Instituto Politécnico Nacional

Centro Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo
Integral Regional, Unidad Oaxaca

Maestria en ciencias en conservacion y

aprovechamiento de los recursos naturales
(Biodiversidad del neotropico)

“Diversidad genética de una bromelia de
iImportancia comercial”

Tesis que para obtener el grado de Maestra en Ciencias

Presenta:
Zaneli Gbmez Ocampo

Directores de tesis:

Dr. Rafael Felipe del Castillo Sanchez
M. en C. Sonia Trujillo Argueta

Santa Cruz Xoxocotlan, Oaxaca, México. Noviembre 2007.



SIP-14

INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
SECRETARIA DE INVESTIGACION Y POSGRADO

ACTA DE REVISION DE TESIS

Enla Ciudad de _Oaxaca de Juarez siendolas  13:00 horasdeldia 05 del mes de
Noviembre del 2007 se reunieron los miembros de la Comisién Revisora de Tesis designada

por el Colegio de Profesores de Estudios de Posgrado e Investigacion del Centro
Interdisciplinario de Investigaciéon para el Desarrollo Integral Regional, Unidad Oaxaca

(CIIDIR-OAXACA) para examinar la tesis de grado titulada:
“Diversidad genética de una bromelia de importancia comercial”
Presentada por la alumna:

Gomez Ocampo Zaneli

Apellido paterno materno nombre(s)

Conregistro: (B [0 |5 |1 [3 |7 [o |

aspirante  al grado de: MAESTRO EN CIENCIAS EN CONSERVACION Y
APROVECHAMIENTO DE RECURSOS NATURALES

Después de intercambiar opiniones los miembros de la Comisién manifestaron SU
APROBACION DE LA TESIS, en virtud de que satisface los requisitos sefalados por las
disposiciones reglamentarias vigentes.

LA COMISION REVISORA

Directores de tesis: ;Z

elipe del Castillo Sanchez M. en C. Sonig Trujjllo Argueta
/ X ™ Il
Dr. José Antonio Vargaé Mendoza Dra. Demetria #artha Mondragén Chaparro
-4

8. Maria del'&
\,‘__________/ .




INSTITUTO POLITECNICO NA CIONAL
SECRETARIA DE INVESTIGACION Y POSGRADO

CARTA CESION DE DERECHOS

En la Ciudad de Oaxaca de Juarez el dia 06 del mes Noviembre del ano 2007, el (la)
que suscribe GOMEZ OCAMPO ZANELI alumno (a) del Programa de MAESTRIA
EN CIENCIAS EN CONSERVACION Y APROVECHAMIENTO DE RECURSOS
NATURALES con numero de registro B051370, adscrito al Centro Interdisciplinario
de Investigacién para el Desarrollo Integral Regional, Unidad Oaxaca, manifiesta que
es autor (a) intelectual del presente trabajo de Tesis bajo la direccion del Dr. Rafael
Felipe del Castillo Sanchez y la M. en C. Sonia Trujillo Argueta y cede los derechos
del trabajo titulado: “Diversidad genética de una bromelia de importancia
comercial”, al Instituto Politécnico Nacional para su difusion, con fines académicos y

de investigacion.

Los usuarios de la informacién no deben reproducir el contenido textual, graficas o
datos del trabajo sin el permiso expreso del autor y/o director del trabajo. Este puede
ser obtenido escribiendo a la siguiente direccion Calle Hornos 1003, Santa Cruz
Xoxocotlan, Oaxaca, e-mail: posgradoax@ipn.mx 6 gooz0117@yahoo.com.mx. Si
el permiso se otorga, el usuario debera dar el agradecimiento correspondiente y citar

la fuente del mismo.

INSTITURO FOLITECNICO
MACIOMAL
CRDIR-UMIDAD-OAXACA

GOMEZ OCAMPO ZANELI



Resumen

La bromelia epifita Catopsis berteroniana es una especie comercial para
pobladores oaxaquefos por lo que es extraida de su habitat natural. Por lo
anterior, se determind y se comparé el grado de afectacion en la estructura
genética de dos poblaciones de C. berteroniana con distinto grado de extraccion,
usando nueve isoenzimas en Santa Catarina Ixtepeji, Ixtlan de Juarez, Oaxaca,
México. La variacion genética en los sitios de estudio fue notablemente elevada.
En promedio 90 % de los loci fueron polimérficos, con una media de 3.2 alelos por
locus y una media de 3.4 alelos por locus polimoérfico, una media de 3.2 en
riqueza alélica, 0.402 en la diversidad genética promedio y finalmente 0.292 en
heterocigosidad observada promedio. La endogamia total y dentro de las
poblaciones resulté significativamente diferente de 0 (Fit = 0.271, Fis = 0.256). No
obstante, la estadistica F de Wright no detecto diferencia entre las poblaciones
estudiadas (Fst= 0.021). Se efectud un analisis de autocorrelaciéon espacial
multialélica y multilocus, se observa una estructura genética de aislamiento por
distancia y es significativamente positiva para individuos separados a menos de 1
Km de distancia y en individuos separados por mas de 3 Km es significativamente
negativa. Los datos no muestran evidencia de cuello de botella. La morfologia
floral de la planta, junto con los datos electroforéticos, sugieren que se trata de
una planta funcionalmente dioica y por lo tanto de reproduccién cruzada. Lo
anterior puede influir en la alta variacidn genética encontrada en la especie
comparada con otras bromelias autégamas o principalmente clonales. Al menos
para este estudio, los datos no presentan evidencia de alguna afectacién en la
variacion genética de la especie debida a la presion de explotacion en la que se

encuentra Catopsis berteroniana.

