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Resumen:

Agave viactoriae-reginae T Moore es endémica del desierto chihuahuense (25-27° Norte, 100-104°
Oeste), con una distribucion discontinua, generalmente se establece en paredes de carbonato de
calcio. La especie tiene una alta demanda ornamental en varios paises y estd amenazada por
colectas para un comercio ilegal y la destruccion del habitat por extraccién de material del subsuelo.
Esta considerada en peligro de extincion por las autoridades mexicanas y CITES.

El objeto general de esta investigacion fue realizar un estudio sobre la ecologia y genética de
poblaciones, cultivo de tejidos, conservacion y fisiologia de semillas y conocer el potencial
reproductivo para proponer, al conjuntar estas disciplinas, una alternativa integral para la
conservacion in situ y ex situ de 10 poblaciones estudiadas de esta especie.

Se usaron isoenzimas para analizar la estructura genética de diez poblaciones de A cictoriae-
reginae. Se determind la densidad, la estructura de tamafios (individuos) y la extension de cada
poblacion. Se generé un método para la micropropagacion via organogénesis-embriogénesis
somatica. Se analiz6 el potencial reproductivo y se inicié la conservacion de semillas.

Las especies presentan altos niveles de variaciéon y diferenciacion entre poblaciones. Los niveles de
diferenciacion. El tejido de cultivos y la conservacion de semillas se presentan como alternativas
viables para su conservacion.

Estos resultados muestran la urgencia de conservar cada una de las poblaciones. Estudios del
tamafio minimo de una poblacion recomiendan conservar un nimero no menor a 5,000 individuos.

e * El presente documento no necesariamente contiene los principales resultados del proyecto correspondiente o la
descripcion de los mismos. Los proyectos apoyados por la CONABIO asi como informacién adicional sobre
ellos, pueden consultarse en www.conabio.gob.mx
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individuales, asi como a los compiladores. De manera que deberan citarse todos los responsables de los
proyectos, que proveyeron datos, asi como a la CONABIO como depositaria, compiladora y proveedora de la
informacion. En su caso, el usuario debera obtener del proveedor la informacién complementaria sobre la
autoria especifica de los datos.
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ANTECEDENTES.

Agave victoriae-reginae T. Moore (Agavaceae) es una especie endémica de México, en peligro de
extincion, con una distribucion limitada a zonas de los estados de Coahuila, Durango y Nuevo Leon,
entre los 100° y 104° longitud oeste y 25° y 27° latitud norte, s6lo se encuentra en localidades muy
especificas pues crece en afloramientos de carbonato de calcio sobre paredes verticales (Gentry,
1982). EI factor principal que ha alterado las poblaciones silvestres de A. victoriae-reginae es la colecta
de plantas con fines ornamentales que alcanzan altos valores en el mercado internacional. Por su
endemismo y su critica situacidn ha sido catalogada en peligro de extincion por las autoridades del pais
(SEDESOL, 1994). El CITES inscribe a esta especie entre uno de los agaves mas amenazados, incluido
en el Apéndice Il (Villa-Lobos, 1988), donde se agrupan a todas las especies susceptibles a ser
amenazadas de extincion como consecuencia de un comercio



ilegal muy intenso, en el cual se prohibe la comercializacion de plantas silvestres (C.I.T.E.S., 1987).
Revisiones bibliogréficas muestran que existen pocas investigaciones en relacion a A. victoriaereginae
y no existen estudios sobre su genética y ecologia que determinen el estado de alteracion de las
poblaciones silvestres. Los reportes que sitian a la especie en cierto peligro de extincion, citan una
distribucién geografica restringida, decomisos y registros de colecta que se han hecho hasta la década
pasada, enlistando gran cantidad de plantas silvestres mexicanas, exportadas por la frontera norte, entre
las cuales se encuentran agaves como A. victoriae-reginae y de igual forma se hace con otras especies
endémicas mexicanas de las familias Cactaceae, Cycadaceae, Orchidaceae, Euphorbiaceae, etc. que
tienen una elevada demanda en el mercado internacional (Martinez-Palacios, 1991). La reduccion y
fragmentacion de la poblacion de una especie causa pérdidas de la variabilidad genética, con la
consecuente disminucion de la adaptabilidad a los cambios y por lo tanto de su potencialidad para
sobrevivir al efecto de las alteraciones del ambiente (Vazquez-Yanes y Orozco, 1989).

La conservacién efectiva de germoplasma requiere de la interaccion del conocimiento
acumulado de varias tecnologias combinadas en estrategias integradas (Falk, 1992 citado por Fay, 1994).
Todas las estrategias pueden ser validas y deben ser exploradas, siempre que estas acciones no pongan en
peligro a la propia naturaleza o a la especie (Vazquez-Yanes y Orozco, 1989). En las Gltimas décadas
se han empleado métodos de analisis genéticos y de demografia, los cuales han permitido conocer el
estado en que se encuentran las poblaciones vegetales amenazadas. Analisis electroforeticos pueden
ayudar a determinar los niveles de variacion que se presentan dentro de una especie (Eguiarte y Pifiero,
1990), y los estudios demograficos hacen posible conocer la dindmica de la poblacion. Esta informacién
puede ayudar a dirigir programas para la conservacién in situ y ex situ y el futuro aprovechamiento de
especies amenazadas (Eguiarte, 1990).

Cada vez es mas evidente que aun cuando un habitat esté protegido, las poblaciones pueden
desaparecer debido a su fragmentacion o a otros factores que han alterado a tal grado la dinamica del
ecosistema que el habitat ha dejado de ser apropiado para un taxon dado. En tal situacion puede ser
esencial llevar a cabo repetidas re-introducciones de genotipos conocidos hasta que las condiciones
ecoldgicas adecuadas para su supervivencia sean entendidas y manipuladas. En este caso resulta
importante contar con un banco de semillas y més aun si ha sido posible diferenciar los genotipos

almacenados (Eguiarte y Pifiero, 1990, Vazquez-Yanes, 1990). Asimismo la micropropagacion por



cultivo de tejidos puede ofrecer mayores ventajas sobre las técnicas convencionales. En la Gltima
década las técnicas in vitro se han utilizado para el rescate de especies en peligro de extincién por la
posibilidad de lograr una rapida multiplicacion de individuos libres de patdgenos. Un gran nimero de
regenerantes puede producirse a partir de pequefias cantidades de material inicial, en algunos casos, tan
pequefia como una yema o una semilla y llegar a clonar individuos y/o inducir variaciones
genéticas bajo condiciones controladas (Wochok, 1981; Beversdorf, 1990; Fay, 1994). Sin embargo, se
sabe que el tipo de respuesta morfogenética in vitro puede ser factor de variacion genética (Hu y Wang,
1983, Ammirato, 1989).

Este panorama lleva a considerar una estrategia integral en que estudios interdisciplinarios de
demografia, genética de poblaciones y de cultivos de tejidos permitirian iniciar colecciones ex situ como
un primer paso para explorar la recuperacion de especies o de determinados genotipos (Fay, 1994;
Mistretta, 1994). Especies raras y amenazadas de orquideas han sido propagadas por cultivo de tejidos
(Fay, 1994), pero so6lo algunas de ellas han sido reintroducidas a su habitat y sin conocer si ha habido
variacion genética original, como por gemplo Bletia urbana, Lycaste skinneri, L. aromatica, Oncidium
stramineum de las que aun después de 6 afios permanecen en condiciones silvestres (Martinez-
Palacios, 1991; Rubluo et al., 1989; 1993). Mistretta (1994) mediante estudios electroforéticos de enzimas
identificd los 7 Unicos genotipos de la especie en peligro de extincién Cercocarpus traskiae, dos de
éstos aparentemente hibridos. Este anédlisis permitio identificar el genotipo "puro" y propagarlo
vegetativamente y reintroducirlo a la poblacion in situ. Procedimientos similares se han usado con
Mahonia nevinii, Claytonia lanceolata var, piersonii, Fritillaria eastwoodii. Si bien ninguno de estos
estudios se considera lo suficientemente profundo, el manejo y decisiones tomadas se basaron en un

disefio experimental para sus programas de reintroduccion (Mistretta, 1994).

OBJETIVOS

Obijetivo general: Conocer el nivel de diferenciacidon genética, densidad y éxito reproductivo de todas
las poblaciones conocidas de A. victoriae-reginae especie mexicana endémica en peligro de extincion y
evaluar la utilizacion de las técnicas de cultivo de tejidos, para proponer vias para la conservacion in

situ y ex situ, en particular de los genotipos menos abundantes.



Objetivos particulares:
1. Describir la estructura genética poblacional de Agave victoriae-reginaeT. Moore.

2. Examinar la densidad, tamafios y éxito reproductivo de los individuos en las poblaciones.

3. Establecer un banco de semillas de la especie, para estudios de conservacion.

4. Aplicar las técnicas de cultivo de tejidos para analizar la variacidn o estabilidad genética de las
plantulas regeneradas via organogénesis y/0 embriogénesis somatica.

5. Generar un sistema modelo de estudio genético, ecoldgico y micropropagacion para el rescate y

conservacion en otras especies mexicanas en peligro de extincion.

MATERIALES Y METODOS
Evaluacion genética de las poblaciones.

1) Colecta de hojas. Se realizaron dos salidas de campo (febrero y septiembre de 1995), se
visitaron 10 poblaciones silvestres de Agave victoriae-reginae T . Moore (BD, Fig. 1), cuatro de las
cuales ya habian sido citadas por Gentry (1982). Para determinar la frecuencia alélica, estadisticamente
representativa, se colectd una hoja por planta de un promedio de 40 individuos por poblacion (Weir,
1990), de individuos con un diametro superior de 15 cm (BD), la hoja correspondia a la parte media de la
planta (entre la zona centrial o punta en crecimiento y las hojas de la base de la planta). Al final de
cada colecta por dia, de cada hoja se cortaba un fragmento de 2 x 2 cm, perteneciente a la base
de la hoja, se etiquetaba y se almacenaba en un tanque criogénico (-196 °C), del cual se retird al llegar
al laboratorio, donde se conservaron las muestras en un ultracongelador (REVCO) a temperatura
constante de -80°C.

2) Andlisis de isoenzimas. Se realizd un andlisis de isoenzimas de los fragmentos de hoja
almacenados a baja temperatura (-80 °C). Con este material se determinaron los patrones de variacion
genética dentro y entre las poblaciones de Agave victoriae-reginae T. Moore.

