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Resumen:

El presente proyecto tiene como propoésito documentar la variacion y estructura genética de
Stenocerus eruca; especie endémica de las planicies de Magdalena, Baja California Sur. Esta
cactacea es extremadamente interesante desde el punto de vista biolégico por su habito rastrero.
Es una especie que se supone se reproduce predominantemente por la via asexual con un rango
de distribucion muy restringido y con poblaciones distantes de su biologia reproductiva. El habitat
gue ocupa esta en riesgo eminente por el avance de las actividades agricolas en el area de Las
Planicies de Magdalena, asi como por el saqueo de colectores ilegales de cactus. Por lo tanto, es
apremiante realizar un estudio basico sobre su variacion y estructura genética. En especies con
reproduccién asexual, es dificil reconocer a los clones en el campo y por lo tanto no es facil hacer
evaluaciones sobre sus tamafios poblacionales. En este proyecto proponemos hacer una
descripcion de la estructura genética y clonal de esta cactacea rastrera que nos permita en el
largo plazo implementar estrategias de conservacion que resulten viables para esta especie.

e * E| presente documento no necesariamente contiene los principales resultados del proyecto correspondiente
o la descripcién 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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ESTRUCTURA GENETICA Y BIOLOGIA REPRODUCTIVA DE STENOCEREUS ERUCA: UNA CACTACEA
ENDEMICA AMENAZADA DE LAS PLANICIES DE MAGDALENA, BAJA CALIFORNIA SUR.

NTRODUCCION
Genéticade Poblaciones

El estudio de la genética de poblaciones esta enmarcada dentro de la microevolucion. La genética de
poblaciones es, junto con la ecologia, una de las pocas disciplinas biologicas que cuentan tanto con un desarrollo
tedrico como con uno observacional (Lewontin 1974).

La genética de poblaciones es la disciplina que describe y analiza la variaciéon genética dentro y entre
poblaciones a partir de las frecuencias alélicas y genotipicas. La interpretacion de esta variacion en las
organismos se basa en el principio de Hardy-Weinberg, el cual establece que en poblaciones panmiticas y en
ausencia de fuerzas evolutivas como migracion, seleccion, deriva génica y mutacion, las frecuencias alélicas
permanecen constantes de generacion en generacion, lo que permite predecir las frecuencias genotipicas a
partir de las alélicas (Eguiarte 1988, 1990; Hart. y Clark 1989). La manera como se distribuye la variacion
genética dentro y entre poblaciones constituye su estructura genética. Describir la estructura genética de las
poblaciones de organismos es el paso previo para entender que fuerzas evolutivas han prevalecido en la
evolucién 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 esta se origina y los factores que alteran los 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 més utilizado
para estimar niveles de variacion ha sido principalmente la electroforésis de proteinas (Eguiarte y Pifiero 1990, Hart y
Clark 1989, Leberg 1992).

La técnica de electroforésis puede detectar aquellas diferencias en la secuencia de nucle6tidos que
tienen efectos en la substitucidon de uno o varios aminoacidos y estos a su vez, en la estructura final 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 proteina lo que genera variantes (alelos), los cuales pueden ser distinguidos por



su movilidad electroforética. En el caso de que todos los individuos analizados presenten la misma movilidad
electroforética, se considera al gen (locus) monomérfico. Si por el contrario, la movilidad varia, se considera al
locus polimorfico, en el que pueden distinguirse genotipos homadcigos y heterécigos (Hedrick 1985; Futuyma 1998).

Biologia de la Conservacién

En este siglo y como consecuencia de los procesos de desarrollo y crecimiento poblacional, la
diversidad del planeta esta siendo reducida de una forma acelerada (Frankham 1995). Ello ha generado en los
(ltimos afios una preocupacion activa en tomo a la conservacion de la diversidad biologica, tanto in situ como ex situ
(Lande 1988; Eguiarte el al. 1992).

En el disefio de estrategias de conservacion de especies se han utilizado datos demogréaficos y muy
recientemente genéticos (Lande 1988; Eguiarte y Pifiero 1990). Esto Ultimos, se han convertido en informacion
importante para establecer estrategias de conservacion, debido al gran desarrollo que han tenido las diferentes
técnicas moleculares en estas tres Ultimas décadas.

Los estudios genética de poblaciones pueden ser una herramienta (til para decidir el nimero de
individuos por poblacion y el numero de poblaciones que se deben muestrear para conservacion en bancos de
germoplasma o reitroducciones, asi como para determinar cuales son las poblaciones criticas para conservacion in-situ y
delimitacion de &reas protegidas (Lande 1988).

Las especies con distribuciones geograficas restringidas, bajas densidades y que crecen en habitats
muy especificos son mas propensas a experimentar los efectos de la deriva génica en comparacion con aquellas de
amplia distribucién y que se encuentran menos aisladas (Godt y Hamrick 1993). Sin embargo, este patrdn puede
modificarse dependiendo de los niveles de flujo génico que ocurran dentro y entre poblaciones y del
sistema de cruzamiento predominante en la especie. Las especies que estén dentro de esta categoria son las
que potencialmente estan en peligro de desaparecer y en consecuencia, son las mas urgentes a estudiar

y conservar.



Uno de los grupos de plantas nativas del continente americano y del cual se han realizado escasos
estudios, es el de las Cactaceas. México es el mas importante centro de concentracion de especies a
nivel mundial (Hernandez y Godinez 1994), ya que el 68 % de las cactaceas descritas hasta la fecha se distribuyen en
nuestro pais (Arias 1993). La gran mayoria de las cactaceas presentes en México, presentan rangos geograficos
restringidos, lo que las convierte endémicas de nuestro pais, pero a su vez susceptibles a verse amenazadas
debido a la constante presion que se ejerce sobre ellas. Una de estas cactaceas es Stenocereus eruta, una
especie amenazada y endémica de las Planicies de Magdalena y extremadamente interesante desde el punto de vista
hioldgico, ya que es una de las dos Unicas cactaceas del grupo columnar que presenta habito rastrero: S.
eruta en Norteamérica y Trichocerrs thelegonus en América del Sur (Gibson y Nobel 1986).

Objetivo General

El objetivo de este estudio es evaluar el estado actual de la estructura genética y conocer
aspectos basicos de la biologia reproductiva de S. eruta, especie endémica y amenazada incluida en la
Norma Oficial Mexicana. Esta especie ofrece una excelente oportunidad para evaluar la relacién entre la variacion
genética y la distribucion geogréfica al compararla con S. gummosus especie de amplia distribucion. Ademas,
otro objetivo es el generar informacidn basica que nos permite plantear algunas estrategias de conservacion

viables para S. eruta.

Objetivos particulares

1.- Estimar los parametros de variacion genética poblacional: polimorfsmos, nimero de alelas por loci,
heterocigdsis observada y esperada e indices de fijacion de S. eruta.

2.- Estimar los parametros de la estructura genética: f, F y B de la especie.

3.- Describir la estructura clonal de esta cactacea.

5.- Conocer la biologia reproductiva y ecologia de la polinizacion de S. eruta.

4.- Hacer recomendaciones sobre las estrategias de conservacion mas viables para S. eruta.



Stenocereus eruca (Brandegee) Gibson & Horak (S.. eruca (Brandegee) Britton & Rose).
Nombres comunes: chirinola, casa de ratas, creeping devil. La especie toma su nombre del griego debido
a su similitud con una oruga (Fig. 1).

Esta cactacea presenta tallos procumbentes, excepto por las puntas erectas o
ascendentes. Ramas de 1-3 m de largo, 4-8 cm de didmetro por lo comun simples, enraizadas sobre la
superficie inferior y mueren en el extremo mas viejo y crecen en el otro. 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, las interiores gruesas y aplanadas; la mas larga alcanza unos 3 cm de
longitud. Las flores tienen forma funeliforme de color crema amarillento, tienen una longitud de 10-
12 cm de longitud y 8-10 cm de ancho con un pericarpio muy espinoso. Los frutos son globosos de 3-4
cm de didmetro, color escarlata con espinas al madurar. El nimero de cromosomas de la especie aun no
se ha determinado, pero a juzgar por el patron de bandas observadas en la mayoria de las enzimas

ensayadas y su similitud con S. gummosus, es muy probable que sea diploide. Su distribucion esta

restringida a las planicies de Magdalena, Baja California Sur (Fig. ,A) (Turner et al. 1995; Cancino et at.
1995).

Fig .1-- Individuos de S. eruca en Poza Grande, B.C.S.



