores a base de
ADN. Este tipo de estudio nos permitiria conocer si han existido expansiones recientes en el area
de distribucion de la especie, debido a que este marcador es mas sensible a efectos fundador
que los marcadores nucleares. Por ejemplo, Comes y Abbott (1998) observaron en Senecio
gallicus que la diferenciacion genética entre haplotipos de cpADN era alta. Sin embargo, para
isoenzimas la diferenciacién era considerablemente menor. Esto podria deberse a que las
poblaciones experimentaron expansiones en su distribucion durante el Gitimo periodo glacial, que
es revelada por la mayor sensibilidad de los marcadores de ADN.

Estos estudios, complementados con investigaciones de paleovegetacidn en {a costa del
Pacifico y el Desierto Sonorense, nos ayudaria a conocer: a) si S. sfeffatus estuvo distribuido por
las costas de Jalisco hace alrededor de 5-12 M.a., tiempo en que se dio la separacion de Baja
California del Continente; y b) eventos de extincion y re-colonizacion de S. gummosus en el
Desierto Sonorense, lo que permitiria evaluar con mayor claridad ia hipdtesis planteada por
Gibson (1989).

Genética de la Conservacion para las poblaciones de S. eruca.

S. eruca, es una especie considerada como endémica extrema segun los criterios
planteados por Rabinowitz (1980), debido a que presenta una distribucion geografica pequefia y
esta restringida a habitats especificos en las planicies de Magdalena, B.C.S.. Drury (1980)
menciona que este tipo de especies son potencialmente mas vuinerable a la extincién. Sin

embargo, la informacién obtenida en este trabajo, sugiere que las poblaciones de S. eruca no se
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encuentran genéticamente en riesgo de extincion, debido a que los valores de variabilidad
genética encontrados en S. eruca son relativamente altos comparados a los reportados para
ofras especies endémicas (ver Pleasants y Wendel 1989; Sipes y Wolf 1997).

Por otra parte, el flujo génico entre las poblaciones de S. eruca es alto, por lo que se
podria considerar a estas poblaciones como una metapobiacion, segin el concepto propuesto
por Levins (1970}, para hacer referencia a un conjunto de poblaciones conectadas por migracin.

Considerando la evidencia anterior, ia estrategia mas viable de conservacion de la
diversidad genética de esta especie es la proteccion in-situ de los habitats donde ésta se
desarrolla. Esto podria lograrse con la creacion de una reserva natural, fo cual permitiria que la
especie continue evolucionando en su habitat natural. El sitio mas viable para la conservacion a
targo plazo de esta especie, podria ser la pobiacién de Salinas, debido a fa dificultad de acceso a
esta poblacion ¥ a que no presenta evidencia de perturbacion humana. Sin - embargo, en el
resto de las poblaciones seria necesario implementar también un programa de conservacion ex-
situ, debido a que en la actualidad estas poblaciones crecen en &reas rodeadas por zonas
agricolas, ganaderas y urbanas, lo que las expone a un riesgo mayor de extincion. La colecta
para el programa de conservacion ex-sifu puede incluir semillas y muestras de tallos de las
poblaciones més amenazadas. Las semillas pueden ser preservadas en bancos de
germoplasma y los tallos pueden usarse en un programa de conservacion via cultive de tejidos.
Las semillas y el cultivo de tejidos podrian usarse para la propagacion masiva y un proyecto de
restauracién en areas donde se pueda contar con proteccion para esta especie.

Lande (1988) sugiere que la conservacion de especies raras, requiere del conocimiento
demografico y de la estructura genética. Por este motivo, seria interesante complementar los
resultados genéticos obtenidos con estudios demograficos yfo ecologicos aue permitan contar
con evidencia mas sélida para implementar programas de conservacion a largo plazo en esta
especie.

Estructura clonal de S, gummosusy S. eruca

La reproduccion asexual involucra a todos aguellos mecanismos a través de los cuales
se produce progenie sin que ocurra recombinacion genética. Este tipo de reproduccion  permite
la produccion de nuevos individuos (ramets) genéticamente idénticos a la planta madre (Harper y
White 1974). La reproduccion sexual, por ofro lado, permite la creacidn de nuevas
recombinaciones alélicas que pudieran ser ventajosas para la dispersion de la especie a nuevos
lugares {Harper 1985) y para enfrentar diversas presiones de seleccion en su habitat.