El estudio de isoenzimas se baso en la metodologia para ensayos electroforéticos horizontales en
geles de almiddn (Selander et al., 1986, modificado por Eguiarte 1990). Se siguieron los siguientes pasos.

1. Los fragmentos de hojas se extrajeron del REVCO 10 minutos antes de continuar el proceso.



2. La extraccion de proteinas se obtuvo mediante el macerado delasmuestras con un buffer

especifico (apéndice 1) y absorcion en wicks.
3. Se almacenaron a largo plazo los extractos de tejido absorbidos en papel filtro y guardados en

tubos eppendorf en ultracongelador (REVCO) a -80°C.

4. En el gel preparado en el laboratorio (sistema No. 8 (LiOH) Soltis et al., 1983) se montaron las
muestras y se desarrollé la electroforesis. Corrimiento del gel bajo un amperaje constante (60
miliamperes) y una combinacion adecuada de buffer de charolay gel (pH 8 y 7.6 respectivamente).

5. Cada enzima se tifid con base en protocolos especificos para cada una.

6. Se hizo lalectura de los patrones de bandeo en los geles en fresco, por ser la resolucidn optima para
algunas enzimas,

7. Los geles se fijaron en alcohol al 50%.

8. Se realiz6 una segunda lectura de los patrones de bandeo con geles fijados.

9. Se analizaron 10 loci de un total de 7 enzimas por poblacion (anexo 1).

Andlisis estadistico de datos de la genética de poblaciones.

El andlisis genético fue realizado usando la computadora con aplicacion del BIOSYS-I
(Swofford y Selander, 1981). Los calculos realizados, corresponden a las medidas siguientes: (1)
proporcién de loci polimorficos (P, con criterio de 99%); (2) la heterocigosis observada y la esperada (Ho
y Hs); (3) la media efectiva de numero de alelas por locus (A); (4) identidad genética (1) de Nei (1972),
incluyendo la construccion de un dendrograma poblacional, usando un UPGMAM (unweighted pair
group method with arithmetic mean). Los valores de F -estadistica (Fis y Fst) (Wright, 1978), los
valores fueron analizados para diferenciarlos de cero, utilizando una Chi-cuadrada con el método de
Workman y Niswander (1970).

Las aloenzimas analizadas son del tipo anodal, total de 7 enzimas que representan a 10 locus
(anexo 1) de 10 poblaciones (Fig. 1; BD: Id Estacidn). Se considerd locus 1 el que su migracion fue
mayor, este mismo criterio se utilizo para la lectura de los alelas. La diferenciacion entre poblaciones
fue investigada usando la F estadistica de Wright (1978) y el programa estadistico de diversidad
genética segun Nei (1973). La F estadistica esta relacionada con Fit como el total de desviacidn de la
frecuencia esperada por abajo del equilibrio de Hardy-Weinberg, Fst es la medida de la diferenciacion

geneética entre subpoblaciones, el valor es positivo y se calcula como: Fst= Ht - Hs/Ht. Fisy Fit son



medidas de la desviacion de las proporciones de Hardy-Weinberg dentro de las subpoblaciones y en la

poblacidn total respectivamente. Fis y Fit se obtienen como: Fis =Hs- Ho/Hs yHit=Ht- Ho/Ht donde.
Ho= heterocigosis promedio observada sobre todos los loci a nivel subpoblacién,

Hs= heterocigosis promedio esperada sobre todos los loci a nivel subpoblacién, y
Ht= heterocigosis promedio esperada sobre todos los loci a nivel de toda la poblacion (Hedrick,
1983).

Los estadisticos F de Wright pueden sugerir los posibles procesos evolutivos que estan
causando la diferenciacion genética de las poblaciones. Para observar si las F, Fis y Fit fueron
estadisticamente diferentes de cero, se evaluaron bajo un andlisis de Chi-cuadrada, donde ésta es igual a
x2= 172 N (k-1). Para los grados de libertad se calculan de la manera siguiente: k(k-1)/2. N es el
tamafio de la muestra y k es el nimero de alelos (Eguiarte, 1990). Para el caso de las F totales o F
promedio de los 10 loci por poblacion, los valores se calcularon de acuerdo a la formula x2= F2 N, con un
grado de libertad.

Para la Fst se evalud su significancia a partir de la x2= 2N Fst (k-1), (k-1)(s-I) son los grados de
libertad, N es el tamafio de la muestra, k el nimero de alelos y el numero de subpoblaciones
(Workman y Niswander, 1970).

Se obtuvo una matriz de distancia e identidad genética, La identidad genética | de Nei se
obtiene de la forma siguiente (Hedrick, 1983, Nei, 1987):

1= Jxy/(IxJy) 1/2
donde Jxy= Epi2(x) pi (y), que es la probabilidad de escoger un par de alelas idénticos entre dos

poblaciones x y y (Eguiarte, 1990)

X=Epi2 x, y Jy= Epi2 y, son las probabilidades de escoger un par de alelos idénticos dentro de cada

poblacién (Hartl y Clark, 1989; Eguiarte, 1990).
La distancia genética D, se obtuvo de la manera siguiente (Hedrick, 1983; Nei, 1987). D= -

In(1); La distancia D tiene valores de cero cuando las frecuencias alélicas de las poblaciones son
idénticas y de infinito cuando las poblaciones no comparten alelos. La 1 toma valores de cero si dos

poblaciones no comparten alelos y de 1 si tienen frecuencias alélicas idénticas (Hedrick, 1983).
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Se realiz6 1 arbol de distribucién o filogenético para ver la relacion que existe entre las 10
poblaciones estudiadas. ElI fenograma se construyé con datos de distancias genéticas entre
poblaciones, por el método de UPGMAM (Wright, 1978).

Censo en 7 Poblaciones silvestres.

Censo. Durante el recorrido se establecieron 20 cuadrantes, cada uno de 30 x 4 m (120m2), en 7
poblaciones. Se analizaron 2 tipos de ambientes; el ambiente tipo o sobre Pared de roca de carbonato
de calcio, donde se distribuye mas del 95% de los individuos, en el cual se realizaron 8 cuadrantes; y el
ambiente atipo. que por lo erosionado y la horizontalidad del terreno se le denominé Suelo, por lo general
se establecen en el aluvidn junto a la pared, en la parte superior de la sierra o en la vega del rio, pero
siempre cerca de las paredes que presentan plantas de A. victoriae-reginae, con excepcion de la
poblacion No. 3 que se distribuye en lomerios, en este sitio la pared méas cercana y con posibilidad de
existencia de plantas de la especie en estudio, estd a 20 Km de distancia. En el ambiente de Suelo se
establecieron 12 cuadrantes. De cada cuadrante, se contaron los individuos y se les midio el didmetro
mayor, se cuantificd la presencia de reproductores (Tabla 5). En la poblacion niumero 1, con la
prolongacidon de las lluvias de verano (presencia de un ciclon en el Golfo de México) se observo la
presencia de plantulas originadas de la germinacion de semillas en el campo.

Se analizaron las diferencias de respuesta entre Genets (planta originada de semilla) para
ambos ambientes (Suelo y Pared) y entre Ramets (planta generada vegetativamente de la planta
Genet) para los dos ambientes Bajo un analisis estadistico de muestra no paramétrica, con la U de
Test de Mann-Whitney y Test de Kolmogorov-Smirnov, utilizando la computadora con el paquete de
Statistical,

Potenciaj reproductivo de Agave victoriae-reginae T. Moore.

De las plantas en estado de fructificacion y que presentaban frutos cerrados, en el laboratorio se
evalud el numero de semillas por fruto y el porcentaje de germinacién, en el campo se anotd el
didmetro de la planta, el tamafio de la fructificacion y el namero de frutos por fructificacién. En los
cuadrantes se cuantificaron los reproductores por area. Se observo la presencia de plantulas generadas de
la germinacidon de semillas. Se evalud el reclutamiento de plantas via asexual (rizoma y brote) o
también denominados Ramet, diferenciandolos de los originados de semillas (sexual) denominados

Genet, esto se hizo para cada cuadrante en los dos tipos de ambiente
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Banco de Semillas de A. victoriae-reginae.
Durante el recorrido de las dos salidas al campo, se hicieron colectas de semillas de frutos

recién generados del afio en curso, y de afios anteriores se colectaron las pocas semillas que aun se
encontraban atrapadas en los frutos dehiscentes, en el mejor de los casos hasta completar en promedio 500
semillas. Para el caso de las fructificaciones recientes (aproximadamente 1 mes de maduracion), se
colectd un promedio de 10 frutos por planta. Los sobres con semillas separadas de impurezas, se
etiquetaron con la ubicacion exacta, fecha de colecta y si se habia generado durante el afio de la
colecta o en afios anteriores. Se evalud el porcentaje de germinacion con la siembra de 50 semillas por
planta, sembradas en charolas bajo condiciones de invernadero. Los sobres con semillas se
deshidrataron en un desecador con cloruro de calcio anhidro por aproximadamente 2 meses para
reducir la presencia de humedad, transcurrido el tiempo se guardaron dentro de frascos color &mbar, de
boca ancha, con desecador en el fondo y se sellaron herméticamente, y se almacenaron en un
refrigerador a temperatura de 8 a 12°C.

Aplicacion de las técnicas de Cultivo de Tejidos Vegetales.

Con hojas y tallos de plantulas generadas de la germinacion in vitro de semillas, se exploré la
obtencion de plantas generadas por diferentes vias morfogenéticas directas e indirectas (organogénesis y/o
embriogénesis somatica), con la finalidad de obtener regenerantes, los cuales por medio de un anélisis
de electroforesis en geles de almidon, se procedera a evaluar los niveles de variacion o estabilidad
genética de los regenerantes.

Procedimientos para establecer la asepsia de las semillas: se desinfectaron en etanol 70%
durante un minuto, posteriormente en blanqueador de uso doméstico (marca cloralex) 30% (v/v), en
agitacion durante 20 minutos. Bajo condiciones asépticas se retir0 la solucién desinfectante y se
enjuagaron la semillas dos veces con agua destilada esterilizada. Las semillas se sembraron en frascos con
medio MS (Murashige y Skoog, 1962). Las condiciones de incubacion fueron de 27 + 3°C,
fotoperiodo de 16h luz (1500 lux).