Tabla 1.- Ubicacion geografica de los sitios de colecta de S. eruta.

SITIO DE COLECTA UBICACION GEOGRAFICA

A.- LABOCANA 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" N y 111053« 12"W
D.- ADOLFO LOPEZ MATEQS 25°11'42" Ny 112°05'27" W
E.- SAN CARLOS Km. 35 24°54'47" Ny 111 °59'32" W
F.- SAN CARLOS-TERMOELECTRICA 24°49'35" Ny 112°05'09" W
G.- ESTERO SALINAS 24°36'39" Ny 111°46'49" W
H.- EL CAYUCO _ 24°34'24" Ny 111°41'56 "W

Fig. 2.- Distribucién geografica de S, eruta y sitios de colecta. Tomado de Turner el al. 1995 y Cancino et al 1995.
(ver tabla 2 para identificar a las poblaciones)



MATERIAL Y METODOS
Area de estudio

Dado que se conace con precision los rangos de distribucion de S. eruca (Turner et al. 1995; Cancino et al.
1995, Fig. 2), se trat6 que las colectas realizadas incluyeran todo el rango de distribucién de la especie. Por tal
motivo, primeramente se realiz6 un recorrido por todo su rango de distribucion, y en base a esta prospeccion se
colectaron 8 poblaciones (Tabla 1). No se pudieron colectar las poblaciones de isla Santa Margarita e isla
Magdalena por lo que nuestro muestreo no incluyo realmente toda la distribucion geogréfica de esta especie.

La posicion geografica de las localidades fue obtenida con un geoposicionador (Magellan GPS Satellite
Navigator). La distancia entre poblaciones de S. eruca varia de 27 a 220 km.

Caracterizacion de la estructura y variacion genética

De cada poblacion muestreada se colectd de 50 individuos una porcion de clorenquima de una costilla
(aproximadamente 2.0 cm3). Para la colecta, cada individuo debia estar separado por lo menos de 3 a 5 metros
del siguiente individuo colectado para reducir la probabilidad de muestrear al mismo clon. Ademas, para tener
representada la poblacidn, la colecta se realiz6 recorriendo un transecto de por lo menos 200 metros. El tejido
colectado se mantuvo en nitrdgeno liquido hasta llegar al laboratorio en donde se almacend en un
ultracongelador a -70°C hasta ser utilizado.

El método de extraccién utilizado consistié en macerar 0.04mm3 de clorenquima de cada individuo
colectado en 0.3 ml. de huffer de extraccion. El buffer de extraccion utilizado fue el de Milton et al. (1979) debido a que en
ensayos preliminares fue el buffer que di6 mejor resolucién entre varios ensayados. El extracto obtenido
fue absorbido en °wicks® de papel filtro de 2xIOmm, los cuales se colocaron en geles de 12% de almiddn y
5% de sacarosa.

La electroforesis en geles de almidon fue utilizada para analizar 11 sistemas enzimaticos en tres
sistemas de buffer electroforéticos. El sistema 6 de Wendel y Weeden (1989) fue utilizado para analizar a
G6PDH, MDH, PGlI, EST, ADH, Y DIA. El sistema D de Stuber etal. (1988) fue usado para resolver a APH, PGM
Y MNR, y el sistema PP de Mitton et al. (1977) para resolver a SOD y LAP. El protocolo de tincién fue idéntico al de
Wendel y Weeden (1989) para G6PDH, EST, MDH, ADH y SOD, al de Morden et al. (1987) para LAP, PGMyPGl y al
de Stuber et al. (1988) para MNR y DIA. El apéndice 1 presenta una descripcion del método seguido



para realizar las extracciones y las electroforesis (Mitton et al. 1979; Stuber et al. 1988; Wendel y Weeden 1989), asi como
las condiciones de corrida. El apéndice 1 también muestra las recetas de los buffers utilizados y las
soluciones de tincién para cada una de las enzimas ensayadas. Una vez tefiidas las rebanadas 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
presentan un patron de bandas, del cual se puede inferir el genotipo de cada individuo. En un locus, el nimero
de bandas que se observan depende de si los individuos son homdcigos o heterdcigos y de la estructura
cuaternaria de la enzima. Si se trata de un monomero, los homdcigos presentan una banda, mientras que los
heterdcigos dos bandas. En el caso de una enzima dimérica, los heterdcigos presentan tres bandas [Wendel y
Weeden 1989).

Para la interpretacion de los geles se enumeraron los loci y las alelos. Se asigné el ndmero 1 al locus
que tuvo una mayor migracion, el nimero 2 al siguiente y asi sucesivamente. Para la designacidn de los alelos

se uso el mismo procedimiento, con la excepcion de que se utilizaron letras (A,B,C, etc.) en lugar de ndmeros.

Andlisis Estadistico

La base de datos con la distribucién de los genotipos en las poblaciones se analizd usando el programa
TFPGA (Miller 1997). Para estimar la variacion genética en las diferentes poblaciones de la especie, se
obtuvieron los siguientes parametros poblacionales:
Proporcidn de loci polimdrficos (P): Un locus se consideré polimorfico, si la frecuencia del alelo mas comun
no excedia 0.99. P toma valores entre 0y 1; si s cero no existe variacion genética y cuando el valor es 1, todos los loci

analizados son polimorficos.

Se obtiene mediante la férmula P-- xIm, donde: x es el nimero de loci polimérfcos en una muestra de m loci
(Hedrick 1985).

Heterocigosis promedio esperada (He) la heterocigdsis esperada en el equilibrio de Hardy-Weinberg para un locus
con n alelos puede estimarse como (Hedrick 1985):

n
He= 1-ZEpi?, donde: pi representa las frecuencias alélicas para ese locus.

=1



Posteriormente, se obtuvo una heterocigdsis promedio por poblacion con las heterocigosis esperadas para todos los loci

estudiados. El error estandar de He se obtuvo utilizando el programa BIOSYS (Sworford y Silander 1989).

Nm

Heterocigdsis observada (Ho): Puede calcularse como (Hedrick 1985): Ho=XX ij
I=1j=1

Donde: Hij representa la heterocigésis observada especifica para un locus (m) en el iésimo individuo (N). El error
estandar de Ho se obtuvo utilizando el programa BIOSYS (Sworford y Silander 1989).

Numero promedio de alelos por locus (A). Es simplemente el promedio aritmético de alelas por locus. Se
puede estimar como: A= E a1 n, donde: a; es el nimero de alelas observados en el locus i, y m es el nimero de loci
analizados (Hedrick 1985).

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

como:
p= (_"+1/ 2ay7) g=(ax+1/2a12
N N

Donde: al 1, al2 y a22 son las frecuencias absolutas de los tres genotipos y N es el tamafio de la muestra. Se

realizd 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.

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

F= 1-(HofHe) donde: Ho, es la proporcién de heterdcigos observados y He es la proporcién de
heterdcigos 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 heterécigos, mientras que los
negativos indican un exceso (Hedrick 1985; Hartl y Clark 1989).

Estadisticos F, f y 0 de Weir y Cockerham (1984): estos estadisticos son equivalentes a las Fir, Fisy Fsr de
Wright, respectivamente. Los estimados de Weir y Cockerham, asignan peso al nimero de individuos y al nimero
de localidades maestreadas, por ello los estimadores que se generan no tienen sesgo. El modelo parte de
la premisa de que un nimero r de poblaciones del mismo tamafio ha descendido en forma independiente de
una sola poblacion ancestral que estaba en equilibrio de Hardy-Weinberg y de ligamiento. 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 utilizd una prueba de chi-cuadrada:
X2=F2N(k-1), con k(k1)12 grados de libertad, donde N es el tamafio de la muestra y k el nimero de

alelas (Li y Horvitz 1953). Para el caso del parametro B se utilizd la prueba de chi-cuadrada:X?=2NFsr(k 1), con



(k-1)(s-1j grados de libertad, donde N es el tamafio de muestra, k el nimero de alelos y s el nimero de
subpoblaciones (Workman y Niswander 1970).

Para cada uno de los parametros (F, fy e), se calculd también el intervalo de confianza del 95%
utilizando el programa TFPGA (Miller 1997). TFPGA obtiene el error estandar de los estimados mediante un
"jacknife” sobre todos los loci, y al mismo tiempo obtiene el intervalo de confianza de los estimados (al 95%)
mediante la técnica de remuestreo denominada '13ootstrap’,

A partir del indice B se estimd Nm (que es un estimador indirecto del flujo génico), con la formula de
Crow y Aoki (1984), que toma en cuenta el niimero de subpoblaciones:

Nm=((1/ 0)-1)14a
donde: N es el tamafio de la poblacion, m es lafraccion deinmigrantesaN y a=(n/n-1) donde n es el
numerode subpoblaciones.