Debido a que las especies clonales presentan reproduccién tanto sexual como
vegetativa, la adecuacion del genet esta determinada por ambas caracteristicas: la produccién

de semiflas y la propagacion vegetativa (Cheplick 1995; Mandujano ef al. 1998; Mandujano et al.
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2000). Es probable que ambas estrategias representen alternativas dentro de la historia de vida
de una especie y que exista un balance dptimo entre individuos sexuales y asexuales (Mclellan
et al. 1997, Mandujano et al. 1998; Mandujano et al. 2000). Sin embargo, el reclutamiento de
nuevos genets a través del establecimiento de plantulas es un evento esporadico en la mayoria
de las poblaciones de plantas clonales (Sarukhan y Gadgil 1974; Callaghan 1984; Mandujano et
al. 2000).

Un pairon similar ha sido reportado por Gibson (1989) y Turner ef al. (1995) para S.
eruca. Ellos sugieren que esta especie presenta una reproduccion predominantemente
vegetativa, debido a que no se observan en el campo plantulas o reclutamientos via sexual. En
cambio, en S. gummosus se han observado ambas estrategias de reproduccion (R. Clark Obs.
per.).

Diversos estudios han evaluado la importancia relativa de la reproduccion sexual y de la
propagacion vegetativa en especies clonales (i.e. lzquierdo 1995; Ellstrand y Roose 1987,
Hernandez 1999). Esto se ha logrado estimando la diversidad genotipica de esas especies a
través de diversos indices de diversidad (ie. G/N y D). Los valores de diversidad enconirados
por elflos son similares a los obtenidos en S. gummosus y S. eruca (Tabla 4). En promedio, se
detectaron 39.8 genotipos multilocus (nico (Gm) por poblacién para S. gummosus (Tabla 3) y
28.6 genotipos muitilocus (nicos en S. eruca (Tabla 4). Este resultado sugiere que la
recombinacion sexual es mas frecuente en S. gummosus con respecto a S. eruca. Este patron
también se observa al comparar la tasa de descubrimiento genotipica (G/N) promedio de S.
gummosus y S. eruca, que es de 0.72 y 0.54, respectivamente. Esto significa que existe una
mayor probabilidad de detectar genotipos diferentes en S. gummosus (72%), que en S. eruca
(54%). Lo anterior podria interpretarse como evidencia de que existe un 72% de individuos
originados por la via sexual contra un 28% reclutados vegetativamente en S. gummosus. En
cambio, en S. eruca un 54% de los individuos son reclutados por la via sexual y un 46% por la
via asexual. Por ofra parte, los valores de diversidad (D) en ambas especies son cercanos a 1y
sugieren que en ninguna de ellas hay clones dominantes y que mas bien los genotipos
replicados son de muchos clones. Este resultado es similar al encontrado en otras especies con
crecimiento clonal {Tabla 12).

Los resultados obtenidos en S. eruca no apoyan las observaciones hechas por Gibson
(1989) y Tumner et al. (1995) con relacion a que esta especie se reproduce predominantemente
por la via vegetativa, debido a que los valores obtenidos de diversidad genotipica indican que
con frecuencia o de manera esporadica ocurren eventos de reclutamiento via sexual.

Por ofra parte, diversos investigadores (i.e. Widén ef al. 1994; Cheliak y Pitel 1984)
sugieren que un punto problematico en la estimacion de la variacion genotipica radica en la
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estrategia de como son colectados los ramets y el nimero de loci polimérficos utilizados en el
analisis. Esto es debido a que: 1) la habilidad para detectar diferencias genotipicas entre
individuos depende del nimero de loci pelimérficos examinados y de Ia frecuencia de alelos de
estos loci; y 2) el esfuerzo de muestreo debe ser considerado, esto debido a que al colectar mas
ramets en una escala espacial més fina se incrementa la probabilidad de que los genets sean
muestreados de manera repetida.

Con la finalidad de expiorar el efecto del nimero de loci polimérficos en la deteccién de
genotipos multilocus Unicos (Gm) se calculd el coeficiente de correlacién de Kendall (9) entre
ambos parametros (Menken ef al. 1995). El resuitado obtenido en ambas especies indica que la
correlacidn no es significativa, ni para S. gummosus (¢ = 0.366, P = 0.151), ni para S. eruca
(O =0.364, P = 0.272), lo cual sugiere que las estimaciones obtenidas de diversidad clonal en

ambas especies no dependen del nimero de loci polimérficos utilizados.

En la Tabla 12 se pueden apreciar los estimadcres de la diversidad genotipica y
diferentes estimadores de diversidad genética en algunas plantas clonales. Se puede observar
que los valores obtenidos para ambas especies de estudio estan dentro del intervalo de valores
de diversidad genotipica reportados para ofras especies clonales (Tabla 12). S. gummosus,
presenta valores de diversidad genotipica considerablemente altos con respecto a los de otras
plantas clonales, sdlo superado por otras plantas clonales de amplia distribucion: Erythronium
albidum y Populos tremuloides. En cambio, S. eruca presenta valores moderados de diversidad
genotipica y ligeramente mayores a los de ofras plantas clonales, por ejemplo E. Propullans, la
cual es una especie que también presenta distribucion restringida, pero a diferencia de S. eruca,
esta es una especie muy clonal (Tabla 12).