Para generar diferentes vias de respuesta morfogenética y evaluar la estabilidad o variacién
genética al utilizar las técnicas de cultivo de tejidos, se siguieron los siguientes pasos:

Paso 1. Se obtuvieron plantulas in vitro, generadas de la germinacion de semillas en medio de
cultivo MS.
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Paso 2. De las plantulas del paso |, se utilizaron fragmentos de hojas y se cultivaron en medio MS
con 20 diferentes combinaciones de dos reguladores del crecimiento, Bencilaminopurina (BA) a 0, 0,5, 1
y 2 mg/1y acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) a 0, 0.1, 0.5, 1y 2 mg/|,

Paso 3. Los tallos de las plantulas (paso 1) a las que se les disectaron las hojas, se
subcultivaron en medio MS con 0, 0.5y 1 mg/1 de BA, para intentar regenerar directamente plantulas.

Paso 4. El callo que se gener6 en el paso 2, se subcultivd en medio MS con BA a0, 0.5, 1y 2
mg/l en combinacion con &cido naftalenacético (ANA) a 0, 0.1 y 0.5 mg/| para la regeneracion de
plantulas.

Paso 5. Las plantulas obtenidas por morfogénesis directa en los pasos 2 y 3 se subcultivaron en
medio MS para su desarrollo.

Los resultados se evaluaron a los 3-4 meses de iniciados los cultivos. Cada cultivo o cada
frasco se registrd de qué semilla o plantula se tomé el explante, de tal manera que se tenia el origen de
cada explante. Lo anterior de suma importancia para el andlisis de isoenzimas para evaluar la
presencia o ausencia de variaciones en las diferentes respuestas morfogenéticas. Para lo anterior,
cuando fue factible se analizaron: a) plantulas obtenidas directamente del desarrollo de la base, en
medio MS sin BA (paso 3); b) plantulas obtenidas via callo (paso 4); c¢) plantulas generadas bajo
morfogenesis directa (paso 3) en la cual se utiliz6 BA para formar més de una plantala por base. Con el
analisis de isoenzimas se evaluara la presencia o ausencia de variacion genetica de las diferentes vias
morfogenéticas. Se compararan las plantulas obtenidas directamente de bases de plantulas con
plantulas en medio MS sin regulador del crecimiento.

Para interpretar el tipo de respuesta morfogenética fue necesario auxiliarse de las técnicas de
histologia, para tal efecto se fijaron las estructuras a analizar en solucion de Kraft 111 durante 5-10
dias o Navashin's durante 24 h, posteriormente se lavaron y deshidrataron en alcohol y se incluyeron en
parafina (Johansen, 1940).

Se analizaron cortes longitudinales de cada estructura morfogenética, cortes de 8-10 micras de
grosor.

Flora asociada a la distribucion de A. victoriae-reginae
Se colectaron plantas con estructuras reproductivas para su determinacién, se almacenaron 'y

transportaron de la misma forma que las colecciones para herbario, se apoy0 su determinacion con la
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ayuda de especialistas en los diferentes grupos taxondmicos. La descripcion de la mayoria de las
plantas fue hecha por el M- en C. Francisco Gonzalez Medrano, Dpto- de Botanica, IB-UNAM, se
conto con el apoyo adicional de la M, en C. Verénica Jurez Jaimes del mismo departamento, apoyo con
el grupo de las Asclepias. El grupo de Mimosas fue revisado por la Dra. Rosaura Grether, Dpto. Botanica
UAM-Iztapalapa. EI M- en C. Eduardo Blanco Dpto. Botanica, UAAAN, Unidad Torredn, apoyé con
algunos pastos y otras plantas. Las especies como Agave lechuguilla, Opuntia rastrera, O. microdasys,
Euphorbia antisiphillytica (candelilla) etc. que no existe ningin problema en su determinacién en
campo, no fue necesario realizar colectas (Tabla 8). Es necesario aclarar que de ninguna manera este
listado representa toda la flora de la region. El tipo de vegetacion predominante en todas las poblaciones
es Matorral Rosetdfilo, representada por la planta de estudio en el caso de pared y por A. lechuguilla en

los suelos o terrenos planos .

RESULTADOS Y DISCUSION

Tamafio fisico de las poblaciones.

Poblacion No. 1. (Cafion Huasteco, N.L.-Coah.). A lo largo de 35 Km del cafion Huasteco, se observo la
distribucién de A. victoriae-reginae, ademas se recorrieron cafiones secundarios como el de San Pablo
del cual se logrd recorrer aproximadamente 12 Km., y del Cafidon la Escalera, se recorrieron cerca
de 6 Km, en ambos casos se observd una distribucion continua de la planta en estudio. Estos
cafiones forman parte de la Sierra San José de los Nuncios que se prolonga por 25-3a Km rumbo a
Saltillo, Sierra ubicada a un costado de la carretera Monterrey-Saltillo, sobre la cual se estiman unos 20
Km més de distribucién de A. victoriae-reginae, establecidas en su parte alta, en los afloramientos de
carbonato de calcio. Por tales dimensiones esta poblacion es considerada la méas grande. Los datos
presentados en la tabla 6, son en cierta forma conservadores, debido a que se tomé una distribucién en
pared de 10 m de altura por 32 Km de longitud de la pared por dos paredes que forman el cafion.
Poblacion No. 2. (Mina, N.L.). Ubicada en el extremo E, Km 38 en la carretera MonterreyMonclova,
junto al poblado de Mina. Es una pequefia Sierra de aproximadamente 4 Km de largo, con afloramiento

de roca de carbonato de calcio a lo largo de ésta, lo que permite el establecimiento de la
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planta en estudio. Se recorri6 toda la Sierra (4 Km de longitud) e igual que en todos los casos se tomé 10

m de distribucion continua en toda la pared en ambas caras de la Sierra.

Poblacion No. 3 (Loma Landeros-Loma Alta, Coah.). Al E y NE de la ciudad de Saltillo, forma
parte del valle con suelo accidentado. Es para este estudio la localidad con distribucion de plantas de A.
victoriae-reginae sobre lomerios con suelo muy erosionado, constituido por fragmentos de rocas de
carbonato de calcio y rocas de canto rodado, vegetacion rosetofila constituida principalmente de Agave
lechuguilla. Se localizaron 5 estaciones de pocos individuos cada una, la mayor de ellas presenta una
superficie aproximada de 1,200m?, segin los comentarios de algunos pastores de la region y
conocedores de estas plantas, existen algunas otras localidades cerca de las visitadas y de iguales
dimensiones, aunque se explord, no fue posible localizarlas. En las Sierras aledafias tampoco fue posible
localizar plantas en paredes.

Poblacién No. 4 (Sierra Parras, Coah.). En la cara orientada hacia el 5 de la Sierra de Parras, se
localiz6 un pequefio Cafién donde se distribuye el agave en estudio, se nos informé que a lo largo de la
sierra existen 2-3 localidades como la visitada. El tamafio de esta poblacion es de aproximadamente 500 m.,
en sélo una cara del cafion con orientacion hacia el NE. Esta poblacion presenta una separacion fisica de mas
de 40 Km con la poblacién No. 5 (Sierra el Marmol), dividida por una gran planicie denominada Bajio
Los Llanos.

Poblacion No. 5 (Ahuichila, Coah.-Zac.). Localizada al S de Viesca, Coah. rumbo al poblado de Ahuichila,
existe la Sierra el Marmol con aproximadamente 5 Km de afloramiento de paredes de carbonato de
calcio donde se localiz6 la planta en estudio, es la poblacion mas al S, ubicada entre los limites de los
estados de Coah., Dgo y Zac.

Poblacion No. 6 (Sierra de las Noas, Coah.). Crece a lo largo de 1.5 Km, sobre afloramiento de
paredes de roca de carbonato de calcio en un pequefio cafién. La poblacién mas cercana es la No 7 y
existe una distancia entre ambas de un poco mas de 5 Km

Poblacién No. 7 (Sierra el Mulato-Cafion de Fndez., Dgo.). Es la segunda poblacion més grande, la
presencia de plantas del agave en estudio se ubica a lo largo de 16 Km, sobre paredes de carbonato de
calcio. Es la poblacion mas al W de las que aqui se reportan, ubicada en el estado de Dgo. Al igual que
las otras poblaciones, se obtuvo un tamafio aproximado de la distribucion de las plantas; ej. 16 Km
por 2 paredes, por 10 m de distribucién (Tabla 6).
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Poblacion No. 8 (S. las Delicias, Coah.). Crece en paredes de carbonato de calcio, que aflora a lo largo
de 4 Km de la Sierra con el nombre Delicias. El tamafio se calcul6 con los 4 Km de longitud, por los 2
paredes por los 10 metros de distribucion (Tabla 6).

Poblacién No. 9 (Sierra la Fragua, Coah.). Crece en un pequefio caiion, aproximadamente 200 m de
longitud al igual que en los casos anteriores, crece sobre paredes con afloramientos de carbonato de
calcio. La distribucion se presenta en ambas caras del cafion, por 200 m de longitud por 10 metros de
altura (Tabla 6).

Poblacion No. 10 (Sierra el Granizo, Coah.). Crecen en un pequefio cafion, en el cual aflora 1 Km de
paredes de carbonato de calcio, las paredes de baja altura (10 m de altura). Es la ubicacion mas al N
hasta el momento reportada para esta investigacion.

Otras localidades, Coah. Por varias fuentes se nos informé la presencia de plantas en una pequefia
localidad de la Sierra de la Paila, ya no nos fue posible visitarla por la colecta de muestras. Otro guia, nos
indicod que existe una pequefia distribucion al S de la Sierra Los Alamitos a la altura del Estanque del
Leon. Es posible que la distribucion de plantas pueda llegar hasta la Sierra San Julian, Zac, aunque es muy
probable que sean distribuciones con poca representatividad. Dentro del triangulo que forman la poblacion
No 1lalE, laNo.7al WylaNo. 10 al N, es posible encontrar localidades pequefias en pequefios cafiones de
las diferentes Sierras, la caracteristica necesaria es que en ellos se presenten paredes de carbonato de
calcio con las caracteristicas de las visitadas. Gentry (1982), reportd sus zonas de colecta, dos en la
poblacién uno, una en la poblacidn tres, una en la poblacidn cinco y una en la poblacion 7. Las
localidades no visitadas y que se sugiere la existencia de pequefias colonias de A. victoriae-reginae,
fueron propuestas por los guias que nos llevaron a algunas localidades aqui citadas.