Palabras clave: Catopsis berteroniana, dioica, diversidad genética, cuello de

botella, autocorrelacion espacial global



Abstract

The epiphyte bromeliad Catopsis berteroniana is an economically important plant
for settlers nearby Oaxaca City. In this study we examine the genetic structure of
two contiguous plant populations with different extraction rates through the
analysis of nine polymorphic isozyme loci at Santa Catarina Ixtepeji, Ixtlan de
Juarez, Oaxaca, Mexico. Both populations showed high levels of genetic variation.
On average, 90% of all loci were polymorphic, with a mean number of 3.2 alleles
per locus, a mean number of 3.4 alleles per polymorphic locus, a mean value of
3.2 of allelic richness. The mean observed and expected heterozygosities were
0.402 and 0.292 respectively. F- statistical analysis showed an overall significant
deficiency (Fit = 0.271) due to consanguine mating (Fis = 0.256). Nevertheless,
there was not differentiation detected among the populations studied (Fst = 0.021).
The multiallelic and multilocus spatial autocorrelation analysis revealed isolation
by distances as both genetic and geographic were significantly positive for
individual less than 1 Km apart; and significantly negative for distances longer than
3 Km. The electrophoretic data did not show evidence of bottlenecks. The open
breeding system of this plant may contribute to the high levels of genetic variation
compared to other autogamous or mainly clonally bromeliad species. Therefore,
this study did not find evidence that current levels of plant extraction of Catopsis
berteroniana had major impact on the genetic characteristics of the populations of

this species.

Key words: Catopsis berteroniana, dioicous, genetic diversity, bottleneck, global

spatial autocorrelation.
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Diversidad genética de una bromelia de

iImportancia comercial

Introduccidn

Los recursos bidticos son susceptibles a un mal manejo debido, en parte, a la falta
de comprensidon de sus propiedades bioldgicas y de las funciones que realizan en
el ecosistema. Debido a que las actividades humanas afectan los recursos
bioldgicos es necesario conocer mejor su biologia para fundamentar
cientificamente su manejo y conservacion (Frankham et al., 2002; Schonewald et
al., 2003).

El impacto de las actividades humanas sobre los recursos naturales, puede
tener consecuencias tan catastréficas como la extincion de especies. Esta ultima
puede deberse a varias causas tales como: la contaminacion, la introduccion de
nuevas especies, los procesos estocasticos ambientales y demograficos, la
sobreexplotacion o la pérdida de habitats (Lowe et al., 2005). A pesar de que el
proceso de extincion es parte de la evolucion de las especies, en la actualidad, los
cambios ambientales antropogénicos son tan bruscos que algunas especies no
pueden ir cambiando con su ambiente (Schonewald et al., 2003; Spielman et al.,
2004). Asi como el ser humano ha intervenido en los procesos antinaturales de la
extincion también puede prevenirla, es decir, conservar (Gonzalez - Elizondo et
al., 1993).

La conservacion de la biodiversidad, como un manejo integral de la
diversidad bioldgica, es crucial para los ecosistemas; ademas, la biodiversidad
posee valor econdmico real asi como potencial. Ante la presion que ejerce el ser
humano en los ecosistemas naturales, la conservacion de la biodiversidad es
cada vez mas urgente (Pickett et al., 1997).

Se han definido tres niveles distintos para el estudio de la biodiversidad los
cuales son: paisaje, especie y genético. El genético es quiza el menos estudiado y
por ello los conocimientos sobre éste deben fortalecerse mucho mas. Ademas, la
diversidad genética es la fuente de toda la variacion biolégica que existe sobre la
tierra, del cambio evolutivo y de la adaptacién de los organismos a su entorno
(Loveless y Hamrick, 1984; Quamaruz- Zaman et al., 1998; Raybould et al., 2002).

La diversidad genética es estudiada por la genética de poblaciones que

caracteriza a las poblaciones en funcion de las frecuencias alélicas y la
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distribucion de los alelos entre los individuos de una poblacién. La genética de
poblaciones tiene numerosas aplicaciones, una de ellas es la genética de la
conservacion que se encarga de generar bases genéticas para ayudar a
preservar especies o poblaciones como unidades dinamicas (Murawski y Hamrick,
1990; Frankham et al., 2002).