Los valores de Nm «1 producen una fuerte diferenciacion entre las subpoblaciones (ie. deriva
genética, actuando independientemente en cada subpoblacién; Slatkin 1994). Por otro lado, si Nm >1, las
subpoblaciones se comportan como una sola poblacion panmitica y el flujo génico restringe el efecto de la deriva génica
(Kimura y Maruyama 1971; Harti y Clark 1989; Slatkin 1994).

Utilizando el programa de Slatkin (1993) de aislamiento por distancia DIST, se realiz6 un analisis para

explorar si el flujo génico y la separacién geografica presentaban un patrén de aislamiento por distancia. Para

A
estimar esto, primero se realiza una estimacion indirecta de los niveles de flujo génico M para pares de
poblaciones (Slatkin 1993), calculado como:
A

M=(1/0-1/4, donde: 0 es la diferenciacion genética para pares de poblaciones.
A A

Después de calcular M, se hizo una regresion de los valores de M contra las distancias geograficas

entre las poblaciones. Para realizar este andlisis se calculan los logaritmos en base diez de las distancias
A

geogréficas (log10D) y la estimacion indirecta del flujo génico (log 10 M Si se cumple el patrén de aislamiento
por

distancia, la pendiente de la regresion tendria que ser de -1.0 para una distribucion lineal de las poblaciones y de -0.5

para el caso de dos dimensiones (Slatkin 1993).

A
Para determinar si la relacion entre flujo génico (M y distancia geogréafica (D) era estadisticamente

significativa, se obtuvo el coeficiente de determinacion r2 para regresion lineal y se realizé una prueba de Mantel



(Mantel 1967) mediante el programa TFPGA.. Esta prueba genera n (1000 a 10,000) matrices distintas de log

A
(M) al reorganizar aleatoriamente las filas (o columnas) de la matriz original. Después calcula el coeficiente de

A
Spearman (r) para cada uno de los pares de matrices de log (M) y log (distancia). El programa genera también

intervalos de confianza al 95% para evaluar la significancia de la correlacion (p) (Comes y Abbott 1998).
Distancias e identidades genéticas.

La identidad genética 1 se calculé con la formula de Nei (1978):

1=Jxyl(IxJy)¥2, donde: Jxy=2 pix*py, que es la probabilidad de escoger un par de alelos idénticos,
uno de la poblacion x y uno de la poblacién y. Jx=Zpi2y Jy= Epi?y, que son las probabilidades de escoger un
par idéntico dentro de cada poblacién (Hedrick 1985; Hartl y Clark 1989). La identidad genética 1 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=-Inl



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

Debido a que S.eruca se reproduce vegetativamente, se evalu¢ la diversidad cional dentro de cada
poblacion. Todos los individuos muestreados fueron analizados para obtener su genotipo multilocus. Se partio
de la suposicion de que cada genotipo multilocus detectado representaba a un clon. En términos estadisticos un
gran nimero de loci polimérficos analizados y un gran namero de alelos detectados aumentan el poder de

deteccion de genotipos Unicos. Para estimar la diversidad genotipica se utilizaron tres medidas:

Primeramente, se estimd el nimero de genotipos posible (Ng). Cuando los alelos son
codominantemente se calcula como (Cheliak y Pitej 1984):

L
Ng= II,{{1i(ni+1)}12, donde: Nq es el niimero de genotipos Unicos, ni es el nimero
E

de alelos detectados en el 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 propocion distinguible’ por Ellstrand y
Roose (1987). Esta medida tiene un estimador sencillo que consiste en GIN donde G es el nlimero de genotipos distintos
en una poblacién y N el nimero de individuos muestreados. Esta medida tiene rango de 0 a 1; un valor de 1
significa que todas las plantas muestreadas son de genotipo multilocus distinto y un valor cercano a D
implica que se detectaron muy pocos genotipos en la poblacion.

La Gltima medida de diversidad genotipica multiloci que se usé esta basada en el indice de Simpson
(D=1-Zpi2) pero corregida para tamafio de muestras pequefias (D=1-Z (n,{nj-1)IN(N 1) donde ni es el nimero
de individuos del genotipo i y N el nimero total de individuos (Pielou 1969). Si el valor es 1, indica que no

existe replicacion de genotipos y cercanos a 0 cuando existe dominancia de un genotipo.



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

La descripcion de la distribucion espacial de genotipos multilocus (genets) se realizd en la poblacion de
Salinas. En esta poblacidn, se seleccion6 un area donde se ubico un punto central. A partir de este punto,
se midieron las distancias y azimut entre ramets hacia los cuatro puntos cardinales. Esto se realizé con la ayuda de un
medidor de distancia y una brujula, con la finalidad de ir trazando un mapa con la distribucién espacial de los
ramets. Al conocer los genotipos multilocus de cada ramet muestreado se trazd la distribucion espacial de los

genets.

Diversidad Genética
Se analizaron los datos usando el enfoque de diversidad génica de Nei (1977). En este caso se calculd
la diversidad total (HT) asi como sus componentes de variacion dentro y entre poblaciones (Hs y Dsr). Se
calcul6 también Grs que es una medida de la diferenciacion entre poblaciones. Estos estadisticos se
calcularon utilizando el programa GDIS de Ritland (1989).
Biologia reproductiva

Con el fin de conocer el sistema reproductivo de S. eruca, se realizaron tratamientos de autopolinizacion y
polinizacion cruzada en mas de 30 individuos. En cada individuo se marcaron y aislaran (mediante bolsas de malla) botones
proximos a abrir. Ya abiertas las flores, se realizaron autopolinizaciones frotando el estigma con antenas de la misma flor.
El tratamiento de polinizacion cruzada se realizé frotando el estigma con anteras de al menos dos individuos lejanos (5 m).
También se marcaron botones no excluidos para tenerlos como control de polinizacion natural y comparar los resultados de
este tratamiento con los de polinizacion cruzada para saber si existe limitacién por polinizadores. Cada tratamiento
incluyé al menos 30 flores. Finalmente, durante la época de maduracion de frutos, se contaron el niimero de frutos
producidos de cada tratamiento, asi como el niimero de semillas por fruto.

Los visitantes florales se registraron mediante observaciones de 10 flores durante el periodo
que permanecen abiertas.



RESULTADOS
Variacién Genética dentro de poblaciones

De un total de 24 sistemas enzimaticos ensayados, solo 10 enzimas tuvieron buena resolucién (Tabla 7; en
Apéndice 2). Los 10 sistemas enzimatieos ensayados para S. eruta estan codificados por un minimo de 13
loci (Tabla 7; en Apéndice 2).

En S. eruta, 7 loci (53.85%) fueron polimdrficos en al menos una poblacion utilizando el criterio de 99%. Los loci
que fueron monomérficos en todas las poblaciones de S. eruta fueron LAP-1, MDH-1, EST-1, PGI-1, MNR-1
y APIO-1. El nimero total de alelos detectados en los loci analizados fue de 22 (en un rango de 1-3 por locus)
(Tabla 7, en Apéndice 2).

Por otro lado, las frecuencias alélicas obtenidas en S. eruca muestra 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-1-D el cual esta ausente
en las demas poblaciones (Tabla 7, en Apéndice 2).

El nimero de alelos por locus polirnorfico (A) tuvo un promedio de 1.48 (en un rango de 1.4 a 1.5 por
poblacién). La heterocigésis esperada (He) presenta un rango entre poblaciones de 0.135 a 0.200,con un
promedio de 0.158, en tanto que la Ho presento un rango de 0.026 a 0.055, con un promedio de 0.040 (Tabla 2).

El andlisis de heterogeneidad en las frecuencias alélicas por locus se presenta en la tabla 7 (ver
Apéndice 2). Los resultados obtenidos en S. eruta muestra diferencias significativas para 6 loci polimérficos
(X2=112.72; P=0.400) entre las poblaciones (Tabla 7, ver Apéndice 2). Para esta especie las frecuencias alélicas en el
locus ADH no fueron significativos (P=0.819), posiblemente debido a que 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
las frecuencias alélicas (Tabla 7, ver Apéndice 2).