Tabla 12.- Diversidad genotipica y genética de especies clonales. Porcentaje de loci polimérficos (%P},
nimero de alelos por locus (A), diversidad genética {Hr), proporcion de diversidad genética entre
poblaciones 0 (Gsr), nimero de poblaciones / individuos muestreados (Pobs/N), genotipos multilocus
encontrados (G), tasa de descubrimiento de nuevos genotipos (G/N) y diversidad genotipica (D).

Diversidad genética Diversidad genotipica
dentro de especies enire especies dentro de poblaciones
%P A Hr 0 (Gsn) Pabs/N G G/N D
Lophocereus schottii 2 444 155 0.33 0.13 8336 87 043 087
Quercus laevis® 64 2.36 - 0.032 113402 842 023 099
Q. margaretta® 73 280 - - 11240 B4 035 098
Erythronium albidum * 38 30 042 0.01 71770 83 090 096
E. propullans * 24 18 0.18 0.33 7193 21 023 066
Sparlina patens * 48 - 043 0.12 4f34 101 029 093
Popuius tremuloides® 92 23 0.42 - 7222 222 100 1.00
Alnys incata * 40 3.0 0.57 0.07 4409 5 001 069
Typha-4 spp. * 0 - 0 - - 1 - 0
Aechmea tuitensise 383 260 - 0.196 1109 33 030 088
Stenccereus gummosus 735 193 0.30 0.121 12/600 382 072 098
Stenocereus eruca 482 148 0.20 0.068 8/400 188 054 092

- Valores faltantes o sin calcular,
* datos fomados de Pleasants y Wendel 1989; a valores fomados de Parker y Hamrick 1992; b de Berg y Hamrick 1984 y ¢
lzquierdo 1995,
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En general, se puede observar que S. gummosus y S. eruca, al igual que ofras plantas
clonales, presentan niveles considerables de diversidad genetica (Tabla 12). Diversos estudios
han encontrade que los niveles de diversidad genética en especies clonales son similares a lo
encontrados en especies que se reproducen sexualmente (Elistrand y Roose 1987; Hamrick y
Godt 1989). Sin embargo, el origen de estos niveles de variacidn genética en muchas plantas
clonales no estad del todo claro. Existen diversas hipotesis al respecto, entre ellas estan: un
reclutamiento simuitaneo dado por evenios tanto sexuales como asexuales, seleccion,
inmigracién, mutacion y heterogeneidad ambiental, lo que permite que las especies clonales
mantengan niveies altos de diversidad genética (Elistrand y Roose 1987).

Las especies bajo estudio presentan aparentemente ambas alternativas de reproduccion
(sexual y asexual), tal como se menciond anteriormente. Ademés, ambas especies muestran
niveles considerables de flujo génico (Tabla 7 y 8), lo cual probablemente ha permitido que estas
especies mantengan niveles considerables de variacion genética similares a los de especies con
reproduccion sexual (0.261) y predominantemente de entrecruzamiento (0.251) (Loveless vy
Hamrick 1984).

De acuerdo a Slatkin (1985), las mutaciones somaticas pueden generar variacion
genética adicional en poblaciones de plantas que se reproducen vegetativamente. Whitman y
Slobodchikoff (1981) le confieren también gran importancia a este proceso (reportando
evidencias de ello en plantas cultivadas) y sefialan que estas mutaciones pueden ocurrir en las
células de las yemas y posteriormente propagarse a fravés de mecanismos sexuales y
asexuales. Sin embargo, las evidencias de mutaciones somaticas en especies clonales silvestres
son escasas Y la frecuencia con que ccurren parece ser bastante baja (Antolin y Strobeck 1985;
Klekowski 1997).
¢Pueden ser los altos niveles de endogamia encontrados en ambas especies producto de
la clonalidad?

En las plantas clonales el reclutamiento de los individuos a [a poblacion se puede dar por
dos vias: la sexual y la de la propagacion vegetativa (Mendoza 1994; Mandujano ef al. 1998;
Mandujano et af. 2000). En el primer caso, cada individuo proviene de un solo cigoto (genet) y
por lo tanto, son genéticamente diferentes entre si. En el segundo caso, la accion coordinada de
células meristematicas produce otro individuo (ramet} gue desarrolla su propio sistema radicular
y eventuaimente se puede separar de la planta progenitora (Harper y White 1974). Estos
individuos constituyen unidades fisiologicas y ecolbgicas independientes que tienen la misma
identidad genética que el organismo que las produce (Cook 1985). Por este motivo, algunos
autores (i.e. Mclellan et al. 1997} sugieren que la estimacién de las frecuencias alélicas en
plantas clonales debe realizarse con cuidado, debido a que se podria estar anatizando el mismo
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clon. Este analisis repetido del mismo clon, podria influir en las estimaciones de variacién y
estructura genética. Sin embargo, en dos estudios de caso, uno desarrollado por McClintock y
Waterway (1993) y otro por Jonsson ef af. {1996), encontraron que la pseudoreplicacion al nivel
de ramet aparentemente no influye en las estimaciones de variacion al nivel de genet.