La genética de la conservacion tiene como meta maximizar la retencién de
la diversidad genética y, al mismo tiempo, reducir la endogamia (apareamientos
entre individuos emparentados) en poblaciones pequenas, que generalmente
causa pérdida de viabilidad en la poblacion. Por otra parte, con herramientas
genéticas es posible dar solucion a problemas taxonomicos, delimitar unidades de
manejo; y, con marcadores moleculares, se puede entender aspectos de la
biologia de las poblaciones como el flujo génico (Frankham et al., 2002).

Una de las primeras etapas para la conservacion de la diversidad genética
es estimarla y determinar como es que ésta se distribuye entre los individuos y
entre las poblaciones. La genética de la conservacion permite estimar la variacion
dentro y entre grupos de especies por medio de técnicas de analisis proteico o de
ADN. La estructura genética de las plantas es un reflejo de los diversos factores
(seleccidn natural, mutacién, flujo génico y deriva génica) que pueden influir en su
estructura (Gottlieb, 1981; Pérez y Pifiero, 1997).

La seleccion natural es el resultado de un diferencial reproductivo entre los
individuos debido a las caracteristicas propias de éstos. La mutacion genera
cambios genéticos repentinos, ya sea en los padres o en sus gametos. El flujo
geénico es el resultado de la movilidad de los genes por factores como migracion,
polinizacidén, y dispersion. Finalmente, la deriva génica representa cambios
aleatorios en la composicion genética de una poblacion y tiene mayor efecto en
las poblaciones pequefias porque en ellas se pierde la diversidad genética y
aumenta la homocigosidad. Las poblaciones pequenas, en general, son mas
susceptibles a extinguirse por la baja variabilidad genética e incremento en
homocigosidad (Frankham et al., 2002; Schonewald et al., 2003). En particular,
las poblaciones pueden sufrir reducciones aleatorias severas en su tamafo
llamadas cuello de botella que aumentan los efectos de la deriva génica.

Muchas veces, la salud genética de las poblaciones depende de las tasas
de dispersion que, a su vez, influyen en la probabilidad de endogamia
(apareamientos entre individuos emparentados) o exogamia (apareamiento entre
individuos lejanos genéticamente). Cuando las cruzas resultan en una progenie

con bajo desempefio de aptitud (éxito reproductivo) en relaciéon con aquella que
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resulta de fecundacion cruzada, se presenta el fenémeno de depresion
endogamica. La depresiéon endogamica reduce la aptitud de las poblaciones,
porque favorece la expresion de genes deletéreos recesivos al aumentar la
frecuencia de homocigotos con respecto a lo que se esperaria si los genes se
distribuyeran entre los individuos totalmente al azar y como consecuencia
aumentan los riesgos de la extincién (Frankham et al., 2002).

Por otro lado, las poblaciones son susceptibles de sufrir depresion
exogamica que es la pérdida de aptitud como resultado de la exogamia. Esta
puede provocar una incompatibilidad genética en las generaciones siguientes
(Raybould et al., 2002; Gonzalez- Astorga et al., 2004; Snall et al., 2004; Spielman
et al., 2004).

El estudio de la genética de la conservacion puede ser particularmente util
en habitats fragmentados donde el flujo génico normal entre poblaciones es
alterado por destruccion parcial del habitat y ésta puede producir una pérdida de
la diversidad génica de las poblaciones (Karkkainen et al. 2004). En ocasiones, la
migracion puede aumentar en poblaciones fragmentadas y a su vez disminuir los
riesgos de extincion. Pero, a veces, esta misma fragmentacion genera aislamiento
que puede conducir a la extincién por disminuir el flujo genético, aumentando a su
vez la endogamia; de esta manera, se genera un patrén de aislamiento por
distancia que se manifiesta como una correlacion positiva entre la distancia
geografica y la diferenciacién genética (Pickett et al., 1997; Schonewald et al.,
2003; Snall et al., 2004).

Las epifitas (plantas que utilizan a otras plantas como soporte) muchas
veces estan confinadas a espacios fragmentados y aislados de los arboles que
las hospedan (forofito). Por lo tanto se encuentran adaptadas a condiciones
ambientales muy adversas como la limitacién hidrica, lo que sugiere adaptaciones
notables que por si solas ameritan esfuerzos dirigidos a su conservacion.
Ademas, las actividades humanas tales como la tala, estan favoreciendo ain mas
la fragmentacion de su habitat (Soltis et al., 1987; Zotz y Andrade, 2002; Benzing,
2004).

Las epifitas son un componente esencial de la diversidad biolégica. Mas
aun, cerca de un 10% de las plantas vasculares pertenece al habito epifito. Otra
importancia de las epifitas es su diversidad de especies, donde las orquideas
ocupan el primer lugar en numero de especies seguido de las bromelias. Ademas,
son organismos de interesante estudio para la genética de poblaciones, debido a

factores como su habitat variable y seco. Esto sugiere que estas plantas estan
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sujetas a grandes presiones de adaptacion (Soltis et al., 1987; Zotz y Andrade,
2002; Gonzélez- Astorga et al., 2004; Pulido-Esparza et al., 2004; Barfuss et al.,
2005; Flores - Palacios y Garcia - Franco, 2006).