Diversidad Clonal

Debido a que S. eruta se reproduce vegetativamente, se estimaron parametros de diversidad

genotipica con el objeto de describir y comparar la estructura clonal de las poblaciones de cada especie. En

cerca de 400 individuos de S eruca se detectaron 189 genotipos multiloci distintos (Gm) con un promedio de



28.6 por poblacion (Tabla 2). En contraste, el nimero de genotipos multilocus distintos (Ng) que son
tedricamente posibles fue de 8748 con un promedio para todas las poblaciones de 518 (Tabla 2).

La diversidad genotipica encontrada en las poblaciones de S. eruca, medida como GIN fluctlan de
0.42 a 0.68 con un promedio de 8.54 (Tabla 2). El promedio del parametro GIN 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 50%.

Las estimaciones de diversidad genotipica, medidas como D, varian de 0.78 a 4.98, con un promedio de 0.92
(Tabla 2). Los valores promedio obtenido por este estadistico nos sugieren que en esta especie, no existe

dominancia de un genotipo en particular, sino que la diversidad genotipica es repartida por mdltiples clones.

La distribucion espacial de genotipos multilocus (Fig.3) sugieren que algunos de los genets de S. eruta
presentan gran movimiento con lo cual pueden extenderse y colonizar grandes areas (i.e. el genotipo multilocus
Ay B).



Tabla 2.- Medidas de variacidn genética dentro de poblaciones de S, eruca. Porcentaje de loci polimorficos*
(%P), nimero de alelos promedio por locus polimérficos (A), heterocigésis observada (Ho), heterocigésis
esperada** (He), nimero posible de genotipos multilocus (Ng), nimero observado de genotipos multilocus (Gm),
tasa de descubrimiento de nuevos genotipos (GIN) y indice de diversidad (D). Entre paréntesis se dan los

errores estandar.

POBLACIO %P

A 46.2

B 46.2

C 46.2

D 46.2

E 46.2

F 46.2

G 46.2

H 46.2

PROMEDI 46.2

n locus es considerado polimorfico si se detectdé mas de un alelo **

15
(0.1)

1.4
(0.1)

15
(0.2)

15
(0.)

15
(0.1)

15
(0.1)

15
(0.2)

1.4
(0.)

1.48

Estimado (ver Nei 1978)

Ho
0.053
(0.021)

0.026
(0.013)

0.029
(0.016)

0.040
(0.014)

0.034
(0.012)

0.034
(0.011)

0.055
(0.018)

0.039
(0.018)

0,040

He
0.159
(0.053)

0.136
(0.054)

0.135
(0,059)
0.200

(0.063)

0.165
(0.053)

0.170
(0.057)

0.154
(0.050)

0.144
(0.056)

0.154

Ng

243

729

729

729

243

243

729

1458

518

Gm

25

22

21

34

28

32

48

20

28,6

GIN

0.48

0.44

0.42

0.68

0.57

0.64

0.48

0.57

0.54

D
0.94

0.93

0.90

0.98

0.95

0.95

0.78

0,94

0.92
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Fig. 3: Distribucion espacial de genotipos multilocus {indicados con letra) de S.eruca en la poblacion de Salinas.

Cada linea representa un eje cardinal (N, E, Sy %

Indice de Fijacion (F)

Los valores de los indices de fijacion F por locus y para cada poblacion de S. eruca se muestran en la
tabla 3. Para esta especie, se encontr que de 46 de estos indices, 45 son positivos, y solo uno de estos indices resultd
estadisticamente igual a cero (ADH-1 en la poblacién A). El Gnico indice negativo resulté igual acero (PGM-1
en poblacion C). Por otra parte, los valores promedio por poblacion fueron positivos y significativamente diferentes de
cero en todos los casos, indicando que las poblaciones estan fuera del equilibrio de HardyWeinberg.



Tabla 3.- Indices de fgacién éF) por locus polimérfico, en las poblaciones de S, enlca.
Locus A D E F G H

SOD-1 1000 1000% - e oo — 1.000°
GGPDH 0435' 0848" 0671 0.724" o77g+ 0.802% 0.545" 0.745
PGM 0769 - -00005s0.871" ‘0851 0819 062" 050"

PGM-2 0 852" 0 864" 0.844* 0.605" 0.734" 0.634* 0.610" -—- -
ADH1 0257- + + 0.781' 0.644" 0.883" 0.601" +

MNR2 0 675" 0790 0826" 0.919" 0795" 0785 0 631'0.755*
APH-2  0790" 0 745" 0636 0.826" 0.772" 0.790* 0.803" 0.701"
PROM 0 630" 0849* 0.636 0.788" 0.763" 0.786* 0.635" 0.770"

Las poblaciones que fueron monomorficas para un locus particular son indicadas con
guiones. Chi-cuadrada *=P<0.05, "'P<0J01 y ns: X0.05 +Sin resolucion en la
poblacién
Estadisticos F de Weir y Cockerham y Flujo génico
Los valores de los estadisticos f y F obtenidos en S. eruta fueron significativamente diferentes de cero,
indicando un alto nivel de endogamia dentro de las poblaciones (Tabla 4). El valor promedio de fy F es

de 0.739y0.757, respectivamente, con un rango de 0.634 a 1 para fy de 0.630 a 1 para F (Tabla 4).

Los valores de O varian de -0.011 a 0.149 con un promedio de 0.069, siendo significativamente
distintos de cero solo para los loci SOD-1, G6PDH, PGM-1 y MNR-2. Los valores promedio de B indican que

aproximadamente 7% de la variacion se debe a diferencias entre poblaciones.



Tabla 4.- Estadisticos F de Weir y Cockerham para las poblaciones de S. eruta. t y F son medidas de la
desviacion de las proporciones de Hardy-Weinberg dentro de las poblaciones y en la poblacion total,
respectivamente. B es una medida de la diferenciacion genética entre poblaciones y (Nm) es una medida del
la desviacion esténdar.

LOCUS f F 0 Nm
SOD-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* 1.33
PGM-2 0.708* 0.712* 0.013n 14.43
ADH-1 0.634* 0.630* 0.003n' 63.67
MNR-2 0.790* 0.808* 0.087* 2.01
ACPH-2 0.779* 0.787* 0.035& 5.26
PROMEDIO 0.739 0.757 0069 1346
SD (0.028) (0.027) (0.025)
IC (0.665-0.798) (0.672-0.814) (0.0005-0.139)

Chi-cuadrada *;(P<0.001), ns:(P>0.001). El intervalo de confianza (IC) se calculo mediante Bootstrap entre oci a
95%.

Los valores de Nm para todos los loci de S, eruta son mayores a 1y el valor promedio de Nm fue
13.46 (Tabla 4). Aislamiento
por distancia

A
La relacién del flujo génico entre pares de poblaciones (M) oy las distancias geograficas en S.eruca no

mostré un patrén de aislamiento por distancia (m=0.123, r2=0.007). La prueba de Mantel realizada en S. eruta
(P=0.354 y P=0.647, r=0.074) sugiere que para esta especie, no existe aislamiento por distancia. Las graficas
correspondientes a estos andlisis no se presentan debido a que no son significativas.



Identidades y Distancias genéticas de Nei
Los valores de las identidades genéticas (o entre poblaciones tienen rangos de 0.97 a 1.00 para pares de

poblaciones de S, eruca (con un promedio de 0.98). Por otra parte, el promedio de las distancias (D) de

todas las poblaciones en S. eruca es de 0.02 con rangos de 0.0001 a 0.03.
El fenograma de UPGMA de S, eruca muestra la existencia de tres grupos de poblaciones, en los que
se puede observar una asociacion geogréafica. Un primer grupo formado por San. Carlos A, San. Carlos B,
Salinas y Cayuco. El segundo grupo formado por Sto. Domingo, Bocana, y A. L. Mateos. Finalmente, el tercer
grupo que esta formado por sélo una poblacién: Poza Grande. Después de 10,000 permutaciones los valores de
proporcion de replicas apoyando cada nodo fue entre 0.22 hasta 1, observandose algunas ramas robustas (Fig.

Distancia genetica de Nei (1978

i t i
2.D40 a.02a 0.000
En CARLOSA
. 663|
0.273 tn CRPLOSB
0.233 SALINAS
[TAYIIENY
0.602
ETO DOMINGCO
0.2721
1.0040 Y BOCANA

0.298

A.L.MATEODS

POZA GRANDD

Fig. 4 .- Fenograma de las poblaciones de S. eruca, construido con los datos de distancias genéticas en

UPGMA. El porcentaje de los Bootstrap de los nodas a las 10,111 replicas son indicadas arriba de cada
rama.