Con la finalidad de conocer el efecto de la clonalidad en las estimaciones de la variacion
y estructura genética y determinar si ésta afecta los niveles de endogamia, se eliminé de la base
de datos a fodos Ios genotipos repetidos (ramets) deniro de las pobiaciones. Una vez realizado
esto, se analizaron nuevamente los estimadores de variacion genética (Ho y He) y los
estadisticos F de Weir y Cockerham (f y F). Los resultados de este analisis muestran que el
promedio de He y Ho para todas las poblaciones en S. gummosus fue de 0.298 y 0.113
respectivamente. En cambio, el promedio de He y Ho en S. eruca fue de 0.187 y 0.05,
respectivamente. Estos valores son ligeramente mas altos a los obtenidos con todos los
genotipos repetidos (Tabla 3 y 4) en ambas especies. Por otra parte, los valores de los
coeficientes de endegamia fy F con los datos modificados en S. gummosus fueron de 0.579 y
0.612, respectivamente. En contraste, los valores de fy F en S. eruca son 0.70 y 0.710,
respectivamente. Los valores de estos indices no son muy diferentes a los obtenidos con todos
los genotipos repetidos anteriormente (Tabla 7 y 8), y aln siguen siendo muy altos.
Aparentemente, el efecto de eliminar los genotipos repetidos (ramets) no influye en las
estimaciones de déficit de heterdcigos. Esto sugiere que la contribucion que tiene la clonalidad a
los aitos niveles de endogamia obtenidos en ambas especies es poco relevante.

Sin embargo, el arreglo espacial de clones dentro de las poblaciones puede tener un
efecto importante en la reproduccion sexual y sistemas reproductivos de una especie. Dentro de
una poblacion clonal, la concentracion de individuos relacionados puede incrementarse debido al
movimiento de clones (i.e. arrastre por corrientes de agua o al desplazamiento mecanico de los
fallos). En caso de que ocurra lo anterior y la especie presente flujo génico limitado, puede
incrementarse las cruzas enfre parientes causando deficiencias de heterdcigos. Esta
documentado que dos de los mecanismos més comunes que generan endogamia en plantas son
la autopolinizacién y la cruza entre parientes. Affre et al. (1997) reporia evidencias de ello en
Cyclamen balearicum. Esta especie presenta valores promedio cercanos a 1 de fy F,
posiblemente debidos a altos niveles de autopolinizacion y cruzas enfre parientes causados por
una dispersion restringida de polen y semillas.

Tal como se sugiri¢ anteriormente, la endogamia en S. gummosus y S. eruca podria
estar siendo generada por cruzas entre parientes. Esta podria incrementarse si el flujo de polen

es local y si los clones ocupan un gran espacio dentro de cada poblacion. Por tal motivo, es
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importante profundizar en el conocimiento de la biologia reproductiva de ambas especies, para
conocer el efecio de la clonalidad en la variacion genética.
Origen de S. eruca.

l.a evidencia sobre los patrones de variacion genética entre especies cercanas puede
praporcionar informacién valiosa sobre sus reiaciones filogenéticas. Gibson (1989) sugiere que
S. eruca se originé recientemente a partir de un ancestro similar a S. gummosus, debido a que
presenta caracteres morfoiogicos y quimicos muy similares.

Si S. eruca se origind recientemente a partir de un ancestro similar a S. gummosus,
varias predicciones con respecto a la composicion alélica y niveles de variacion deben de
considerarse (Gotlieb 1973a). Primero, que el nimero de alelos observados en S. ertica sea un
subconjunto de los observados en S. gummosus. Segundo, que las medidas obtenidas de
variacidn genética {riqueza alélica, heterocigosidad esperada y porcentaje de loci polimérficos)
sean menores en S. eruca. También debe esperarse que la identidad genética interespecificas
obfenidas sean similar o ligeramente menor que las identidades intraespecificas.