La familia Bromeliaceae alberga un grupo de especies epifitas vulnerable a
las actividades humanas por el habitat fragil y condiciones adversas en el que se
encuentran inmersas. El conocimiento sobre su genética es muy limitado a pesar
de que su numero es superior a 2,700 especies en todo el mundo. En México,
existen 342 especies (Soltis et al., 1987; Benzing 1990; Espejo - Serna et al.,
2004; Barfuss et al., 2005).

Las bromelias se distribuyen casi exclusivamente en el continente
americano. Ademas, son el componente mas sobresaliente en la vegetacion
epifita neotropical. Varias bromelias funcionan como reservorios de agua y
microhabitat para muchas otras especies (Garcia - Franco, 1986; Beutelspacher,
1999; Ramirez et al., 2004). Por si fuera poco, algunas especies de bromeliaceas
tienen importancia econémica (Plan de Manejo y Conservacion, 2007; Villa,
2007). Particularmente, en México las bromelias son muy codiciadas por la gran
belleza estructural y variedad de colores de hojas y bracteas. Por ello, son
cultivadas con fines ornamentales, para su comercializacién (Mc Vaugh, 1989;
Duval, 1990; Pulido- Esparza, et al., 2004; Barfuss et al., 2005)

En algunos sitios estas plantas se explotan con fines religiosos, tal como
sucede con el género Catopsis. En la poblacién oaxaquefia de Santa Catarina
Ixtepeji los pobladores de este municipio extraen las plantas de este género, junto
con otras bromelias, de su entorno natural para las festividades de Semana
Santa, Dia de Muertos y Navidad, entre otras. Estas bromelias son usadas como
adornos de distintos tipos o simplemente las comercializan en los mercados
(Rees, 1976; Villa, 2007). La sobreexplotacion puede producir una reduccion en
las poblaciones y, por tanto un cuello de botella, donde la variacion genética se
reduce drasticamente en periodos de tiempo cortos con los consecuentes
problemas genéticos como pérdida de diversidad o aumento de la endogamia.

Los estudios sobre genética poblacional en bromelias son escasos y no
existen para el género Catopsis. Algunos estudios como los de Soltis et al. (1987),
Murawski y Hamrick (1990), Izquierdo y Pifero (2000) Sarthou, et al. (2001) y
Gonzalez- Astorga et al. (2004), se han realizado para otros grupos de bromelias.
Se desconoce cudles son los niveles de variacion genética para especies

sometidas a explotacion comercial (Quamaruz- Zaman et al., 1998).
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La bromelia Catopsis berteroniana es un ejemplo importante de especies
sometidas a explotacion comercial. Esta especie se extrae de su habitat natural
en algunos lugares para su venta en ciertas temporadas del afio (662.750
individuos/Ha). Para algunas comunidades oaxaquefias esta bromelia tiene un
gran valor cultural pues es muy utilizada en los nacimientos de Navidad y es una
de las mas explotadas (Villa, 2007). En Santa Catarina Ixtepeji existe una
poblacidn principal para la explotacién de esta especie (Reynoso) y otra poblacién
contigua que no es explotada por el reducido niumero de individuos (El Cerezal).
Es por esto que es importante establecer la diferencia de afectacion genética en
estas poblaciones con distinto grado de perturbacion.

Este estudio investigd la estructura genética, un posible cuello de botella,
asi como la distribucion espacial de C. berteroniana utilizando electroforesis de
proteinas en dos poblaciones de Santa Catarina Ixtepeji, Oaxaca. Debido a la
importancia biolégica, econémica y cultural que tiene Catopsis berteroniana es
imprescindible ampliar su conocimiento en materia de genética de poblaciones.
En particular, la extraccion a la que esta sujeta sugiere que esta especie puede
tener los problemas tipicos de poblaciones pequefias mencionados anteriormente
(pagina 9). Por la aparente fragmentacién entre ambas poblaciones de C.
berteroniana, el flujo génico entre éstas probablemente esté restringido. La
segregacion de los individuos de C. berteroniana en los arboles, aunado a la
deforestacion sugiere que esta especie puede tener distribucion fragmentada que
se manifiesta en una estructura genética asociada con su distribucién espacial. La
extraccion a la que esta sujeta sugiere pérdida de diversidad genética y

posiblemente un cuello de botella en el pasado.
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Revision de literatura

Epifitas

Las epifitas son plantas que generalmente viven en la corteza de los arboles, que
unicamente utilizan como soporte. Estan representadas por mas de 83 familias
con aproximadamente 14,000 especies. Son mucho mas diversas en el
neotrépico que en Asia o en Africa tropical (Benzing, 1990; Beutelspacher, 1999).

Las epifitas crecen aisladas en los ambientes mas diversos, las sequias,
fuertes vientos, alelopatia, lucha constante contra la gravedad, escasez de
nutrientes, irradiacion intensa, poca uniformidad espacial del sustrato es algo que
estas plantas deben enfrentar; por si fuera poco, en general son de crecimiento
lento. Por eso, las epifitas adquieren tan diversas adaptaciones fisioldgicas,
morfologicas y ecoldgicas. Sin duda el ambiente donde se desarrollan las epifitas
constituye un reto considerable para sobrevivir (Soltis et al., 1987; Beutelspacher,
1999).