Biologia reproductiva
Los resultados de la eficiencia reproductiva (Fruit set) en los tratamientos con flores se muestran en la

figura S. Se encontré que S. errata es una especie autoincompatible debido a que los tratamientos de
autopolinizacion no produjeron fruto. Asimismo, al comparar los resultados de los tratamientos de polinizacion
natural y cruzada, se observé que para S. eruta existe una gran deficiencia de polinizadores. Esto debido a que
sblo 7% de las 72 flores marcadas tuvieron éxito en el tratamiento de polinizacién natural contra un 46.7% del
tratamiento de polinizacién cruzada.

Al realizar la estimacion del namero de semillas por fruto también se encontraron ligeras diferencias
entre tratamientos. EI nimero de semillas promedio en el tratamiento de polinizacion natural fue de 336.65 (+
187.59, n=20), mientras que en el de polinizacion cruzada fue de 417.21 (X10.24, n=14).

La curva de apertura y cierre de las flores de esta especie se muestra en la figura 6. La apertura de

flores inicia a las 6:00 de la tarde, antes del ocaso y cierra a las 6:30 de la mafiana al salir el sol.

Los visitantes florales que se detectaron fueron solo una especie nativa de abeja que visita las flores
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Tratamientos

-ig.- 5.- Estimacion de la eficiencia reproductiva en los tratamientos de biologia reproductiva: polinizacion naturat
PN}, polinizacién cruzada (PC), autopolinizacién manuat (AA) en S. eruca.
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Fig. 6.- Curva de apertura y cierre de las flores de S. eruca.

Discusion
Comparacién de la variacién genética de S. eruca con otras especies

S. eruca muestra valores ligeramente menores en cuanto a porcentaje de loci polimérficos (%P),
ndmero promedio de alelos/locus polimérficos (A) y diferenciacion genética entre poblaciones 0 (Gsr), al
compararla con otras especies de cactaceas columnares (Tabla 5). Es también notable que los valores de f, son
méas altos que el de otras cactaceas. Los valores de heterocigosis esperada (He) estan dentro del rango
obtenidos para las otras cactaceas, pero los valores de heterocigdsis observada (Ho) son muy inferiores (0.040)

a los encontrados para estas especies (Tabla 5).



Tabla 5. - Niveles de variacion genética dentro y entre poblaciones de varias cactaceas columnares.
Porcentaje de loci polimérficos (%P), nimero promedio de alelosllocus polimorfico (A), heterocigosis observada
(Ho), heterocigdsis esperada (He), endogamia local (1) y diferenciacion genética entre poblaciones 0 (Gsr).

Variacion genética dentro de Distribucion de la variacion
Poblaciones genética entre poblaciones
Especie %P A Ho He f 0 (Gsr)
Carnegiea gigantea* 53.7 220 0.110 0.116 0.057 0.075
Lophocereus schottff* 495 233 0142 0.144 -0.003 0.242
Pachycereus pringlei* 621 250 a 0.200 a 0.076
Pereskia guamacho* 63.4 242 0169  0.202 0.196 0.112
Stenocereus griceus* 57.1 2.36  0.139 0.167 0.202 0.096
Stenocereus thurberi* 62.4 236 0.157 0,169 0.036 0.128
Stenocereus gummosus 750 218 0.103 0.261 0.608 0.102
Stenocereus eruca 46.2 1.98 0.040 0.154 0.739 0.069

a P. Pringlei es autotetraploide.
* Datos tomados de Hamrick et al.

Al comparar los valores obtenidos en S, eruca con el de plantas con caracteristicas de historia de vida y
ecoldgicas semejantes se observa que el valor obtenido en el porcentaje de loci polimdrficos (%P) y niumero de
alelos por locus (A) es semejante al reportado para especies endémicas (Hamrick et al. 1992). En cambio, los
valores obtenidos de 0 (Gsr) en S. eruca son inferiores al de especies endémicas o de distribucion 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 al obtenido en especies con distribucién restringida (0.165) (Tabla 6). Por otro lado,
Frankham (1995) menciona que las especies de plantas amenazadas presentan en general bajos niveles de
variacion genética. Lo expuesto por Frankham (1995) no concuerda con lo observado en S. eruca dado que en
esta especie se obervaron valores considerables de variacion genética, superiores a los de otras especies
amenzadas tales como Brighamia insignis (Gemmill et al. 1998) y Ptilimnium nodosum (Kress et al. 1994).



Tabla 6.- Comparacion de los niveles promedio de variacién genética de Stenocereus gummosus y Stenocereus
eruta con otras plantas con caracteristicas de historia de vida y ecoldgicas semejantes. Porcentaje de loci
polimérficos (%P), nimero promedio de alelosllocus polimorfico (A), heterocigdsis esperada (He) y
diferenciacion genética entre poblaciones 0 (Gsr).

Variacion genética Distribucion de la variacion

entro de Poblaciones entre poblaciones

Especie %P A He 9 (Gsr)
Lefiosas de larga vida* 65.0 2.22 0.177 0.228
Endémicas* 42.5 1.82 0.078 0.141
Distribucion restringida* 61.5 2.08 0.165 0.124
Distribucion amplia* 67.8 211 0.257 0.033
Autopolinizan* 11.0 1.15 0.025

Entrecruzan (polinizacion animal)* 63.2 2.18 0.211 0.099
Dispersadas (por ingestion)* 67.8 2.18 0.231 0,051
Reproduccion asexuallsexual* 72.7 2.12 0.251 0.051
Stenocereus gummosus 75.0 2.18 0.261 0.102
Stenocereus eruta 46.2 1.96 0.154 0.069

*Datos tomados de Hamrick et al. 1992. - valor saltante o sin calcular

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. la
proporcion de loci heterdcigos por individuo, proporcion de lati polimérfcos, y alelas por locus polimérfcos).
Estos investigadores sugieren que las especies con amplia distribucion pueden tener una larga historia de
poblaciones contindas, mientras que las endémicas pueden consistir de poblaciones mas pequefias y
ecoldgicamente limitadas por lo que pueden ser susceptibles a pérdida de variacién 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 en este estudio con S. eruta comparados con S. gummosus, especies cercanas
flogenéticamente y con distribuciones oontrastantes indican que existe una relacion clara entre la distribucidn
geografica de una especie y su variacion genética. Los niveles de variacion genética encontrados en S. eruta,
especie endémica restringida, son inferiores en todos los aspectos (%P, A, Ho y He) a los encontrados en S.

gummosus, una especie de mas amplia distribucion. Este resultado concuerda con lo encontrado por Van



Treuren et al. (1991) y Karron et al. 1988). Sin embargo, no debe generalizarse este resultado debido a que en
diversos estudios la distribucion geografica no ha resultado ser un buen predictor de la variacién genética como
lo es el caso de especies de Podaechmea (Izquierdo 1995).

Los niveles moderados de variacion genética presentes en las poblaciones de S, eruta, podrian
deberse al sistema reproductivo predominantemente de entrecruzamiento y a la dispersion de semillas muy
probablemente llevada a cabo por aves, lo que implicarla alto flujo génico y mayor intercambio genético
importante en la determinacion de la estructura genética.

Frecuencias alélicas de S. eruta

La tabla de frecuencias de los diferentes loci (tabla 7, Apéndice 2) muestran variabilidad genética para 6 loci
(SOD-1, G6PDH, PGM-1, PGM-2, ADH-1, MNR-2 Y APH-2). Se encontro, que las frecuencias alélicas de estos
loci difieren significativamente (X2=112.7, P>D.05) entre poblaciones (con excepcion de ADH-1) (Tabla 7,
Apéndice 2). Los alelos que carecen de actividad, son generalmente referidos como "alelos nulos'. Se ha
propuesto que la presencia de estos alelas en poblaciones naturales es debido a que los variantes nulos
permanecen protegidos, dado a que su presencia esta enmascarada en la condicién heterdciga (Weeden y
Wendel 1989). En S. eruta, desconocemos las causas de la presencia de alelos nulos en 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 electrofores+s, debido a que cuando se corrieron
muestras de otras poblaciones que recibieron el mismo protocolo de extraccion junto a muestras de estas
poblaciones, solo los extractos de estas mostraron actividad "nula”".