Anélisis genético de las 10 poblaciones muestreadas de A. victoriae-reginae.

Variacion genética. Se establecio la estructura genética de 10 poblaciones (aproximadamente 400
muestras) de Agave victoriae-reginae utilizando la lectura de 10 loci de un total de 7 enzimas (LAP,
GOT, DIA, EST, AcPh, PGI, y ME) (anexo 1), se usé unsolo sistema, el No. 8 LiOH (Soltis et al.,
1983), para el caso de individuos en que no existio la definicion del loci en los geles de almidon, se les dio
un valor de cera.
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De los diez loci analizados, se obtuvo un 83% de loci polimorficos y una media de 2.18 de
alelos por locus para las 10 poblaciones (Tabla I).

El mayor ndmero de alelas por locus se registré en la poblacion No. 9 (2.4). ElI mayor indice de
polimorfismo al 95% (0.100) se presentd en la Poblacion No. 3. La mayor heterocigosis promedio
observada (0.457) y esperada (0435) se dio en la Poblacién No.6 (Tabla 1). El caso contrario, fue la
poblacion No. 10 que presentd los valores mas bajos en el nimero de alelos por locus (1.8), en el indice
de polimorfismo (0.060), y en la heterocigosis promedio observada (0.187) y esperada (0.209) (Tabla 1).
LaHsa nivel de especie o de las 10 poblaciones analizadas fue de 0.335, la cual resultd superior a los
citados en otras especies de angiospermas, con valores promedios de los polinizados por animales
(0.167), al medio-sucesional (0.141), los de distribucién regional (0.148) y por los reportados para
especies tropicales, los cuales tienen niveles de 0.202 (Hamrick y Goth, 1990).

Frecuencias alélicas. En la Tabla 2, se observa el nimero de alelos en los loci polimérficos.
Fue de 3 en LAP-1, GCT-1, EST-1, PGI-2, PGI-3 y ME-1, y de2 en DIA-1, DIA-2, AcP-2y EST-2. Las
frecuencias de cada alelo por locus por poblacién, presenté una gran heterogeneidad (Tabla 2).
Algunos locus registraron ser homadcigos por poblacion, tal es el caso de la poblacién 1 en el locus
DIA-1 y DIA-2 son monomdérficos en ambos casos para el alelo 1; las poblaciones 5, 7, 8 y 9 son
monomorficas para la EST-1 para el alelo 2 y la poblacion 10 registré locus monomorficos en la LAP1,
GOT-1y EST-1, en los tres casos para el alelo 2.

Frecuencias genotipicas. Se realizo el analisis de Chi-cuadrada a las frecuencias genotipicas de
cada locus de cada poblacion, con la finalidad de observar la desviacion de lo esperado en el
equilibrio de Hardy-Weinberg. Analizar los genotipos méas comunmente observados en relacion al
esperado.

indices de fijacion F. Los indices de fijacion F por locus por poblacion (Tabla 4), el analisis de
Chi-cuadrada mostr6 una alta significancia de los loci por poblacion, sin embargo esto no permitio
establecer una conclusion del estado de las poblaciones. Para lo cual se trabajo con los promedios
totales (un valor de F para las 10 enzimas por poblacion) (Tabla 6). Este analisis registrd valores que no
diferencian decero. las poblaciones se encuentran en el equilibrio de Hardy-Weinberg, con excepcion
de la poblacion leo. 4, que junto con la Poblacidén 3 son las més pequefias. La poblacion 4 muestra una

endogamia significativa, efecto debido probablemente a que estd en un cafién aislado, su
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tamafo es pequefio, presenta una barrera geogréfica con la poblacion 5 que es la mas cercana de las 10
poblaciones reportadas en este estudio, con aproximadamente 40 Km de distancia, separadas por una
planicie denominada Bajio Los Llanos. Ademas la gran diferenciacion entre las poblaciones (Tabla 3),
como lo ilustra la F(st), para lo cual en todos los casos resultd ser altamente significativo, podria
indicar que el flujo génico entre las poblaciones esta siendo limitado o nulo, debido probablemente a que
los polinizadores pudieran ser de tipo locales (ej. colibries, abejas, abejorros) y no lo que se esperaria,
un flujo génico por polinizadores que recorren grandes distancias (ej. murciélagos). Para lo anterior, en
estudios posteriores serd de fundamental importancia analizar polinizadores en alguna de las poblaciones
para poder descartar la polinizacién por murciélagos, ademas de realizar viabilidad del polen en grandes
recorridos y en tiempo.

Un dendrograma basado en las distancias de Nei se muestra en la Figura 2, La distancia media fue
de 0.244. Los valores individuales entre poblaciones extremas presentan un intervalo de 0.14122 a 0.37601.
El dendrograma define tres principales grupos: (1) las poblaciones del E, conformadas por las
poblaciones I, 2 y (2) las poblaciones del W, que lo integran las poblaciones 6 y 7; y un (3) tercer
grupo integrado por las poblaciones que se distribuyen en la Zona Centro, de N a S, representada
por las poblaciones 4, 5, 8, 9y 10 (Figura ), Se presentd mayor similitud entre los grupos extremos o
los ubicados al E y al W, en relacion a las poblaciones que se distribuyen en la zona centro, es
probable que esto sea debido a que la poblacion 1y 7 son las poblaciones méas grandes (Tabla 6), y pueden
influenciar a las poblaciones cercanas, lo anterior podria tener mas estabilidad a los cambios geneticos
dentro de las poblaciones, a diferencia de las poblaciones (4, 5, 8, 9 y 10) que se distribuyen en la zona
centro, con excepcion de la poblacion 5 que es tercera en tamafio (Tabla 6), las demas son relativamente
pequefias, lo que puede estar influenciando que las poblaciones sean mas inestables o que se faciliten
cambios genéticos dentro de la poblacion.

Sera de fundamental importancia discutir profundamente los resultados obtenidos e investigar otros,
ejemplo: (a) los altos niveles de diferenciacion genética entre las poblaciones, expresados por un valor
promedio de J :1t de 0.240 (Tabla 3), puede sugerir que existen limites entre el intercambio de genes entre
las diferentes poblaciones: (b) esto podria ser explicado si se comprueba que los polinizadores son
de tipo local (ej, abejas, abejorros y colibries), organismos que se han comprobado que transportan el
néctar y polen a una distancia menor de 1000 m (Kwak et al., 1991); (c) en relacion
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a lo anterior, los recorridos en campo nos permitieron registrar que existe mas de 5 Km de distancia
entre las diferentes poblaciones, llegando a ser en algunos casos hasta de 40-60 Km. (d) la
diferenciacién genética entre poblaciones (Fst) para cada uno de los 10 loci, se presentd una elevada
significancia, lo anterior muestra una elevada diferenciacion entre las poblaciones (Tabla 3); (e) la
heterocigocidad esperada (Hs) es relativamente alta (0.335) (Tabla 1 y 6), lo que indica una seleccion
natural por ciertos genotipos heterdcigos y algunos tendiendo a ser homdcigos, el incide de
polimorfismo es igualmente alto (0.83); (g) el indice de fijacion Fis, para observar la presencia de
homacigos o heterdcigos para la suma de todos los loci (Tabla 3), no mostré una significancia, lo cual
indica que tiende a cero o al equilibrio de Hardy-Weinberg; (h) es posible que exista una ausencia o
escasa presencia de autopolinizacion que derive en una endogamia, a este respecto es pertinente
aclarar, (i) que en el caso de las poblaciones pequefias, en varias estaciones se vio la necesidad de
colectar hojas de individuos con distancias menores hasta de un metro, lo cual podria haber reducido la
variacion genética, sin embargo este fendmeno no fue notable; (j) a este respecto también se puede
mencionar que existe una representacion reducida de formacion de Ramet en las poblaciones de
Pared, ambiente que representa mas del 95% de la distribucion de las plantas, (k) en caso contrario, se sabe
que otras especies de agaves, presentan un reclutamiento hasta del 95% de tipo Ramet (Nobel, 1987),
lo cual puede disminuir la variacion genética de las poblaciones y puede aumentar la endogamia; (I) se
observé una distribucion heterogénea de los reproductores, por lo general existia mas de 4 metros de
distancia entre dos reproductores. Seria recomendable realizar nuevos estudios para resolver a qué se
debe la alta diferenciacion entre las poblaciones.

Tasas de entrecruzamiento y endogamia. Autopolinizaciones repetidas dentro de una poblacion
reducen la frecuencia de heterdcigos en una poblacidon. Eventualmente estos resultados originan un
decremento en la aptitud individual de las plantas (Mitton y Grant 1984). Este fendmeno Unicamente se
observo en la poblacién No. 4, que es relativamente pequefia y presenta aislamiento fisico de 40 Km
con la poblacion No. 5, siendo ésta la més cercana de las reportadas para este estudio. La Fis
promedio para el total de los 10 loci analizados resulto significativa, con valor positivo de 0334 (Tabla 6),
lo anterior sugiere la presencia de endogamia. El tamafio de la muestra es de un promedio de 40
individuos, esto permitiria descartar un efecto debido a deriva génica, ademas, los indices de fijacion

para cada locus nos muestran que de 10 enzimas analizadas, 6 tienen una alta
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significancia de homocigosis y dos presentan heterocigosis alta (Tabla 4). A lo anterior, Nei et al.
(1975) indican que la tendencia genética a un cuello de botella en las poblaciones, resulta en la pérdida de
alelos poco frecuentes, esto origina una reduccion en el nimero de loci polimorficos. Otros dos
factores responsables en la reduccidn de heterocigos pueden ser la Seleccién Natural y la endogamia
(Raijmann et al., 1994). Un analisis que nos permitiria descartar o afirmar estas aseveraciones, seria
analizar la progenie de plantas madres de las que se colectaron semillas de esa poblacion y comparar los
resultados con los de otra poblacion. Estudios complementarios de entrecruzamiento y endogamia,
analizando parentales, flujo genético, polinizadores, etc., en una poblacion de este tipo (No. 4) y una de
mayor tamafo geogréfico, permitiria esclarecer y ampliar los resultados obtenidos.