Los resultados obtenidos del analisis de isoenzimas para ambas especies son
consistentes con estas predicciones. La composicion alélica de S. eruca representa un
subconjunto de la obtenida en S. gummosus. De un total de nueve loci analizados para ambas
especies, se detectd un total de 24 alelos. S. gummosus presenta nueve alelos Unicos no
presentes en S. ertica, contra un alelo inico encontrado en S. eruca, ausente en S. gummosus.
Ambas especies presentan en comun 14 alelos {Tabla 9, Fig. 6). Estos en general son alelo(s)
frecuentes en los loci de S. gummosus, lo cual podria suponerse, ya que se esperaria que los
alelos de S. eruca fueran un subconjunto aleatorio de los alelos de S. gummosus, tal como lo
proponen Pleasants y Wendel (1989) para E. albidum.

Las medidas de variabilidad genética (%P y He) son también mas altas en S.
gummosus que en S. eruca (Tabla 9, Fig. 6). En la mayoria de los estudios interespecificos, los
alelos Gnicos obtenidos en la especie derivada se encuentran en bajas frecuencias (i.e. Gottlieb
1972; Gottlieb y Pilz 1976; Crawford ef al. 1984). En este trabajo se obtuvo un resultado similar,

debido que el alelo MNR-2-D en S. eruca se encuentra en baja frecuencia.

La divergencia genética entre especies es evaluada generalmente calculando el
promedio de la identidad genética (/) entre todos los pares de poblaciones de ambas especies.
La divergencia genéfica es maxima en un locus cuando las dos especies no tienen alelos en
comin y minima cuando las poblaciones tienen complementos similares de alelos con
frecuencias similares. El promedio de la identidad genética interespecifica fue de 0.88, que es
ligeramente menor a las obtenidas dentro de las poblaciones de cada especie (0.96 y 0.98) para

S. gummosus y S. eruca, respectivamente. Este valor esta dentro del intervalo (0.28-0.99) de los
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valores observados en pares de especies progenitor-derivada en otras plantas (Gottlieb 1977,
Pleasants y Wendel 1989). El valor obtenido de / nos sugiere que el tiempo de divergencia de S.
eruca es relativamente reciente.

Los fenogramas construidos con diversos procedimientos revelan patrones distintos en
cuanto al arreglo de las poblaciones de cada especie. El procedimiento UPGMA, muestra un
fenograma con dos grandes grupos, uno formado por las poblaciones de S. gummosus y el ofro
con las poblaciones de S. eruca (Fig. 14). En cambio, el “Neighbor-Joining” muesfra un
fenograma que incluye a S. eruca dentro de un subgrupo de S. gummosus (Fig. 15). Esas
diferencias entre ambos métodos de reconstruccion filogenética pueden ser debidas a que
“Neighbor-Joining” es un método mucho mas robusto a los problemas de diferencias en las tasas
de substitucidn que el UPGMA, el cual puede conducir a errores muy fuertes en la reconstruccion
filogenética si existe heterogeneidad en la tasa de cambio evolutivo entre linajes (ver Eguiarte et
al. 1997).

Los resultados obtenidos con isoenzimas en los patrones de variabilidad genética y
alélica discutidos anteriormente apoyan la hipdtesis de que S. eruca divergit recientemente de
un ancestro similar a S. gummosus, tal como lo sugiere Gibson (1989). Lowrey y Crawford
(1985) mencionan que puede haber grandes cambios morfologicos dentro de un periodo de
tiempo muy corto después de ocurrida la especiacion, sin que se presenten grandes cambios
geneticos. Un escenario similar pudo haber ocurrido durante el proceso de especiacion que dio
origen a S. eruca.

Un estudio filogenético con marcadores moleculares a base de ADN (i.e cloroplasto) nos
permitiria conocer con mayor claridad la relacion filogenética entre ambas especies y nos
proporcionaria evidencia de su posicion filogenética con respecto a ofras especies del género
Stenocereus y, en consecuencia, nos permitiria evaluar con mayor rigor las hipétesis planteadas
por Gibson (1989).

61



CONCLUSIONES

>
L4

\7
0.0

*
e

»,
0.0

o/
o

Los valores de variacion genética encontrados en este estudio para S. gummosus son
simifares a los reportados en la literatura para plantas con caracteristicas de historia de
vida parecida: de amplia distribucion, reproduccion tanto sexual como asexual y
polinizacién cruzada. De igual forma, los valores obtenidos en S. eruca son similares a
los de especies con distribucidn restringida y endémicas.

Los indices de Fijacion (F) y estadisticos de Weir y Cockerham fy F sugieren que fas
poblaciones de ambas especies presentan niveles considerables de endogamia, lo cual
pudiera ser generado por cruza entre parientes.

En ambas especie se encontré que no existe un patrén de aislamiento por distancia, lo
que sugiere que las poblaciones estan fuera del equilibrio entre deriva génica y
migracién, debido a que existe un constante flujo génico entre poblaciones distantes.