La presencia de alelos raros (tabla 7, Apéndice 2) en las poblaciones de Poza Grande, Cayuco, Santo
Domingo y de Salinas, podria deberse a un efecto de fundador ocurrido durante la colonizacion de estas
poblaciones o debidos a deriva génica posterior a la colonizacion.

Diferenciacion genética y flujo génico

Las distancias e identidades genéticas de las poblaciones de S. eruta y el fenograma construidos con

UPGMA (Fig. y,) muestran que estas estdn muy cercanas entre si. Los valores encontrados para S. eruta no

estan muy alejados de los reportados en la literatura para distancias genéticas entre poblaciones de la misma



especie; por ejemplo al encontrado por Linhart et al. (1981) de 0.015, entre poblaciones de en Pinus ponderosay al de
Eguiarte (1990) de 0.024 en adultos de Asirocaryum ntexicanum.

Para S. eruta, no existe un patrén de aislamiento por distancia entre pares de poblaciones, tal como se
observa en los fenogramas construidos. Cuando en las poblaciones se presenta aislamiento por distancia, el
flujo génico disminuye al aumentar la distancia fisica que separa las poblaciones (Slatkin 1993). Para S, eruta, el coeficiente

A
de determinacion (r?) muestra que la distancia solo explica 0.7 % en M Esta ausencia de aislamiento
encontrada entre las poblaciones sugiere que las poblaciones estan fuera del equilibrio entre deriva génica y
migracion (Slatkin 1993), debido a que existe un constante flujo génico entre las poblaciones, que impide que
haya una gran diferenciacion genética entre ellas, y/o que el tiempo transcurrido ha sido insuficiente para alcanzar
el equilibrio. Sugiere ademas, que la fragmentacion a la que estan sometidas las poblaciones de S. eruta no
ha afectado el intercambio genético,

Sin embargo, los resultados obtenidos en S. eruta sugieren que la deriva génica no juega un papel
muy importante en la diferenciacion genética entre poblaciones debido a que en las frecuencias alélicas de los
loci polimorfcos, no se observo fijacion o pérdida de ningln alelo, caracteristica distintiva de la deriva.

Los valores de diferenciacion genética B entre poblaciones en S. eruta tiene un valor (0.069)
significativamente distinto de cero (Tabla 4 ). Esto indica que aproximadamente un 7% de la diferenciacion
genética, es debida a diferencias entre poblaciones; este valor es similar al obtenido en especies endémicas y
dispersadas por animales (Harnrick et al. 1992; Tabla 6). Esta ausencia de aislamiento entre poblaciones
concuerda con el valor de Nm promedio, que es de 13.46 que al ser mayor que 1, podria estar contrarestando la
diferenciacion (Wright en Harti y Clark 1989). Cabe destacar que este resultado, es considerando al loci ADH-1,
dei cual no se obtuvieron frecuencias genotipicas en tres poblaciones, por la razon discutida anteriormente. Por
el contrario, el valor de Nm promedio, sin incluir al loci ADH-1 es de 4.36, lo cual es alto. Esta ausencia de
aislamiento por distancia encontrada en S eruca, sugiere que sus poblaciones estan fuera del equilibrio entre
deriva génica y migracion (Slatkin 1993). Lo anterior podria deberse a que el flujo génico entre poblaciones es

grande; a que las poblaciones fueron fundadas recientemente y la deriva génica y/o seleccion natural han tenido



poco o0 ningun efecto en ellas o a eventos historicos (i.e. expaciones recientes en su rango de distribucion), lo
cual no ha permitido la diferenciacion, Indice de Fijacién F y Estadisticos F de Wriht de S. eruca

En plantas la endogamia cominmente ocurre por diversas causas: i) por autopolinizacion, ii) a través de cruzas
entre parientes (Ellstramd y Elam 1993) y iii) seleccion a favor de homécigos o subdominancia (Futuyma 1998).
La autopolinizacion puede ser prevenida en las plantas por sistemas de autoincompatibilidad o por
diocismo. Por otro lado, la endogamia biparental puede generase en las poblaciones, cuando esta presenta
tamarfios efectivos de poblacion pequefios (Ne) o exhiben una estructura genética espacial (subdivision). Esta
estructura puede ser desarrollada en las poblaciones cuando la dispersién de genes via polen o semillas son
espacialmente restringidas (Ellstrand y Elam 1993).

Los resultados de los indices de fijacion (F) encontrados en todos los loci indican que las poblaciones
estan fuera del equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabla 3). De igual forma, los estadisticos fy F de Weir y
Cockerham (Tabla 4) encontrados en las poblaciones de S. eruca sugieren un exceso de homécigos por
endogamia al nivel de subpoblacion y al nivel de poblacion total.

Por otra parte, se observé que los valores de f son para todos los loci mayores a los valores de O,, esto
podria sugerir que el sistema de apareamiento esta jugando un papel determinante en la estructura genética de
S. eruca. Esta especie presenta un sistema de autoincompatibilidad por lo que la autopolinizacién puede ser
descartada (R. Clark obs. pers.). Basandose en este precedente, se piensa que el déficit de heterécigos en las
poblaciones de esta especie es debido al apareamiento entre parientes 0 vecinos genéticamente muy parecidos. Se ha
reportado en especies que muestran una baja dispersion de semillas (e.g. por gravedad, Foster y Sork 1997)
altos niveles de endogamia a causa de que individuos emparentados quedan muy cerca unos de otros. Este
aparentemente no es el caso de S. eruca, pues aparentemente es dispersada por aves o mamiferos (i.e.
Canis latrans, R. Clark obs, pers.) que tienen gran capacidad de desplazamiento. Otra posible causa de
endogamia biparental pudiera ser la dispersion limitada de polen, ya que esta especie es polinizada por abejas y
posiblemente esfingidos (R. Clark obs, pers.) por lo que la dispersion de polen a grandes distancias seria poco
probable.



Genética de la Conservacién para las poblaciones de S. eruca.
S, eruta, es una especie considerada como endémica extrema segln los criterios planteados por

Rabinowitz (1980) debido a que es una especie que presenta una distribucion geografica pequefia y es
restringida a habitats especificos. Drury (1980) menciona que este tipo de especies son potencialmente mas
vulnerable en el contexto de la biologia de la conservacion. Sin embargo, la informacién obtenida en este trabajo, nos
sugiere que las poblaciones de S. eruta no se encuentran genéticamente en riesgo de extincién, debido a que
los valores de variabilidad genética encontrados en S. eruta son relativamente altos comparados a los
reportados para otras especies endémicas (ver Pleasants y Wendel 1989; Sipes y Wolf 1997).

Por otra parte, el flujo génico entre las poblaciones de S. eruta es alto, por lo que se podria considerar
a estas poblaciones, como una metapoblacion, segun el concepto propuesto por Levins (1970), para hacer
referencia a un conjunto de poblaciones conectadas por migracion.

Considerando que no existe una poblacion donde la variacion genética sea mayor, la estrategia mas
viable de conservacion de la diversidad genética de esta especie es la proteccion de una buena parte de las
reas donde esta se desarrolla. Esto podria lograrse con la creacion de una 0 mas reservas naturales, las cuales
permitirian que la especie continle evolucionando en su habitat natural. De acuerdo con nuestro conocimiento
de las poblaciones visitadas, el sitio mas viable para la conservacion a largo plazo de esta especie podria ser la
poblacion de Salinas, debido a la dificultad de acceso a esta poblacion, al enorme tamafio de la poblacion y a
que ésta no presenta disturbios humanos. Asimismo, se podria implementar un programa de conservacion in-situ a escala
metapoblacional con el fin de preservar a la mayor parte de las poblaciones que se encuentran cerca de centros
poblacionales y areas de cultivo. Esta estrategia tendria que implementarse en el corto plazo pues
detectamos peligros inminentes en varias poblaciones de las planicies de Magdalena.

Sin embargo, en caso de que no sea posible una estrategia de conservacion in situ de todas las
poblaciones en peligro inminente, se deberla de optar por un enfoque ex situ. Detectamos poblaciones que
crecen en areas rodeadas por zonas agricolas, ganaderas y urbanas, donde probablemente el nimero de
individuos esté disminuyendo progresivamente. La via mas adecuada para la conservacion ex-situ pudiera ser
mediante la colecta de semillas y tallos para su preservacion y su eventual reintroduccion via plantas generadas a partir

de semillas o cultivo de tejidos en programas de restauracion una vez que se pudiera lograr una



proteccion permanente a las poblaciones. La técnica de cultivo de tejidos se ha aplicado eficientemente en la
propagacion de especies en peligro de extincion utilizando diferentes explantes (fragmentos de tejido u 6rgano
de una planta, Martinez, 1998).