Evaluacion Demogréfica de A. victoriae-reginae.

Los valores de tamafios y numero de individuos en la respuesta de Genet y Ramet, respecto al
tipo de ambiente Pared o Suelo donde crece, se les realizo un andlisis estadistico no paramétrico de U de
Test de Mann-Whitney (M-Wh) y Test de Kolmogorov-Smirnov (K-Sm).

El anélisis de M-Wh para la distribucion de tamafios de formacion Ramet para los dos
ambientes (Figura 4A, 4B) no registrd diferencia significativa (Tabla 7A), de igual forma resultd
cuando se aplicé el modelo de K-Sm (Tabla 8A).

La distribucion de Tamafios de individuos Genet en dos Ambientes (Figura 3A y 3B), al
aplicarles el analisis estadistico no paramétrico de M-Wh (Tabla 7B), resulté ser altamente
significativo (p<0.000000), esta misma evaluacion por K-Sm (Tabla 8B) presento un nivel de significancia
de p<0.001,

Las Graficas (Figura 3A) de distribucién de Genet en dos ambientes muestran que en el
ambiente Pared, presenta el mayor nimero de individuos juveniles o en el intervalo de tamafio de 0-10
(Figura 3A), lo que podria interpretarse como la presencia de un continuo reclutamiento de plantas
provea entes de semillas (Genet), para el caso de Suelo (Figura 3A) es claro observar una disminucion en
la integracion de plantas generadas de semillas, no obstante que el Suelo cerca o junto a la base de la
Pared se deposita la semilla que cae de las plantas que se ubican en la Pared, es posible que en el area
Suelo exista una alta depredacion de semillas y plantulas, aunado a que la porosidad del Suelo pueda
influir en la retencion de humedad, impidiendo que la mayoria de las plantulas puedan sobrepasar el
primer afio de vida.
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Las tallas intermedias en ambos ambientes es de 20 y 30 cm. El ambiente de Suelo registra las
mayores tallas de desarrollo, efecto debido probablemente a la disponibilidad de nutrientes.

Las Graéficas (Figura 4A) de distribucion de Ramet, muestran que el mayor reclutamiento de
individuos en el ambiente Suelo es por Ramet, ésto se observd en la Poblacion 3 donde la presencia de
rizoma es alto, al descubrir la base de algunas plantulas, se reconocio que habian sido generadas por
rizomas generados por plantas de mayor tamafio y a una distancia de entre 15-30 cm. Al igual que en el
analisis de Genet, los Ramet en suelo registraron individuos de mayor talla.

Para el caso de Genet, resultd que el ambiente de Pared restringe la formacion de Ramet y
favorece el establecimiento de Genet. De este ambiente se registraron diversos factores que se
analizaron : (a) existe en promedio una mayor densidad de plantas por area en Pared; (b) existe poca
variacion en el numero de individuos por area entre los cuadrantes analizados de las poblaciones
censadas, (c) la distribucién en pared presenta mayor nimero de Genet, lo que genera en la poblacion un
intercambio genético dando como resultado una mayor variacién genética, mas estabilidad en las
poblaciones, (d) después del recorrido realizado en campo, se observd que la mayor distribucion
(>95%) de plantas en los habitats, se da en Pared de carbonato de calcio, en relacion a la distribucion en
localidades de Suelo como aluvidn, loma y sobre el lecho seco del rio, la caracteristica es que estas
localidades estan relativamente cerca (0-300 m) a las paredes con plantas, se incrementa el numero de
establecimientos cuando estan practicamente en la parte baja de la pared, lo que sugiere una influencia
directa de aportacion de semillas o Genet, ademas la forma en que se distribuyen es en pequefios
manchones aislados, con superficie de distribucién por lo general menor de 1000 m2. La Unica
poblacion en que es dificil dar una explicacion acertada, es la poblacion 3, donde se presentan las
plantas mas Atipo, las cuales son robustas, hojas anchas, largas, carnosas y de color verde intenso, con la
linea blanca bien definida (2-3 mm de ancho). Las plantas por lo general presentan pocas hojas y
extendidas en forma erecta, sin llegar a tomar las formas de hojas planas, son cdncavas, con
tendencia a unirse las puntas de las hojas adultas con la hoja joven o eje de crecimiento, son éstas las
caracteristicas del resto de las plantas de las poblaciones visitadas. Los resultados de reclutamiento
analizados difieren de los reportados para Agave deserti, donde el reclutamiento mayor (95%) fue del tipo
Ramet (Nobel, 1992). En Pared el porcentaje de Genet respecto a Ramet fue de 74.1 %, en Suelo se redujo
a 54.4%, los analisis no paramétricos U Test de Mann-Whitney y Test Kolmogorov
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Smirnov, mostraron diferencias significativas en la distribucion de Genet en los dos ambientes (Figura 3A
y 3B).

En la Tabla 6 se evalua en forma conservadora una aproximacion del tamafio de las
poblaciones: la superficie de distribucion, el nimero total de individuos, la presencia de reproductores por
afio. Esta se realizd tornando en cuenta los analisis realizados para cada poblacion en las dos visitas
exploratorias en campo. Lo anterior muestra que las poblaciones 3 y 4 se presentan como las mas
pequefias. La diferencia entre las dos es que, la No. 4 se presenta con una distribucién continua, a
diferencia de la No. 3 que se le localiza en forma discontinua, pero siempre en grupos de 30 0 mas
individuos con una separacion de los grupos por 100, 1000 o mas metros, y se puede considerar que esta
poblacion estaria representada por las 5 estaciones visitadas. Lugarefios conocedores de las plantas
nos sugirieron la existencia de un namero similar de estaciones cerca de estas localidades, las cuales no se
localizaron, debido que al igual que las 5 estaciones reportadas, se presentan en pequefios lunares entre una
distribucion densa de Agave lechuguilla.

Potencial reproductivo. Las fechas de floracion y fructificacion en campo, corresponden a las
reportadas por Gentry (1982). En algunas poblaciones fue posible observar individuos en etapa de
reproduccién fuera de la fechas reportadas, esto correspondia a menos del uno por ciento de los
individuos en este estado, lo anterior estaba relacionado con la presencia de cuerpos de agua (presa o rio)
y/0 al efecto de sombra.

El numero de reproductores por area puede llegar a ser poco representativo, debido a que
puede variar entre poblaciones, entre ambientes (plano o pared), entre efecto de sombra u orientacion,
entre la densidad de individuos que exista por area y en las condiciones climaticas de ese y afios
anteriores. Los tamafios de los cuadrantes se consideran pequefios para obtener un valor que
represente a la presencia de reproductores por area, debido a que se observaron reproductores
separados por distancias considerables, y se dificultaba la realizacion de un censo exclusivo para su
evaluacion, obligado por lo inaccesible para su cuantificacion, crecen en paredes de carbonato de
calcio con una inclinacion tendiendo a la vertical. Se intent6 el uso de binoculares y fotos fijas de
poblaciones en pared pero se descartaron para la evaluacion de plantas en estado reproductivo, debido a
que existian fructificaciones del afio pasado o de mas afios que se confundian con las fructificaciones de

dos o tres meses de edad. Sin embargo, los reproductores registrados en los cuadrantes

22



establecidos se tomaron en cuenta para evaluar una aproximacion por ambiente. La evaluacion de
plantas en estado de fructificaciéon generada en el verano de 1995 por area para los dos tipos de
ambiente (Pared y Suelo) registré un reproductor por cada 480mz2. Los cuadrantes en ambiente plano o
Suelo registré un reproductor por 720 m2, para el caso de la Pared se redujo a menos de la mitad de la
superficie por reproductor, registrando 1 por cada 320 m2 (Tabla 5). A este respecto es necesario
denotar algunos factores como: a) existe diferencia significativa entre Genet y Ramet entre los dos
ambientes, siendo el primero mayor en el ambiente de Pared (Figura 3), b) existe mayor densidad de
individuos por area en el ambiente de Pared (Tabla 5). Las tallas de las plantas tienden a ser mayores en
el ambiente de Suelo (Tabla 3), debido probablemente a la mayor disponibilidad de nutrientes, aunque
esto parece no favorecer la reproduccién sexual y si la reproduccion clonal por medio de a) rizoma
que permite una separacién considerable (30-40cm) entre planta madre y descendientes, se llegd a
observar hasta 3 generaciones de Ramet (Genet- ler. Ramet- 20. Ramet- 3er. Ramet) y b) brotes que
crecen unidos a la planta madre. En la poblacion tres es claro observar los dos tipos de formacién de
Ramet, a diferencia de otras poblaciones donde lo comun es observar la formacién de Ramet por brote,
crecen unidos a la planta madre.

Las semillas por fruto y los frutos por fructificacion; fue posible cuantificarlos de unos cuantos
individuos por poblacién, con excepcién de la poblacion No. 3, que Unicamente en una de las cinco
estaciones se observd una planta en fructificacion, no se colectaron semillas debido a que se
observaron evidentes signos de saqueo de (semillas) toda la fructificacién, ademés de observar esto
mismo con plantas de diversos tamafios. Cada estacién es muy pequefia, los sitios presentan menos de 5
individuos en estado potencial de reproduccion, distribuidas en superficies menores de 1000 m2 de
lomerios con material de arrastre, rocas de canto rodado y de fragmentos de carbonato de calcio, con
inclinacion de 75° o mas, respecto a la vertical, en ladera con inclinacion orientada generalmente al
NE. Dos plantas que fructificaron el afio anterior mostraban el mismo fendmeno de depredacion de
toda la fructificacion, presentaban cortes en la base de la fructificacion, lo que puede indicar que
existe colecta de semillas para un mercado ilicito.

Se cuantificd el numero de semillas, logrando registrar en el mejor de los casos fructificaciones
con 2560 frutos, con un promedio de 102 semillas por fruto, dando un total de 260,000 semillas por
plantas, registrando un 88% de germinacion (BD: id semilla).
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Germinacion de semillas. Las semillas colectadas que fueron generadas el mismo afio de
colecta, presentaron altos porcentajes de germinacion (90-100%), a diferencia de las semillas
rescatadas de frutos dehiscentes con méas de un afio de edad, los porcentajes de germinacion
fluctuaban en 20-80% (Tabla 7).