La evidencia de diversidad alélica y el fenograma construido con el procedimiento de
“Neighbor-Joining” apoyan la hipdtesis del origen de las poblaciones de Sonora y
movimientos migratorios de S. gummosus planteada por Gibson (1989).

l.as poblaciones de S. gummosus del sur de Baja California presentaron mayor variacién
genética que las del norte, lo cual sugiere eventos de extincion y recolonizacion a partir
de las poblaciones del sur.

Se encontrd que las poblaciones de S. eruca, especie endémica y restringida a las
Planicies de Magdalena, B.C.S., no estan depauperadas genéticamente, debido a que
los valores de variabilidad obtenidos son relativamente altos.

Los valores de diversidad genotipica obtenidos indican que en ambas especies ocurre
tanto reproduccién sexual como vegetativa.

El andlisis filogenético realizado con isoenzimas sugiere que S. eruca se origind

recientemente de un ancestro similar a S. gummosus, tal como plantea Gibson (1989).
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APENDICE 1
Buffer de extraccion de Mitton ef al. {1979)
Para preparar 100 mL de buffer es necesario pesar 0.093 g de dioxido de Germanio y disolverio en 65 mL

de agua destilada, hervirlo hasta que se disuelva y dejar que este se enfrie a temperatura ambiente.
Posteriormente agregar

03¢ acido dietildiocarbamico
4449 polivinilpirrilidone

4449 ascorbato de sodio

0.33g metabisulfito de sodio

1.21g borato de sodio

8.8 ml 0.16M buffer fosfato pH 7.0 *
Finalmente se agrega

8.8mi sulfxido de dimetil

0.8 mi t-fenoxietanol

0.18 mi B-Mercaptoetanol

Todo se afora a 100 ml.
*Para preparar 100ml de buffer fosfato pH 7.0 se pesan 2.272 g de fosfato dibasico y se afora a 100 mL.

Recetas utilizadas para preparar los sistemas de buffer:

Sistema 6 (Wendel y Weeden 1989). Correr a 280volts y 60 mA.
Litio-Borato, pH 8.3/ Tris-citrato, pH 8.3
ELECTRODO

0.192 M Acido Borico (11.87 g) titular a pH 8.3 con hidroxido de Litio (aprox. 1.59 g, con Molaridad
aproximada de 0.038 M)

GEL

0.019M Acido Bdrico (1.17g)

0.004 MLIOH (0.16 g)

0.047MTris  (5.699)

0.007 M Acido citrico (1.47); la ofra forma de prepararlo es:

Este buffer es preparado ufilizando 1 volumen de buffer de electrodo y 9 volimenes de Tris-
Cifrato, pH 8.3 (0.052 M Tris- 0.008 M Acido citrico).

Sistema PP (Mitton ef al. 1977). Correr a 250 volts y 60 mA.

ELECTRODO

0.031 M Hidréxido de sodio (NaOH) (1.25 g)

0.295 M Acido bérico (18.25 g)

Aforar a un litro con agua destilada. Ajustar el pH a 7.5 con NaOH o con Acido borico.
GEl

0.015 M Trizma Base (1.8 g)

0.295 M Acido Citrico (monoh.} (0.7 g)

Aforar a un litro con agua destilada. Ajustar el pH a 7.6 con NaOH o con Acido citrico.
Sistema D (Stuber et al. 1988) modificado. Correr a 250 voits y 60 mA.
L-Histidina-Acido citrico pH 6.5/L-Histidina-Acido citrico pH 6.0

ELECTRODO

0.065 M L-Histidina (10.088 g);

0.007 M Acido citrico.H20

(aprox. 1.50 g; pH ajustario con Acido citrico)

B T8 m g
;
NN
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GEL

0.0108 M L-Histidina;

0.0012 M Acido citrico.H.0

(1:5 dilucién del buffer del electrodo en agua destilada)

Recetas de tincion de las isoenzimas montadas
Acida Fosfatasa (APH)

100 ml 0.05mM Acetato de sodio, pH 5.0

75 mg alpha-naphthyi acido fosfato, sal de sodio

80 mg Fast garnet GBC salt

Incubar en la oscuridad a 37°C (cerca de 1 hora) y fijar.
Alcohol dehidrogenasa (ADH)

50 ml 50mM Tris-HCL, pH 8.0

20 mg NAD

1 mt Etanol (95%)

10 mg MTT

2 mg PMS

Incubar en la oscuridad a 37°C (cerca de 1 hora) y fijar.
Diaforasa (DIA)

50 mi 50mM Tris-HCL, pH 8.0
0.5 mg 2,6-dichlorofencl-indofenol

13 mg «-NADH

0.5 ml MTT

Incubar en la oscuridad a 37°C (cerca de 1 hora) y fijar.
Esterasa (EST)

50 mi 100mM Na-fosfato, pH 6.0

35 mg ALPHA-Napthyl acetato

35 mg -Napthyl acetato

50 mg Fast Gamet GBC

Aiiadir a los sustratos 1 ml de acetona. Incubar a 37°C (cerca de 30 min.) y fijar.