Aun cuando algunas epifitas crecen en lugares con altos niveles de
precipitacion, el agua no esta a su disposicion por lo que tienen adaptaciones del
tipo xerofilo. Algunas epifitas han desarrollado mecanismos como la formacion de
pseudobulbos en las orquideas y la forma de roseta en las bromelias lo cual
permite tener reservas de agua. Las epifitas son exitosas colonizadoras y también
juegan un papel ecoldgico importante para otras plantas y para otros organismos
porque acumulan humus, proyectan su sombra a plantas mas pequenas, facilitan
el asentamiento de otras plantas, y ubicacién para otros organismos (Zotz y
Andrade, 2002).

En los casos extremos del epifitismo conforme aumenta la aridez, la tasa
de crecimiento, la maduracién y el numero de flores disminuyen; por ello, es
probable que las plantas produzcan grandes cantidades de semilla producto de la
autogamia y la cleistogamia para asegurar la sobrevivencia de la especie. La
autogamia es comun en las epifitas, aunque la polinizacion por animales
(murciélagos, aves, insectos) en Sudameérica y Centroamérica es comun. Dentro
de la familia Bromeliaceae, se encuentran algunos de los géneros con
reproduccién alégama como en Tillandsia y Catopsis (Soltis et al., 1987; Benzing,
2004).
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Familia Bromeliaceae

La familia Bromeliaceae se encuentra dividida en tres subfamilias las cuales son:
Pitcarnioideae, Tillandsioideae y Bromelioideae. Las bromelias contemplan
hierbas, comunmente de duracién indefinida. Su aspecto general es aspero y
voluminoso. La mayoria de las bromelias son de habitos epifitos. Las bromelias
presentan raices, pero en especies epifitas su uso se confiere al soporte en el
huésped. Las hojas de las bromelias se encuentran acomodadas en forma espiral,
con una roseta basal pero caulina (en ciertas especies), las hojas son
frecuentemente duras y xeromorficas, son hojas simples, enteras o espinosa -
aserradas; al menos en las hojas, se presentan escamas peltadas que influyen en
la absorcién del agua (Smith y Downs, 1977; Mc Vaugh, 1989).

Las bromelias en América se encuentran distribuidas desde Estados
Unidos hasta Argentina y Chile y dan caracteristicas fisondmicas a muchas
comunidades en el neotrépico (Garcia- Franco, 1986; Zotz y Andrade 2002). Casi
todas son de clima tropical o subtropical. Oaxaca es el estado mas rico en
especies de México, ya que posee 135, especialmente en los bosques de
Quercus. Ademas Oaxaca posee el nivel mas alto de endemismo con 30 especies
(Gouda, 1987; Espejo-Serna et al., 2004). Su importancia ecoldégica es muy alta al
funcionar como microecosistemas para fauna diversa (Beutelspacher, 1999)

La familia Bromeliaceae posee un sistema reproductivo variable, ya que
existen tanto especies monoicas como dioicas, con estructuras florales
morfolégicamente perfectas, inclusive se van a los extremos como es el caso de
T. recurvata en donde las flores son cleistbgamas y la endogamia es comun hasta
las de reproduccion cruzada obligada como la especie dioica Catopsis nutans en

Centroamérica (Soltis et al., 1987; Benzing, 1990).

Género Catopsis

El género Catopsis pertenece a la subfamilia Tillandsioideae que cuenta con 224
especies distribuidas en México. El género incluye especies de tamafio pequeno o
mediano. Estas son hierbas epifitas acaules. Pueden ser monoicas o dioicas.
Presentan hojas enteras arrosetadas y poco lepidotas, son verdes con forma de
una vasija angosta, usualmente con una cubierta de apariencia harinosa. Es muy
comun que Catopsis tenga como inflorescencia un paniculo el cual excede la
longitud de las hojas, y éste es evidentemente escaposo, erecto o nutante. La

inflorescencia puede ser simple 0 1 - 2 pinado compuesta. Las flores
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(probablemente polinizadas por varios insectos) son polisticas, pequenas o
diminutas, comunmente sésiles o raramente brevipediceladas, perfectas o
funcionalmente unisexuales en distintas plantas. Los sépalos son libres, glabros,
usualmente muy asimétricos, por lo general son obtusos en el apice, pero pueden
ser también agudos o enmarginados. Los pétalos estan libres, desnudos e
inconspicuos. Los estambres son inclusos con filamentos libres. Las anteras son
de forma ovada o eliptica. El ovario es supero, muy poco ovoide o elipsoide. El
estilo es mas corto que el ovario o similar. Presenta de unos pocos a muchos
ovulos alargados caudalmente. El fruto es una capsula septicial de forma ovoide a
eliptica, el apice es agudo o acuminado, a veces es rostrado. Las semillas tienen
un apéndice plumoso apical doblado en la madurez, lo cual es muy caracteristico
del género y puede incrementar la dispersion (Smith y Downs, 1977; Gouda,
1987; Mc Vaugh, 1989; Davidse et al., 1994; Hietz y Hietz - Seifert, 1994
Schonewald et al., 2003; Espejo-Serna et al., 2004).