Reclutamiento de plantas. Las observaciones de campo muestran la presencia de reclutamiento
asexual (Ramet) en todos los cuadrantes realizados y en todas las poblaciones visitadas, un analisis
estadistico no paramétrico de U de Test de Mann-Whitney y Test de Kolmogorov-Smirnov (Tabla 7,
Tabla 8) mostrd diferencias en tamafios en organismos Genet para ambos ambientes. Los ambientes de
Pared presentan mayor reclutamiento de Genet que de Ramet, con mayor nimero de juveniles (Figura
3A), siendo esto una respuesta contraria en el ambiente Suelo. La mayor distribucion de plantas se da
en paredes de carbonato de calcio, en estos ambientes es posible localizar plantas que en forma de
pequefios grupos se distribuyen en el aluvion muy cerca de la Pared, o en la parte superior de la sierra,

en ambos casos casi siempre junto a la pared. Unicamente la poblacion 3, en las cinco estaciones

visitadas presentan un hébitat de lomerios con substrato con alta erosion, las plantas de A. Victoriae-

reginae mas cercanas que crecen en pared se encuentran a mas de 15 Km de distancia.

Germinados de Plantulas. En el campo nos fue posible observar plantulas con edades mayores de
un afio, tallas promedio de 3 cm de didmetro fueron observadas en mayor proporcion en los
cuadrantes ubicados en paredes de carbonato de calcio, establecidas entre pequefias grietas y abajo de
pequefias lajas movibles sobre la roca firme del mismo material y que han acumulado materia
organica, representando microhabitats que las protegen en contra de la desecacion e insolacion.
También fue claro observar en repisas de paredes Unicamente de la poblacion nimero uno, plantulas
originadas de la germinacion de semillas, con una edad menor de 15 dias, registrandose en el mes de
septiembre del afio de colecta, lo anterior se relaciond con el mal tiempo que prevalecia en la region,
nublados con ligeras lluvias que se presentaron por mas de 10 dias, originado por una tormenta

tropical (tipo "ciclon") en el Golfo de México. Para el Agave deserti, Se reporta que la germinacién de

semillas se presentd de igual forma que en nuestras observaciones, durante los periodos de lluvia del
verano (Nobel, 1992).
Debido a la duracién del proyecto y del tiempo de estudio en campo, entre el primer viaje

(enero-febrero 1995) y el segundo viaje (septiembre 1995) es un periodo menor de un afio o ciclo
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reproductivo, por lo anterior, no es posible valorar el reclutamiento de Genet (sexual o por semillas) y
Ramet (asexual: rizoma y/o brotes) por afio.

A este respecto, investigaciones realizadas en campo con A. deserti, reportan que el primer afio
fue crucial para la sobrevivencia de las plantulas generadas de la germinacion de semillas. De 19 afios de
estudio, en s6lo un afio existidé reclutamiento de 6 plantulas en 1500m2 que presentaba la superficie
analizada (Nobel, 1985, 1992). Este evento estuvo relacionado con el incremento de lluvia en une de los
afios del estudio; lo que permitid la germinacion de semillas en ese mismo afio y que s6lo 6 plantulas
lograran reclutarse. En este mismo estudio, se cuantificd que A. deserti en el NW del desierto de Sonora,
el 95% de su reclutamiento es por reproduccion vegetativa o Ramet (Nobel, 1977).

Dispersidn de semillas en campo. Para la especie en estudio, las siguientes caracteristicas
permiten una adecuada dispersion de semillas dentro de la poblacion: (1) por su forma aplanada y de bajo
peso, les permite ser transportadas por el viento dentro de la poblacién, (2) mas del 95 % de los
reproductores se establecen en paredes de carbonato de calcio, que en estado de dehiscencia existe una
dispersion a lo largo y alto de la pared, y (3) se percibieron fuertes corrientes de aire en todas las
poblaciones, las cuales permitian el flujo de aire en todas direcciones a lo largo de la pared.

Banco de semillas de A. victoriae-reginae T. Moore.

La colecta de semillas se realizé en 9 de las 10 poblaciones establecidas, se colectaron semillas de
1-3 0 mas plantas por poblacion (BD). Se les evaluo el porcentaje de germinacion, las semillas de la
fructificacion del afio de colecta, presentaron porcentajes altos de germinacion (>90%). Las semillas
con edades mayores a un afio, registraron una disminucién considerable en el porcentaje de germinacion
(intervalo de 20 a 80%) (Tabla 7).

Como trabajo posterior al planteado para la realizacion de esta investigacion, se podria evaluar la
pérdida de germinacion en tiempo de las semillas almacenadas en refrigeracion, ademas, serian fuente
para otros trabajos relacionados con andlisis de entrecruzamiento y en la biologia de la
conservacion.

Aplicacion de las técnicas de Cultivo de Tejidos Vegetales. La presencia de 2,4-D (auxina) en
cualquiera de las concentraciones usadas, en ausencia o presencia de citocinina: kinetina (K) o

Benciladenina (BA), al cabo de las 3 primeras semanas de cultivo se inicid la desdiferenciacion del
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tejido y dio origen a la formacién de callo. Dos semanas mas tarde en los callos se observé la
diferenciacion de estructuras en forma de nodulos. Groenewald et al. (1977) reporté que en
fragmentos de semillas de Agave sp. obtuvo la formacién de nodulos a los cuales les encontré
semejanza con proembriones adventicios. EI medio utilizado por estos autores contenia 2,4-D 0.2mg/l y K
1mg/l. En fragmentos de Agave sisalana cultivados en presencia de Benciladenina (BA) a 22.2 y 44
micromolar se generaron estructuras nodulares (Das, 1992).

En ausencia de reguladores del crecimiento o con sélo citocininas, las yemas apicales formaron I-
3 brotes que han finalizado en la regeneracion de plantulas completas. En el medio MS con 1 mg/I de 2,4-D
y 1mg/l de BA, las bases (tallos) derivaron en un callo compacto en cuya superficie se observo la
presencia de estructuras meristemoides (primordios de hojas).

Con los regenerantes, se procedio a evaluar la estabilidad o variacién genética a partir de un
analisis isoenzimético, tomando en cuenta las diferentes vias regenerativas que se observaron. Se
cuenta con la respuesta morfogenética de embriogénesis y organogénesis con mas de 15 subcultivos
desde su origen (6 afios), la embriogénesis se presentd muy al inicio de la formacion de callo. Sin
embargo, la regeneracion masiva fue con mayor incidencia via organogénesis directa. Se les realizd un
andlisis, electroforético de isoenzimas, utilizando el sistema aplicado para las poblaciones silvestres, se
evaluaron 7 enzimas con un total de 10 locus: PGI-2, PG1-3, ME-1, GGT-1, AcP-2, LAP- | , PGM-1,
PGM 2, EST-1 Y EST-2, para su lectura se utilizé el mismo control que en el caso para evaluar las
plantas de campo. Los resultados de las lecturas de los geles, en todos se manifestd un 100% de
estabilidad genética, los locus eran iguales en todas las muestras analizadas no presentaron variacion en
ninguno de sus alelos (Tabla 6A).

La nula variacién genética que expresa este estudio de isoenzimas, puede deberse a que por el
momento se ha analizado Unicamente la respuesta en un clon que ha sido subcultivado durante 6 afios, no
ha perdido el potencial de respuesta morfogenética, tampoco ha requerido de aplicacion de ninguna
hormona de crecimiento para mantener la propagacion masiva, se considera una respuesta altamente
geneética, unicamente se utilizaron hormonas para revertir la respuesta a callo, el cual inmediatamente
se subcultivaba a un medio sin regulador del crecimiento y la respuesta derivaba a embriones en la
primera etapa y posteriormente la respuesta continuaba en una alta proporcion en organogénesis

somatica directa. La presencia de reguladores enddgenos activados por los tejidos y las
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CLAVES PARA LAS POBLACIONESESTUDIADASDE
A.victoriae-reginae T. MOORE.

TABLA A

Clave de No. de la Nombre de la

la Pobl. Poblacion Poblacion
DS1 1 C. HUASTECO
DS2 2 MINA
DS3 3 L. LANDEROS
D4 4 S. PARRAS
DS5 5 AHUICHILA
DS6 6 S. NOAS
DS7 7 S. MULATO
DS8 8 S. DELICIAS
DS9 9 C. ANGOSTO
DSO 10 C. MEZCAL




TABLA 1. VARIABILIDAD GENETICA EN 10 LOCI EN TODAS LAS POBLACIONES ESTUDIADAS

A) (P) Media de heterocigosis
Media de la Media Percentaje
muestra por de alelos de loci Direct- HdyWbg

Poblacion Locus por locus polimorfico* observada esperada**

1. C. HUASTECO 37.8 2.2 70.0 -209 311
(3.9 C .2) C .077) ( .076)

2. MINA 33.9 2.2 70.0 222 .248
(1.6) C .1 ( .081) ( .060)

3. L. LANDEROS 38.1 2.1 100.0 399 325
2.9 C-D (.082)  ( -044)

4. S. PARRAS 36.7 2.2 90.0 232 351
( 3.9 C -1 C -072) ( -059)

5. AHUICHILA 33.8 2.2 90.0 372 -406
(1.3) C -2) ( -082) ( -054)

6. S. NOAS 42.1 2.3 90.0 .457 .435
(1.D) C .2) ( -109) ( -057)

7. S. MULATO 41.7 2.3 80,0 .381 377
C -6 -2 ( -106)  ( .064)

8. S. DELICIAS 28.4 2.1 90.0 -431 -363
(1.2) C .2) ( -083) ( .056)

9. C. ANGOSTO 40.1 2.4 90.0 .270 323
[ 1.5 C -2) ( -088) ( -061)

10. C. MEZCAL 22.7 1.8 60.0 .187 209
[ 4.1) C -2) C .073) ( -060)

PROMEDIO 2.18 83.0 0.316 0.335

* A locus is considered polymorphic if the frequency
of the most common allele does not exceed .95 **
Unbiased estimate (see Nei, 1978)
(error standard entre paréntesis)



Tabla 2. FRECUENCIAS ALELICAS EN LAS 10 POBLACIONESDE A. victoriae-reginae T.