Fosfoglucosa isomerasa (PGI)

50 mi 0.1M Tris-HCL, pH 8.0

20 mg Fructosa-6-Fosfato

10 U G-6-PDH (NADP)

5 mg NADP

50 mg MgCly

5 mg MTT

1.5mg PMS

Incubar en la oscuridad a 37°C por 30 minutos.
Fosfogiucomutasa (PGM)

50 ml 50mM Tris-HCL, pH 8.5

120 mg Glucosa-1-Fosfato, Nay-salt

20 U G-6-PDH (NAD)

50 mg MgCl;

10 mg NAD

10 mg MTT

2 mg PMS

Incubar en la oscuridad a 37°C por 1 hora.
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Glucosa-6-fosfato dehidrogenasa (G6PDH)
50 mi 50mM Tris-HCL, pH 8.0

5 mg NADP

50 mg MgCl,

80 mg Glucosa-6-fosfato, Naz-sait

10 mg MTT

2 mg PMS

Incubar en la oscuridad a 37°C (cerca de 40 min.) y fijar.
Glutamato dehidrogenasa (GDH)

50 ml 0.1M Tris-HCL, pH 8.5

220 mg Acido L-glutamico

20 mg NAD

10 mg NBT

3 mg PMS

Incubar en ta oscuridad a 37°C por 2 horas.
Leucina aminopeptidasa (LAP)

Pesar:

60 mg Fast Black K salt

disolverlo bien en 5 ml de agua destilada justo antes de teiiir.
Afadir;

50 ml 0.2 M Tris-maleato pH 5.2

3 mi L-leucina b-naftilamida-HCL. 2.5%
Incubar en la oscuridad a 37°C por 30 minutos.
Malato dehidrogenasa {MDH)

50 ml 50mM Tris-HCL, pH 8.5

10 mg NAD

150 mg acido mélico

10 mg MTT

2 mg PMS

Incubar en la oscuridad a 37°C por 30 minutos,
Menadione reductasa (MNR)

75 mi 0.2M Tris-HCL, pH 7.0

25 mg Menadione

25 mg NADH

10 mg NBT

Incubar en la oscuridad a 37°C {cerca de 30 min.) y fijar.
Superoxidaza dismutasa (SOD)

50 ml 50mM Tris-HCL, pH 8.0

2 mg Riboflavina

1 mg EDTA

10 mg NBT

Incubar en la oscuridad a 37°C por 30 minutos (el tiempo puede variar dependiendo de la actividad).

Removerla de la incubacion y colocaria ante luz. Lavar y fijar.
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APENDICE 2

Frecuencias alélicas de las poblaciones de S. gummosus. (N) es el tamafio de la poblacion y RxC es el
resultado de la prueba de Fisher. Ver Tabla 1 para la identificacion de poblaciones.

Regién BAJA CALIFORNIA ISLAS SONORA

Locusfalelo A B c D E F G H | J K L |RXC

ADH-1

A 0850 |0.824 0870 0840 0880 (0750 (0918 |0.820 |0.820 (0.810 |0.640 |0.680 |P=0.001
B 0150 |0.176 (0130 10160 [0120 ;0250 |0082 [0180 0180 |0.190 |0.360 |0.320

APH-2

A 0480 (9716 (0810 10840 0430 (0830 (0680 (0765 [0.620 (0870 [0.590 |0.650

B 0520 |0.284 0190 (0360 |0570 0100 (0310 (0235 (0380 (0330 |0410 (0350 |P=0.001
C 0.000 10.000 [0.000 [0.000 000D ;0070 [0.000 (0000 [0.000 |0.000 |0.000 |[0.000

DIAA

A 1.000 [4.000 |1.000 |1.000 |[1.000 :1.000 [1.000 [1.000 [1.000 |1.000 [1.000 |1.000 |P=0.01
EST-1

A 0980 (0824 |0790 |0700 |0G.870 0980 0980 (0408 |0540 |0.800 [0.780 |[0.930

B 0.000 (0.000 |0.000 |0.010 |0.050 ;0000 {0000 {0571 |0.000 |0.080 (0170 (0,020 |P=0.001
C 0020 01476 |0.210 [0.290 [G.080 0020 (0020 |0.020 |0460 [0.020 ]0.050 |0.050

GDH-1

A 0470 0637 (0710 |0750 |0670 |0.540 |0.800 (0663 (0770 |0700 |0.790 (0620 |P=0.001
B 0530 |0.363 0280 0250 |0330 10460 0200 [0337 |0.230 0300 [0.210 |[0.380