El género Catopsis tiene cerca de 25 especies que se distribuyen en
habitats tropicales y templados de casi toda América. Mas de la mitad de las
especies se encuentran en México (14 especies), la mayor parte en la costa
Atlantica (Mc Vaugh, 1989; Barfuss et al., 2005).

Catopsis berteroniana (Schult. & Schult.f.) Mez
Esta especie es una planta de 40 - 90 cm de alto, con inflorescencia. Posee varias
hojas en forma de roseta y son blanquecinas por la presencia de ceras,
especialmente en la base y su color es verde brillante. El escapo es erecto y
glabro. La inflorescencia es bipinada (raro que sea simple) y con mas de 30 cm de
largo. La espiga es suberecta con varias flores. Las bracteas son coriaceas. Las
flores son sésiles y perfectas, en México se presentan algunas dimorficas. Los
sépalos son muy asimeétricos y coriaceos, su tamafo es similar o mas largo que
los pétalos. Los pétalos son blancos de forma ovado-eliptica. Los estambres son
inclusos. Se encuentra de 0-1200 m de altitud en bosques, potreros y selvas al
sur de Florida, Las Antillas, sur de México hasta Venezuela y el este de Brasil. En
México se localiza en Campeche, Chiapas, Guerrero, Oaxaca (El Barrio de la
Soledad, Guevea de Humboldt, San Juan Bautista Cuicatlan, San Pedro Pochutla,
Santa Maria Chimalapa, Santiago Lachuirri, Totontepec Villa de Morelos),
Quintana Roo y Veracruz (Smith y Downs, 1977; Davidse et al., 1994; Espejo-
Serna et al., 2004). Esta especie se encuentra en la Norma Oficial Mexicana 059,
sujeta a proteccidn especial y no es endémica (NOM - 059 - ECOL - 2001).
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Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares son biomoléculas como proteinas (cadenas de
aminoacidos) o ADN (principal componente del material genético de la mayoria de
los organismos) que se pueden relacionar con un rasgo genético. Dentro de estos
ultimos, los mas sobresalientes son los microsatélites, SNPs, RFLPs y RAPs. Los
microsatélites, muy utilizados actualmente. Estos son secuencias cortas de ADN
repetidas y proporcionan altos niveles de polimorfismo debido a su alta tasa de
mutacion. Los microsatélites se usan en la determinacién de parentesco y son
codominantes (se distinguen individuos homocigotos y heterocigotos); en plantas
pueden ser utilizados para estimar la dispersion de las semillas y del polen. Esta
técnica no toma mucho en cuenta que existen altas tasas de mutacién, muchas
de las cuales son reversibles. De esta manera el compartir microsatélites
comunes entre individuos no implica necesariamente que sean idénticos por
descendencia sino por homoplasia (adquirido de manera independiente)
(Raybould et al., 2002).

El polimorfismo en un nucleétido (SNPs por sus siglas en inglés) consiste
en una secuencia de ADN con variacion en un solo nucleoétido. Para dos
individuos o mas la diferencia en los nucledétidos se toman como alelos diferentes.
Es comun que se presenten unicamente dos nucleétidos (dos alelos distintos) en
una muestra. Actualmente son utilizados sobre todo en medicina humana para
comparar la incidencia de enfermedades sobre la base de estas minimas
diferencias en los nucleotidos (Wikipedia, 2007).

En el polimorfismo de longitud de fragmentos cortados con enzimas de
restriccion (RFLPs por sus siglas en inglés) se obtiene el polimorfismo a partir de
fragmentos de restriccion con longitud definida, puede resultar por inserciones o
cortes en fragmentos de ADN, se usa en genética de poblaciones si existe la
suficiente variacion. Es codominante, sin embargo, es una técnica muy laboriosa y
cara debido al material y equipo requerido. El polimorfismo de ADN amplificado al
azar (RAPDs) utiliza amplificaciones de varias regiones del genoma tomadas al
azar, puede ser utilizada en analisis filogenéticos, es dominante (no hay diferencia
entre individuos homocigotos y heterocigotos) y no es reproducible por lo que
ultimamente ha perdido popularidad. Las técnicas descritas anteriormente, utilizan
compuestos altamente dafiinos como los geles de poliacrilamida (Murphy et al.,
1996; Karp et al. 2001).
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Electroforesis de proteinas

La electroforesis de proteinas es una técnica en la cual las proteinas migran por
influencia de una corriente eléctrica a lo largo de una red molecular. El peso, la
carga y la configuracion de las proteinas determinan su migracién en un gel
sometido a un campo eléctrico (Cheliak y Pitel, 1984; Truijillo y Del Castillo, 2003).

La electroforesis se aplica a varios tipos de matrices, entre los cuales se
encuentran los geles de almiddn, poliacrilamida, acetato de celulosa y agarosa. A
excepcion del gel de poliacrilamida ninguno es toxico y su manejo es usualmente
facil. El gel de almidén es el unico con el que se puede obtener mas de una
rebanada por gel (Murphy et al., 1996).