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 y/o ecoldgicos, que nos permitan contar con evidencia mas sélida para implementar
programas de conservacion a largo plazo en esta especie.

Estructura clonal de S. eruca

La reproduccion asexual involucra a todos aquellos 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 su madre (Harper y White 1974). La reproduccion sexual, por otro
lado permite la creacion de nuevas recombinaciones alélicas (Richards 1986; Mclellan et al. 1997).

Debido a que las especies clonales presentan reproduccion tanto sexual como vegetativa, la
adecuacion del genet es determinada por ambas caracteristicas, que se encuentran asociadas con la produccion
de semillas y la reiteracion a propagarse vegetativamente (Cheplick 1995). Es probable que ambas estrategias
representen alternativas dentro de la historia de vida de una planta y que exista un balance dptimo entre
individuos sexuales y asexuales (Mclellan et al. 1997). Sin embargo, el reclutamiento de nuevos genets a través
del establecimiento de plantulas, es un evento raro en la mayoria de las poblaciones de plantas clonales
(Sarukhan y Gadgil 1974; Callaghan 1984).

Un patrén similar ha sido reportado por Gibson (1989) y Tumor et al. (1995) para S, eruca. Ellos
sugieren que esta especie presenta una reproduccion predominantemente vegetativa, debido a que no se
observan en el campo individuos juveniles o reclutamientos via sexual. Diversos estudios (j.e. Izquierdo 1995;
Ellstrand y Roose 1987; Hernandez 1999) han evaluado la importancia relativa del reclutamiento por la via
sexual y de la propagacion vegetativa en especies clonales. Esto se ha logrado, estimando la diversidad
genotipica de esas especies, a través de diversos indices de diversidad (i.e. GIN y D). Los valores de diversidad
encontrados por ellos, son similares a los obtenidos en S. eruta (Tabla 2). En promedio, se detectaron 28.6

genotipos multilocus tnicos (Gm) en S. eruta (Tabla 2), este resultado sugiere que la recombinacion sexual es



relativamente frecuente. Esto se puede observar en los valores de la tasa de descubrimiento genotipica (GIN)
promedio de S. eruca, que es de 0.54. Esto significa, que existe una probabilidad del 54% de detectar genotipos
diferentes en S. eruca. Lo anterior podria interpretarse como evidencia de que existe un 50% de
individuos originados por recombinacion sexual contra un 50% reclutados vegetativamente en esta especie.

Por otra parte, los valores de diversidad (D) en esta especie son cercanos a 1, esto sugiere una
ausencia de replicacion de genotipos, es decir, que existe la presencia de muchos clones, pero con genotipos
multilocus distintos. Este resultado es similar al encontrado en otras especies con crecimiento clonal (Tabla S).

Los resultados obtenidos en S. eruca, no apoyan las observaciones hechas por Gibson (1989) y Turner
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 ocurren eventos de reclutamiento
via sexual.

En la tabla 8 se pueden apreciar los estimadores de la diversidad genotipica y diferentes estimadores
de diversidad genética en algunas plantas clonales. Se puede observar, que los valores obtenidos para la
especie de estudio estan dentro del rango de los valores de diversidad genotipica reportados para otras especies
clonales (Tablas). S. eruca presenta valores moderados de diversidad genotipica y ligeramente mayores al de
otras 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 S.).



Tabla 8.- Diversidad genotipica y genética de especies clonales. Porcentaje de loci polimérficos (%P), niamero
de alelos por locus (A), diversidad genética (HT), proporcidn de diversidad genética entre poblaciones 0 (GST),
ndmero de poblacioneslindividuos muestreados (PobsIN), genotipos multilocus encontrados (G), tasa de

descubrimiento de nuevos genotipos (GIN) y diversidad genotipica (D).

%P
Lophocereus schottii 1 44.4
Quercus laevis b 64
Q. margaretta b 73
Erythronium albidum * 38
E. propullans * 24
Spartina patens * 48
Populus tremuloides* 92
Alnus incata * 40
Typha-4 spp. * 0
Aechmea tuitensisc 38.3
Stenocereus gummosus 73.5
Stenocereus eruca 46.2

Diversidad genética
dentro de especies

A
1.55
2.36
2.60
3.0
1.8

2.3
3.0

2.60
1.93
1.48

Hr

0.33

0.42
0.18
0.43
0.42
0.57
0

0.30
0.20

entre especies
$ (Gsr)

0.13

0.032

0.01
0.33
0.12

0.07

0.196
0.121

0,068

Diversidad genotipica
dentro de poblaciones

Pobsl
81336
1/3402
11240
71770
7193
4134
71222
4/409

11109
12/600
8/400

- Valores faltantes o sin calcular, * datos tomados de Pleasants y Wendel 1989.

avalores tomados de Parker y Hamrick 1992; b de Berg y Hamrick 1994; c Izquierdo 1995.

G
87
842
84
63
21
101
222
5
1
33
382
189

GIN
0.43
0.23
0.35
0.90
0.23
0.29
1.00
0.01

0.30
0.72
0.54

0.87
0.99
0.98
0.96
0.66
0.93
1.00
0.69

0.88
0,98
0,92

En general, se puede observar que S. eruca, al igual que otras plantas clonales presentan niveles

considerables de diversidad genética (tabla 8). Diversos estudios han encontrado que los niveles de diversidad

genética en especies clonales son similares a lo encontrados en especies que se reproducen sexualmente

(Ellstrand y Roose 1987; Hamrick y Godt 1989). Sin embargo, el origen de estos niveles de variacion genética en muchas

plantas clonales no esta del todo claro. Existen diversas hip6tesis al respecto, entre ellas estan: un

reclutamiento simultaneo dado por eventos tanto sexuales y asexuales, seleccidn, inmigracion, mutacion y

heterogeneidad ambiental, lo que permite que las especies clonales mantengan niveles altos de diversidad

genética (Ellstrand y Roose 1987).

La especie bajo estudio presenta aparentemente ambas alternativas de reproduccion (sexuallasexual)

tal como se menciono anteriormente. Ademas, la especie muestra niveles considerables de flujo génico (Tabla

y) lo cual probablemente ha permitido que esta especie mantengan niveles considerables de variacion genética



similares al de especies con reproduccion sexual (0.261) y predominantemente de entrecruzamiento
(0.251)(Loveless y 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 través de
mecanismos sexuales y asexuales. Sin embargo, las evidencias de mutaciones somaticas en especies clonales
silvestres son escasas Y la frecuencia con que ocurren parece ser bastante baja (Antolin y Strobeck 1985;
Klekowski 1997).

Biologia reproductiva

El estudio de biologia reproductiva en S. eruca sugiere que esta especie es autoincompatible, por lo que esta via es
descartada como posible responsable de los altos niveles de endogamia de la especie. Por tal motivo es necesario
evaluar con mayor detalle el entrecruzamiento entre parientes como otra alternativa de los altos valores de
endogamia de la especie.

La deficiencia de polinizadores que se encontr6 para esta especie, puede ser producto de que las
abejas son deficientes como polinizadores de flores que evidentemente presentan el sindrome de polinizacion
por esfingidos. Es probable que al recorrer cortas distancias (menores a 10 metros), las abejas pueden estar
polinizando al mismo genet (ver Fig. 3j, que al ser autoincompatible trae como consecuencia la aborcion de las
flores visitadas. Otra posible explicacion a la escasa presencia de polinizadores, en especial de esfingidos son
las condiciones climaticas (noches frias) que imperan durante la época de floracién, que impiden que estos
insectos entren en actividad durante ese periodo.



CONCLUSIONES

Los valores de variacién genética encontrados en este estudio en S. eruca son similares a los de

especies con distribucion restringida y endémicas.

Los indices de Fijacion (F) y estadisticos de Weir y Cockerham fy F sugieren que las poblaciones de
esta especie estan fuera del equilibrio de Hardy-Weinberg, lo cual pudiera ser generado por cruza entre

parientes.
Se encontrd que no existe un patron de aislamiento por distancia, lo que sugiere que las poblaciones

estan fuera del equilibrio entre deriva génica y migracion, debido a que existe un constante flujo génico
entre poblaciones distantes.
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 esta especie ocurre tanto reproduccion
sexual como vegetativa.