MOORE.
Poblacioén
LOCUS — === == e e e e e e e e e e e e e e e e e e 1
__________________________________________________________________________________ 3
__________________________________________________________________________________ 5
__________________________________________________________________________________ 7
—————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————— 9 10
———————————————————————————————————————————————————————————————————————————— PROM(N)
LAP-1
) 45 39 43 43 36 42 43 31 28 12 36
A .044 .026 .128 .047 .042 .036 .116 .194 -179 -000
. .489 .974 .872 .953 .222 .274 .221 .806 .411 1.000
C 467 .000 .000 .000 .736 -690 .663 -000 411 -000
GOT-1
(D) 45 38 41 42 36 46 43 29 43 24 39
A 144 197 .220 .143 .208 .337 .128 .086 .093 .000
. 411 724 .780 .381 .264 .489 .500 .914 .198 1.000
C 444  .079 .000 476 .528 .174 .372 .000 .709 .000
DIA-1
(D) 15 29 39 31 35 35 43 24 42 27 32
A .000 .052 .167 .290 .286 .614 .616 .375 .202 .148
. 1.000 .948 .833 .710 .714 .386 .384 .625 .798 .852 DIA-2
()] 16 29 39 31 35 38 43 24 42 29 33
A .000 .017 .564 .581 .543 .487 .581 .479 .708 .638
. 1.000 .983 .436 .419 .457 .513 .419 .521 .202 .362 ACP-2
w 34 39 41 44 26 46 42 32 36 37 38
A 176 .128 .159 .886 .846 .000 .024 .859 .875 .959
. .824 .872 .841 .114 .154 1.000 .976 .141 .125 .041 EST-1
) 47 39 43 37 36 43 39 24 43 37 39
A .000 .000 ,000 ,000 .000 .012 .000 .000 .000 .000
. .957 .987 .872 .946 1.000 .860 1.000 1.000 1.000 1.000
C .043 .013 .128 .054 .000 .128 .000 .000 .000 .000
EST-2
(D) 45 30 12 10 26 42 38 24 42 14 28
A .367 .133 .083 .100 .423 .464 .171 .354 .083 .071
. .633 .867 .917 .900 .577 .536 .829 .646 .917 .929 PGI-2
N 42 35 41 43 36 45 42 32 42 5 36
A .024 .000 .000 .000 .000 .000 .000 .031 .024 .000
. .369 .286 .500 .314 .458 .489 .488 .281 .310 .200
C .607 .714 .500 .686 .542 .511 .512 .688 .667 .800
PGI-3
) 44 35 41 43 36 44 41 32 40 5 36
A .932 .614 .890 .698 .764 .648 .695 .578 .650 .700
. .068 .343 .110 .302 .236 .352 .293 .422 .313 .300
C .000 .043 .000 .000 .000 .000 .012 .00O .038 .000
ME -1
N 45 26 41 43 36 40 43 32 43 37 39
A .267 .673 .622 .163 .069 .100 .093 .250 .035 .162
. .678 .327 .268 .640 .681 .550 .744 .656 .919 .811
C .056 .000 .110 .198 .250 .350 163 .094 .047 .027

PROM(N) 38 34 38 37 34 42 42 28 40 23



Tabla 3. RESUMEN DE F-statistics PARA TODOS LOS LOCI

Mean

'383****
'235****
.201****
.241****
.634****
'070****
.128****
042% %%
055 ***
176%***

240%***

004 386%***
T94x % BADK**

184x** T 34grxxx
1068 293¢ ***
1036 BAT****

A23¢xx AGE**x
-.260%*** ..098

- B4G* ¥ * L BTEH Rk
- 459**** - 378****
A85**** B75k*xx

F(ST)

Chi-cuadrada = *** P=0.001 ; **** P<0.001



Tabla 4. INDICE DE FJACION (F) POR LOCUS PARA CADA POBLAC[ON DE A4. victoriae-reginae. T. MOORE. QUE
ILUSTRA LA DEFICIENCIA O EXCESO DE HETEROCIGOS. .No. POBLACION

LOCUS 1 2 3 4 ] 6 1 8 9 10

LAP-1 0.589 -0.026 -0.147 0.470 -0.297 -0.065 -0.353 -0.033 0.037

GOT-1 0.891 0.939 0.146 1.000 0.680 0.894 0.961 -0.094 0.845

DIA-1 -(1.055, ,- -Of115 0.687 0.440 -0.025-0.131 =0.067 0.189 (1,707

DIA-2 _-0.018 -0.356 0.338...0.194 -0.317 -0.051 0.416 0.631 -0.120 AcP-2
-0.214 -0.147 -0.188 0.323 -0.182 1.000 -0.164 0.619 0.653

EST-1 0044  -0.013F-0.147 1.000 0.904

EST-2 0.005  -0.154 -0.091  -0.111 -0.103 -0.675 -0.206 ' -0.548 -0.091 0.077
PGI-2 -0.492 -0.400 1.000  -0.458 -0.846 -0.957 -0.953 0397  -0.452 -0.250
PGI-3 -0.073 -0.533 -0.1231-0.433 0309  -0.544 -0.415 0,730  -0.463 -0.421

ME- 1 0.952 0.738 -0.014 0513 0.704 0.381 0.661 -0.129 0.848 0657

()] Chi-
cuadrada - **** P<0,0005 : *** P<0,001 : ** P<0,01 : * P<0.05 ~
Prom, (1211 0.033 0-194 (1334 -0.045 0.057 0194 0.240 (116V
0.031

P<0.05




ESTUDIO DEMOGRAFICO (120m2) EN Agave victoriae-reginae T. MOORE, ANALIZANDO DOS TIPOS DE CRECIMIENTO, GENET Y RAMET, EN Tabla5

DOSTIPOSDE AMBIENTES, SUELO Y PARED.

Poblaciones en ambiente de SUELO

Andlisispb1cl  Pob1C2 Pob1C3  Pob1C4  Pob3Cl Pob3C2 Pob3C3  Pob3C4 Pob5Cl Pob5C2  Pob5C3 obgc1 SUM Prom Total
No Inds. 66 17 133 120 182 38 27 12 18 27 27 28 695 57.91667

Si M. Diam(cm) 1383 499 2158 2606 11661 787 692 257 339 358 258 439 10942 911.8333

Prom Diam (cm) __2_ 0.95 29.35 16.23 21.72 6.41 20.71 25.63 21-42 18-83 13.26 9.56 15-68 18.3125

Indivs/m2 l 0.550.14167 1.10833 1 1.51667 0.31667  0.225 0.1 0-15 0-225 0-225

0.23333 0.482639
Reprud./cuadrant 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
211440m2 1.1720m2

No. GENETs 64 17 89 82 30 17 12 8 10 14 6 23 378 315
SUM.Diam (cm)! 1312 499 1638 1907 486 .. 598 444 232 253 216 ---~ 144 407 8136 678

Prom Diam, (cm) 20-5 29,35 18.4 23.26 135 35.18: 37 29 25.3 15.43

24 17-7 24.05167

No. RAMETS 2 0 i 44 38 146 21 15 4 8 13 21 5 317 26.41667

SI TM. Diam (cm) 71 0 . 520 699 680 189 248 25 86 142 114 32 2806 233.8333

Prom Diam (cm) 35.5 0 1182 18-39 46671 9 16-53 6-25" 10-75 10-92 5.43 6.4 11.30417

_ Poblaciones en ambiente de PARED t
Andlisis ------------- Pi2C1 Pob2 C2  Pob6ClL Pob7C1 Pob7C2 Pob7C3 Pob7C4 Pob7C5SUM  Prom. Total : No Inds. 39 52 60 102 101 106
44 99 603 75.375

SUM. Diam (M) 945 1484 884 959 1358 916 -~.-. 685 -: 1158 8389 1048.63

P2.0113 Diam, (cm) --.-+ 24.23 1 28.54 | 1473 9.4 -r13-45; 8.64 15-57 j 11,7 - 15.7825

Indivs/m2 0.325 4 0.43333 0.5 0.85 1 0-84167 1 0-88333 0.36667 0.825 0.62813

Reprod/crusdrant a 6] 0 1 1 0 N 1 31960m2 11320m2 --~

No. GENETs 36 48 29 61 67 88 37 81 447 55.875

SUM. Diam (cm) 869! 1385 622 647 1025 776 622 969 6915 864.375

Prom Diam (cm) 24.14 28.85 21.45.10.61T 15.3 8.82 16.81 11.96 17.2425

No. RA.METs 3 4 31 L 41 34 18 7 18 156 19.5

SUM. Diam (cm) 76 i 99 262 312 333 140 63 189 1474 184.25
Prom Diam(am) 25.33 24.75 8.45 761 9.79j7.78] 9 10.5 12.9013



Tabla6. RELACIONENTRE EL INDICE DE FIJACION
QUEILUSTRA
No
FACTOR 1 2 3
Prom. F(10 Loci) 0.201 0.033 -0.194
P<0.05
Med. H esperada 0.311 0.248 0.325
E. S 0.076 0.06 0.044
TAMANODELAS POBLACIO
-Arca (m2) total’ 640000 80000 2020
SUM- total Indivs** 402,133 50,266 888
Si 1A4 total Reprod 2,000 157 1

(") = ongitud X 10in de lapared: (**) -

120m2 X 75.4 = 0.63 indivs/m2:

4
0.334

0.351
0.059

7,000
4.398
22

(') =320 m2 X reproductor (en pared): Pob. 3 Gnicamente e localizé 1 reproductor.

(F) Y LOSTAMARNOS DE CADA POBLACION DEA. __..
LA DEFICIENCIA O EXCESO DE HETEROCIGOS,

5
0,031

0.406
0.054

100 000
62,833
313

6
0.045

0.435
0.057

30; 000
18.850
94

7
0.057

0.377
0.064

320,000
201,067
1,000

8
-0.194

0.363
0.056

80 000
50,267
250

9
0.240

0.323
0.061

12,000
4 1,540

T. MOORE.

0.163

0.209
0.06

20 000
12567 _.