La electroforesis de proteinas es una técnica valida para estimar las
diferencias entre las poblaciones naturales en funcion de la composicion de
aminoacidos que poseen. Las formas bioquimicas multiples de las enzimas con
funciones similares en el mismo individuo (isoenzimas) han sido ampliamente
utilizadas. Las isoenzimas pueden presentar varias formas alélicas (aloenzimas)
que pueden dar idea de las relaciones dentro y entre las poblaciones. El
diferencial de movilidad en las aloenzimas a través de un campo eléctrico resulta
en un patron de bandeo que se conoce como zimograma. Aunque, con esta
técnica solo se detectan diferencias en la composicion de aminoacidos que
impliquen cambio de carga. A pesar de los avances en técnicas de ADN, la
electroforesis de proteinas permite responder a distintas preguntas sobre genética
(Izquierdo y Pifiero, 1998; Trujillo y Del Castillo, 2003).

Enzimas

Las enzimas son proteinas que catalizan reacciones quimicas bajo ciertas
condiciones de temperatura. La Comisiéon de Enzimas (EC, por sus siglas en
inglés) hace una clasificacién de las enzimas de acuerdo con su actividad, divide
las enzimas en seis grandes grupos. Las oxidoreductasas (EC 1) catalizan
reacciones de transferencia de hidrogeno o electrones de un sustrato a otro. Las
transferasas (EC 2) catalizan la transferencia de un grupo quimico (distinto del
hidrogeno) de un sustrato a otro. Las hidrolasas (EC 3) catalizan la hidrdlisis de
varios enlaces. Las liasas (EC 4) rompen enlaces por medios diferentes a la
hidrolisis o la oxidacion. Las isomerasas (EC 5) catalizan la interconversion de
isdmeros. Finalmente, las ligasas (EC 6) catalizan la unién de moléculas con la

hidrolisis de ATP o moléculas similares. Asi como esta clasificacion gruesa existe
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una mas detallada para las particularidades de cada enzima (Enzyme
Nomenclature, 2006).

Las enzimas se presentan en varios compartimentos celulares
(mitocondrias, cloroplastos, citoplasma, peroxisomas) y esto puede influir en el
numero de loci esperados. Pueden encontrarse loci carentes de variacion
(monomorficos) o loci con variacion (polimaorficos), estos ultimos son los mas
importantes para estudios comparativos en genética de poblaciones. También, las
enzimas poseen distinta conformacién estructural, de acuerdo con el numero de
subunidades que presenta (estructura cuaternaria) i.e. monémero con una
subunidad, dimero con dos subunidades y asi sucesivamente. De lo anterior
depende el patron de bandeo en los zimogramas. Asi en el monémero se esperan
dos bandas en los organismos heterocigotos, en un dimero tres bandas, etcétera;

dependiendo de las combinaciones de las subunidades (Gottlieb, 1981).

Diversidad genética

La diversidad genética es la variacién genética en una poblacion, o entre grupos
de especies y puede expresarse en varias formas. Asi, puede determinarse el
porcentaje de polimorfismo (P) de una poblacion calculando el numero de loci
polimdrficos dentro del total de los loci muestreados. El numero de alelos por
locus (A), asi como, el numero de alelos por locus polimdrfico (Ap). La riqueza
alélica (Rt) equivalente al numero de alelos por locus utilizando técnicas de
rarefaccion. Todos los anteriores, estiman la diversidad genética al igual que la
heterocigosidad observada (Ho) donde Ho = numero de individuos heterocigotos

entre el numero total de individuos muestreados.

Genética de poblaciones en Bromeliaceae

Los estudios sobre genética en bromelias son escasos. Murawski y Hamrick
(1990) realizaron un estudio de Aechmea magdalenae con métodos
electroforéticos, en la isla de Barro Colorado, Panama. Esta especie es clonal,
terrestre y de distribucion fragmentada en el area de estudio. Los autores
encontraron que la media del porcentaje de polimorfismo en las poblaciones
estudiadas fue bajo (P = 24.0 %) comparado con otras plantas monocotiledéneas.
Se observaron colibries en las flores hermafroditas que probablemente se
encarguen de la dispersion de polen. Por otro lado, algunos mamiferos tal vez se

encargan de dispersar los frutos. Sin embargo, la floracién es rara y se desconoce
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su sistema de reproduccién. Es posible que la baja variacion genética en las
poblaciones se deba al crecimiento clonal de la planta, asi como a la baja
dispersion del polen y de la semilla.

Izquierdo y Pifiero (2000) estudiaron una poblacion de Aechmea tuitensis
con métodos electroforéticos. A. tuitensis es endémica de Jalisco, México, de
habito saxicola. Los autores consideran que la media del porcentaje de
polimorfismo (P = 78.0 %), el niumero de alelos por locus (A = 2.2), asi como, el
numero de alelos por locus polimorfico (Ap = 2.4) proporcionan altos niveles de
variacion genética al compararlo con otras plantas endémicas y moderada
comparado con otras monocotiledéneas. Aunque su sistema de cruzamiento no
se conoce, la reproduccion clonal es comun. La poblacién estudiada es un
mosaico de clones, es posible que los diferentes genotipos sean un reflejo de su
origen o causa de varias mutaciones en la especie.