Se encontrd que la especie es autoincompafible, ademas de que existe una gran limitacion por

polinizadores.

Recomendaciones

Se recomienda realizar estudios de indole demografico y ecoldgicos con la finalidad de contar con
evidencia méas sélida que permitan implementar programas de conservacion a largo plazo en esta
especie.

Evaluar con mayor detalle la biologia reproductiva y ecologia de la polinizacién, con la finalidad de
entender las causas de los altos niveles de endogamia encontrados en la especie. También se
recomienda estudiar las causas reales por la cual los supuestos polinizadores de esta especie

(esfingidos) no se detecten durante la etapa reproductiva.



Dado los niveles de perturbacion antropogénica que presentan las poblaciones de S. eruca, y dada su
relevancia biologica por ser la unica cacticea columnar rastrera de Norteamérica seria pertinente

declarar un &rea (i.e. Salinas) como zona natural protegida.
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APENDICE 1

Buffer de extraccion de Mitton et al. (1979)

Para preparar 100 mi- de buffer es necesario pesar 0.093 g de dioxido de Germanio y disolverlo en 65 mi- de
agua destilada, hervirlo hasta que se disuelva y dejar que este se enfrie a temperatura ambiente.
Posteriormente agregar

03¢ acido dietildiocarbamico
444 polivinilpirrilidone

444 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

8.8ml sulféxido de dimetil

0.8 mi 1-fenoxietanol

0.18 ml B-Mercaptoetanol

Todo se afora a 100 ml.
*Para preparar 100ml de buffer fosfato pH 7.0 se pesan 2.272 9 de fosfato dibasico y se afora a 100 mL.

Recetas utilizadas para preparar los sistemas de buffer:
Sistema 6 (Soltis & Soltis 1989). Correr a 280volts y 60 mA.
Litio-Borato, pH 8.31 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 Borico (1.179)
0.004 M LiOH(0.16 g)
0.047 M Tris (5.69 g)
0.007 M Acido citrico (1.47); la otra forma de prepararlo es:
Este buffer es preparado utilizando 1 volumen de buffer de electrodo y 9 volumenes de Tris-Citrato, pH 8.3
(0.052 M Tris- 0.008 M Acido citrico).



Sistema PP (Mitton et 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 hérico. GEI
0.015 M Trizma Base (1.8 g)

0.295 M Acido Citrico (monote.) (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 volts y 60 mA. L-Histidina-
Acido citrico pH 6.51L-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 ajustarlo con acido citric)

GEL

0.0108 M L-Histidina;

0.0012 M Acido citrioo.H20

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

Recetas de tincion de las isoenzimas montadas
Acida Fosfatasa (APH; E.C.3.1.3.2) 100 ml

0.05mM Acetato de sodio, pH 5.0 75 mg alpha-
naphthyl acido fosfato, sodium salt 80 mg Fast
garnet GBC salt

Incubar en la oscuridad a 37°C (cerca de 1 hora) y fijar.
Alcohol dehidrogenasa (ADH; E.C.1.1.1.1) 50 ml 50mM
Tris-HCL, pH 8.0

20 mg NAD

1 ml Etano! (95%)

10 mg MTT

2mgPMS

Incubar en la oscuridad a 37°C (cerca de 1 hora) y fijar.
Diaforasa (DIA; E.C.1.6.4.3)



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

13 mg s-NADH
0.5mIMTT

Incubar en la oscuridad a 37°C (cerca de 1 hora) y fijar.
Esterasa (EST; E.C.3.1.1)
50 ml 100mM Na-fosfato, pH 6.0
35 mg ALPHA-Napthyl acetato 35
mg A-Napthyl acetato 50 mg Fast
Garnet GBC
Afiadir a los sustratos 1 ml de acetona. Incubar a 37°C (cerca de 30 min.) y
fijar.
GJIucosa-G-fosfato dehidrogenasa (G6PDH; E.C.1.1.1.49)
50 ml 50mM Tris-HCL, pH 8.0
5 mg NADA
50 mg MgCl2
80 mg Glucosa-6-fosfato, Na2-salt
10 mg MTT
2mgPMS
Incubar en la oscuridad a 37°C (cerca de 40 min.) y fijar.
Leucina aminopeptidasa (LAP; E.C.3.4.11.1)
Pesar:
60 mg Fast Black K salt
disolverlo bien en 5 ml de agua destilada justo antes de tefiir.
Afiadir:
50 ml 0.2 M Tris-maleato pH 5.2
3 ml L-leucina b-naftilamida-HCL 2.5%
Incubar en la oscuridad a 37°C por 30 minutos.
Malato dehidrogenasa (MDH; E.C.1.1.1.37)
50 ml 50mM Tris-HCL, pH 8.5
10 mg NAD
150 mg &cido malico
10 mg MTT 2 mg
PMS

Incubar en la oscuridad a 37°C por 30 minutos.



APENDICE 2

Tabla 7.- Frecuencias aplicas para las poblaciones de S. eruca (N) tamafio de la poblacién (ver tabla 2

para identificar a las poblaciones). RxC es el resultado de la prueba de Fisher. Ver Tabla 2

para la idenfifcacion de oblaciones.

Locus
SOD-1
A
B

C
MDH-1
A
LAP-1
A
EST-1
C
PGI-1
A
MNR-1
A
APH-1

A
G6PDH
A

R
PGM-1
A

R
PGM-2
A

R
ADH-1
A

R
MNR-2
A
B
N
APH-2
A

GDH-1
DIA-1

A

1.000

0.000
n NN

1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000

0.115
0.685

0.788
0,212

0.846
0.154

0.808
0.192

0.365
0.635
0.000

0.288
0.712

B

0.940

0.060
nnnn

1.000
1.000

1.000
1.000
1.000
1,000

0.730
0.270

1.000
0.000

0.820
0.180

0.610
0.390
0.000

0.380
0.620

C

0.980
0.000

nnon
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000

0.240
0.760

0.990
0.010

0.750
0.250

0.360
0.640
0.000

0.450
0.550

D

1.000

0.000
n NN

1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000

0.320
0.680

0.630
0.370

0.770
0.230

0.760
0.240

0.440
0.560
0.000

0.640
0.360

E

1,000
0.000
0.000

1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000

0.244
0.756

0.837
0.163

0.867
0.133

0.827
0.173

0.541
0.459
0.000

0.357
0.643

F

1.000
0.000
0.000

1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000

0.300
0.700

0.790
0.210

0.910
0.090

0.780
0.220

0.630
0.370
0.000

0.390
0.610

G

1.000
0.000
0.000

1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000

0.190
0.810

0.880
0.120

0.810
0.190

0.795
0.205

0.750
0.240
0.010

0.355
0.645

H

0.943
0.057
0.000

1.00
1.000
1.000
1.000
1.000

1,00

0.214
0.786

0.571
0.429

RxC

P=0.000

P=0.000

P=0.000

P=0.000

P=0.812

P=0.000

P=0.000



(N) 1 52 50 50 50 49 150 1100 35 1X%=112.72i
++ Poblaciones donde no hubo resolucion para el locus.



Menadione reductasa (MNR; E.C.1.6.99.2)

75 ml 0.2M Tris-HCL, pH 7.0

25 mg Menadione

25mg NAD H 10

mg NBT

Incubar en la oscuridad a 37°C (cerca de 30 min.) y fijar.
Fosfoglucosa isomerasa (PGI; modificada de O"Malley et al. 1980)
50 ml 0.1M Tris-HCL, pli 8.0

20 mg Fructosa-6-Fosfato

10 U G-6-PDH (NADP) 5

mg NADP 50 mg MgCI2 5

mg MTT

1.5 mg PMS

Incubar en la oscuridad a 37°C por 30 minutos.
Fosfoglucomutasa (PGM; E.C.5.4.2.2)

50 ml 50mM Tris-HCL, pH 8.5

120 mg Glucosa-I-Fosfato, Na2-salt

20 U G-6-PDH (NAD)

50 mg MgCI2

10 mg NAD 10

mg MTT 2 mg

PMS

Incubar en la oscuridad a 37°C por 1 hora.

Superoxidaza dismutasa (SOD; E.C,1.15.1.1)

50 ml 50mM Tris-HCL, pH 8.0

2 mg Riboflavina 1

mg EDTA 10 mg

NBT

Incubar en la oscuridad a 37UC por 30 minutos (el tiempo puede variar dependiendo de la actividad). Removerla
de la incubacion y colocarla ante luz. Lavar y fijar.
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