STAT. Mann-Whitney U Test | - TABLA 7A

NONPAR By variable: Diferencias de Tamafio en formas Rameten dos Ambientes
STATS Grup 1:1 Gup 2:2 1
variable SUM Rank Sum Rank p-level z p-level Valor N Valor N
Grupo 1 Grupo 2 ajustado Grupol Grupo 2
Tamario 39415 73160 22439 -1.68771 0,091476 -1.693181 0.0904311 156 318
STAT Mann-Whitney U Test TABLA 7B
NONPAR By variable: Diferencias de Tamafo en formas Genet en dos Ambientes
Grupo 1:1 Grupo 2:2
variable SUM Rank SUM Rank u p-level , p-leve) - Valor N Valor N
ajustado ,Grupo 1 Grupo 2

Grupo 1 Grupo 2
Tamafio 157872 182028 57744 -7.7900310.000000 -7.796 0.000000 447 337



STAT. Kolmogorov-Smirnov Test TABLA 8A

NONPAR By variable: Diferencias de Tamafio en formas Ramet en dos Ambientes
STATS 'Grupo 1:1 Grupo 2:2 1 T

Max Neg .Max Posit p-level., Media Media Std. Dev. 'Std, Dev. Valor N Valor N
variable Diferencia Diferencia. IGrupo 1 Grupo 2 Grupa 1 Grupo 2 Grupol Grupo2
Tamafio -0.02637 0.101838 p = n.s. 9.4487161 8.845908 6.8826991 7.559113 156 318
STAT. Kolmogorov =Smirnov Test - -- L ---------------- ;ABLA 8B
NONPAR By variable: Diferencias de Tamafio en formas  Ganet en dos Ambientes
STATS Grupo 1:1 Grupo 2:2 N

Max Neg Max Posit' p-level Media Media Std. Dev. Std. Dev. Valor N Valor N_

variable jDiferencia Diferencia Grupol 'Grupo2 Grupo | Grupo 2 ; Grupo 1 Grupo 2

Tamario -.271145 0.00 p .001 15.4698 21.71883! 11.23409 11.85733; 447 377



Figura 2. Fenograma de poblaciones de Agavevictoriae-reginae 7. Moore, construido con datos
de distancia genética.
Goodness of fit statistics

Farris (1972) "f" = 1.454
Prager and Wilson (1976) "F'" = 9.789
Percent standard deviation (Fitch and Margoliash,1967) = 13.131
Cophenetic correlation = .843
Distance
.40 .33 .27 .20 .13 .07 .00
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Figura |. Ubicacion geografica de las 10 poblaciones de Agave victoriae-reginae T.

Moore, especie mexicana en peligro de extincién.
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FIGURA 3B. DIFERENCIAS DE TAMANOS EN GENET ANTE 2 AMBIENTES.
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DISTRIEUCION DE TAMANOS DE INDIVIDUOS RAMET EN DOS AMBIENTES
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FIGURA 48.DIFERENCIAS DE TAMANOS EN RAMET ANTE 2 AMBIENTES.
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condiciones artificiales in vitro fue suficiente para mantener la respuesta da micropropagacion del
clon, el cual hasta el momento no ha perdido el potencial da respuesta. Locus

Alelo Locus Alelo
PGI-2 LAP-1
®
PGI-3
ME- 1
GOT-1 ® EST-1
AcP-I| 22 EST-2 12

Tabla 6A. Estructura genética da un clon
de A. victoriae-reginae, generado y subcul-

tivado invitro por mas de 1 veces (6 afios)

Los cortes histologicos de las respuestas morfogenéticas da los tejidos in vitro, mostraron una gran
incidencia da embriogénesis somatica en las primeras etapas de la generacion da callo, posteriormente
la respuesta a embriones se reduce hasta llegar e ser insignificante, da igual forma al callo adopta una
respuesta orgenogenética que en forma directa se establece la formacién da mdltiples brotes de los ya

existentes, la actividad del callo se reduce notablemente.

CONCLUSIONES

Andlisis estadistico. Serd necesario continuar con los analisis estadisticos para valorar las
diferencias enforma significativa entre los diferentes patrones cuantificados. Sera una da las actividades
a realizar en la presente investigacion, para integrar le redaccion da la tesis da Doctorado y de los
articulos cientificos a publicar.

Existe diferencias en el tamafio, presencia de Genet y Remet en los dos ambiente. Exista
presencia de homocigos y heterdcigos, une Hs relativamente alta en todas las poblaciones, efecto debido
muy probablemente a la seleccion de heterdcigos, los polinizadores parecieran ser da tipo local (colibries,
abejas y abejorros), lo que pueda no facilitar al flujo génico entre las poblaciones. Las zonas aridas da

México, son consideradas como regiones ricas en endemismos, esta especie presenta una
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gran diferenciacion genética entre las poblaciones, sera de fundamental importancia desarrollar nuevos

estudios de campo para encontrar si esta habiendo flujo genético entre las poblaciones de Agave

victoriae- reginae.
Con las semillas almacenadas, se podra incrementar el andlisis de genética de poblaciones para

esclarecer algunas interrogantes que se presentan en la discusion, ej. flujo genético y endogamia
dentro de la poblacién.

Demografia de las poblaciones. Existen diferencias en la formacién de Genet y Ramet en los
dos ambientes, Pared y Suelo, la presencia de Ramet se presenta en forma significativa en los
ambientes de Suelo, aunque en estos ambientes se reduce notablemente la presencia de reproductores. Las
tallas de las plantas en promedio son mayores en los ambientes de Suelo, existe mayor densidad en el
ambiente de Pared. Mas del 95% de la distribucion de plantas de A. victoriae-reginae se presenta en
Pared, lo que permite afirmar que es el habitat natural, y que incursiona a los ambientes de Suelo en forma
de pequefios cumulos de plantas.

Aplicacion de las técnicas de Cultivo de Tejidos Vegetales. Se establecieron sistemas de
micropropagacion por dos diferentes vias morfogenéticas, utilizando explantes jovenes de semillas
germinadas in vitro, se estdn procesando los analisis anatdbmicos para evaluar los tipos de respuestas
morfogenéticas de los regenerantes. De las plantulas regeneradas se estd concluyendo el analisis
isoenzimatico, utilizando las mismas enzimas y el mismo sistema de corrimiento que se aplico para la
estructura genetica de las poblaciones silvestres realizadas. Estas técnicas podrian ser utilizadas para
propagar aquellos individuos con genotipos raros que se presenten dentro de las poblaciones, y evitar su
erosion o extincion.

Banco de semillas. Con los resultados generados, se establecen las bases para el banco de
semillas de la especie en estudio, podrian ser utilizadas en programas de biologia de la conservacion.

Biologia de la conservacién. Una conclusion preliminar para la conservacion de la especie,
segun los resultados de la Fst que se muestran en la Tabla 3, nos indica una alta diferenciacion entre las
poblaciones, lo cual sugiere que es indispensable conservar si es posible todas y cada una de las
poblaciones. Seria recomendable que se mantenga el nivel de peligro de extincion en que se considero en
el listado del diario oficial de la federacién publicado en el afio de 1994. Es importante que el INE tome

en cuenta las recomendaciones que se le entregaron en un informe para la conservacion de
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algunas de las poblaciones, que esta siendo destruida en forma inminente y alarmante por la
explotacion de minerales (cemento, marmol, grava, etc.)
Se entregard ala CONABIO andlisis més profundo con la publicacion de la Tesis de Doctorado

y los articulos que de la investigacion se derive.
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Observacion Periddica delas Estaciones (visitas a las estaciones o
localidades de estudio)

27-Jun-96
IdPoblacion IdEstacion 1dObservacion M esObser vacion Afioobser vacion
1 1 1 1 1995
1 2 2 1 1995
1 3 3 1 1995
1 4 4 1 1995
1 5 5 1 1995
1 6 6 1 1995
1 7 7 1 1995
1 8 8 1 1995
2 1 9 1 1995
3 1 10 2 1995
3 2 11 2 1995
3 3 12 2 1995
3 4 13 2 1995
3 5 14 2 1995
4 1 15 2 1995
5 1 16 2 1995
5 2 18 2 1995
6 1 19 2 1995
6 2 20 2 1995
7 1 21 2 1995
7 2 22 2 1995
7 3 23 2 1995
8 1 24 2 1995

8 2 25 2 1995



IdPablacién IdEstacién |dObservacién M esObser vacién AfioObservacion

1 9 26 1 1995
1 10 28 1 1995
1 11 29 1 1995
1 12 30 1 1995
1 13 32 1 1995
1 14 34 1 1995
1 15 35 1 1995
9 1 37 9 1995
10 1 39 9 1995

2 2 41 9 1995



Estacion (caracteristicas geogréaficas de las estaciones)

27-Jun-96
IdPoblacién IdEstacién Latitud (grad, Longitud (grad, Altitud Orientacién (azimut) Inclinacién (respecto

min vy se min y se a la vertical)
1 1 2528 46 100 18 54 700 90 25
1 2 252910 10019 39 700 90 30
1 3 25300 100 20 24 700 0 85
1 4 253040 100 21 27 700 0 85
1 5 253121 100 22 12 700 1 30
1 6 253324 100 24 18 820 170 40
1 7 25345 100 23 24 700 320 20
1 8 25368 100279 690 240 10
1 9 253730 100 30 36 700 90 10
1 10 25 37 46 100 27 36 660 300 10
1 11 25398 100 27 0 700 180 60
1 12 253940 100339 700 230 30
1 13 253859 10031 25 940 190 30
1 14 25390 100 30 18 880 200 60

1 15 2538 35 100 28 48 780 150 60



IdPoblacién IdEstacién Latitud (grad, Longitud (grad, Altitud Orientacién(azimut) Inclinacién (respecto

min y se min y se ala vertical
2 1 2557 32 100360 680 40 20
3 1 2530 39 10054 1 1440 42 60
3 2 253035 10053 35 1440 42 60
3 3 253050 100 53 38 1470 270 60
3 4 253059 100 53 26 1560 90 60
3 5 252829 100 51 39 1740 10 60
4 1 252120 102299 1140 280 15
5 1 251114 102 38 59 1110 159 20
5 2 251226 102 39 41 1230 200 20
6 1 25293 103 25 17 1500 340 15
6 2 25295 103262 1140 340 15
7 1 251334 103 44 10 1260 50 30
7 2 25135 103 44 43 1230 60 20
7 3 251621 103 45 19 1270 30 25
8 26 8 16 102 452 1080 230 30
8 2 26238 102 36 24 900 230 40
9 1 26 40 11 102 17 40 860 90 30



IdPoblacién IdEstacién Latitud (grad.

10

1

2

min y seq)

263034
251124

2556 53

Longitud (grad.

Altitud Orientacion (azimut) Inclinacién (respecto

miny se

102923

102 38 58

100 34 54

ala vertical)

950 280 20

1350 50 50
630 40 40