G6PH

A 0690 |0.245 |[0.750 |0.650 |0550 |0570 (0710 (0755 |[0.810 |0840 |0.790 (0710 |P=0.001
B 0310 [0.755 |0.250 |0.350 |0450 0430 0290 10245 |0.180 |0.160 |[0.210 |[0.290

LAP-1

A 1.000 |1.000 [1.000 [1.000 1.000 ,1.000 |1.000 {1.000 |1.000 |1.000 [1.000 |1.000 |P=0.001
MDH-1

A 1.000 |0676 |(0.830 (0850 (0860 |0.820 |0890 (0908 |0780 |0850 |0.670 |0.850

B 0000 (0010 |0.080 |0120 0100 (0010 (0090 [0.031 (0030 (0060 |0.040 |(0.140 |P=0.001
C 0000 (0314 0090 [0030 |0040 |[0170 (0020 [0.061 [0.180 [0.090 10.290 |0.010

MNR-2

A 0.000 |0.882 |0750 |0.850 |0.780 |0660 0370 (0816 |0.860 0740 |(0.310 |[0.740

B 0100 (0118 |0.250 |0.150 |0.220 |0.280 |0630 |0.184 |0.140 0260 (0.69C (0.260 |P=0.001
C 0.000 10.000 ;0.000 10000 |00G0 |0060 (0000 |0.600 |0.000 |0.000 [0.000 |0.000

PGI-1

A 0800 J0.863 0800 (0900 :0610 |0.800 (0750 (0920 /0830 /0790 )0670 |0.780

B 0140 [0.437 (0120 (0100 |0200 (0100 [0.250 (0071 0130 |0470 (0290 |0.140 |P=0.001
c 0060 10000 {0.060 |0.000 |0.0680 |0.100 |0.000 |0.000 {0.040 |0.040 |0.040 (0.080

D 0000 |0.000 |0.020 |0.000 |0.040 [0000 |0.000 |0.000 {0.000 [0.000 |0.000 (0.000

PGM-1

A 1.000 (1.000 (1.000 |1.000 [1.000 |1.000 {1.000 |1.000 (0730 [0.690 (0440 |0860 |P=0.001
B 0000 10.000 [0.000 [000C 0000 {0.000 (0000 [0.000 (0270 [0.310 {0560 |[0.140

S0D-1 B I e I I I I L e a e a e s A R S s s S I = 2= R U SRR RFIFIFI
(N) 50 51 50 50 50 50 50 49 50 50 50 50 X2=178.3

++++ Mala resolucion del loci,
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Frecuencias alélicas para las poblaciones de S. eruca (N) tamafio de la poblacion. RxC es el resultado de

la prueba de Fisher. Ver Tabla 2 para la identificacion de poblaciones.

Locus A B C D E F G H RxC
ADH-1
A 0.808 i+t | 0.760 0.827 0.780 0.795 ket pP=0.812
B 0.192 0.240 0.173 0.220 0.205
APH-1
A 1.000 1.000 1.000 1,000 1.000 1.000 1.000 1.000
APH-2
A 0.288 0.380 0.450 0.640 0.357 0.390 0.355 0.257 P=0.001
B 0.712 0.620 0.550 0.360 0.643 0.610 0.645 0.743
EST-1
) 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
GBPDH
A 0.115 0.730 0.240 0.320 0.244 0.300 0.190 0.214 P=0.001
B 0.885 0.270 0.760 0.680 0.756 0.700 0.810 0.786
LAP-1
A 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
MDH-1
A 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
MNR-1
A 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
MNR-2
A 0.365 0.610 0.360 0.440 0.541 0.630 0.750 0.629 P=0.001
B 0.635 0.320 0.640 0.560 0.459 0.370 0.240 0.371
D 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.010 0.000
PGi-1
A 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
PGM-1
A 0.788 1.000 0.990 0.630 0.837 0.790 (.880 0.571 P=0.001
B 0.212 0.000 0.010 0.370 0.163 0.210 0.120 0.429
PGEM-2
A 0.846 0.820 0.750 0.770 0.867 0.910 0.810 1.000 P=0.001
B 0.154 0.180 0.250 0.230 0.133 0.080 0.190 0.000
S0D-1
A 1.000 0.940 0.980 1.000 1.000 1.000 1.000 0.943 P=0.001
B 0.000 0.060 0.000 0.000 0.000 0.000 £.000 0.057
C 0.000 0.000 0.020 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
GDH-1 ++++++ ++++++ ++++++ ++++++ ++++++ ++++++ +++++++ +++++++ +++++++
DIA-1 et L I S A T S bt 4+t +HHE+E +HEbbE | | R
(N) 52 50 50 50 49 50 100 35 X2=11272

++ Pobilaciones donde no hubo resolucion para el locus,
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