Sarthou, et al. (2001) analizaron poblaciones de Pitcairnia geyskesii por
medios electroforéticos en Surinam y de Guayana Francesa de donde es
endémica. La bromelia es saxicola y presenta una distribucién muy fragmentada.
Estos autores encontraron una variabilidad genética muy alta comparado con
otras bromelias (P = 63.0 %, Ap = 2.2). Al parecer las flores son polinizadas por
colibries y algunas de las poblaciones no presentaron autogamia. Es muy
probable que la distribucion sea esencialmente de origen clonal y que este origen
clonal haya sido, desde sus inicios, genéticamente diverso, aunque no se
descarta el reclutamiento de semilla.

Entre los estudios relacionados con la genética de poblaciones en la
subfamilia Tillandsioideae, por métodos de electroforesis de proteinas, se puede
mencionar los de Soltis et al. (1987) realizaron un estudio comparativo en dos
especies principalmente epifitas, Tillandsia ionantha y T. recurvata, en México. T.
ionantha es una especie, al parecer, de reproduccién cruzada. Por su parte, T.
recurvata es una epifita con flores cleistdgamas, es probable que sea autégama.
T. ionantha fue mas variable (P = 16.7 %) que T. recurvata (P = 3.8 %).
Posiblemente esta diferencia en la estructura genética entre las poblaciones se
deba a sus habitos reproductivos.

Gonzalez-Astorga et al. (2004) analizaron en Tillandsia achyrostachys, var.
achyrostachys, en Morelos, México la variabilidad genética por métodos
electroforéticos. Esta especie, es endémica de la selva baja caducifolia en
México, muestra una marcada preferencia por Bursera copallifera, pero las

poblaciones de este hospedero han disminuido y por consiguiente, el habitat esta
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fragmentado. Se encontr¢ variabilidad genética similar a otras bromelias, otras
plantas con el mismo grado de distribucidén geografica, asi como plantas con
sistema de reproduccion por animales (P = 59.0 %, A = 1.9). Aunque el sistema
de cruzamiento es desconocido, las flores sugieren polinizacion por colibries, lo
gue a su vez sugiere exogamia. Ademas, se presenta crecimiento clonal que

probablemente ayude a mantener la variabilidad genética encontrada.

Teorema de Hardy - Weinberg

El teorema de Hardy-Weinberg establece una relacion entre las frecuencias
alélicas y genotipicas de una poblacién dada bajo los supuestos de ausencia de
seleccién natural, mutacion, flujo génico, deriva génica en poblaciones diploides,
infinitas y panmicticas. Para el caso mas simple de un locus y dos alelos (A1, Az),
dicha relacién se expresa como p?+2pq+q® =1; donde py q (p + g = 1) son las
frecuencias alélicas (A1y Ay, respectivamente) y p%, g y 2pq son las frecuencias
genotipicas en equilibrio de A1A1, A2A2 y A1A,, respectivamente, 2pq representa la
heterocigosidad esperada (He) (Goudet, 2001; Frankham et al., 2002).

Endogamia

La endogamia es resultado de apareamientos entre individuos emparentados.
Matematicamente se define como la probabilidad de que dos alelos en un locus
sean idénticos por descendencia y se cuantifica con el coeficiente de endogamia
(F). Este dltimo varia de 0 (no hay endogamia) a 1 (endogamia perfecta) y se
calcula mediante F = 1 - (Hi / Ho) donde Hi representa el grado de
heterocigosidad en una poblacién con endogamia y Ho representa el grado de
heterocigosidad que se presenta con cruzamientos al azar en una poblacién
infinita. La endogamia puede tener mayor efecto en poblaciones pequefas porque
aumentan las probabilidades de cruzas entre individuos emparentados, esto a su
vez disminuye la heterocigosidad y aumenta la homocigosidad. Al aumentar ésta
ultima, la probabilidad de fijacion de alelos deletereos se incrementa,
consecuentemente las poblaciones se encuentran mas expuestas a la extincion

por las razones explicadas en la pagina 9 (Frankham et al., 2002)
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Estadistica F de Wright

La endogamia total en poblaciones subdivididas (Fit) tiene un componente que se
atribuye a la endogamia dentro de subpoblaciones (Fis) y el otro debido a la
diferenciacioén entre las subpoblaciones (Fst). De tal modo que Fit = Fis + Fst -
(Fis) (Fst). Asi, en poblaciones subdivididas se presenta disminucion en la
heterocigosidad debido a que la endogamia probablemente producida por
barreras geograficas que impiden el flujo génico de las subpoblaciones, esto se
conoce como efecto Wahlund; la reduccién de esta heterocigosidad puede

medirse con Fst (Frankham et al., 2002).

Cuello de Botella

El cuello de botella representa pérdida aleatoria de variacidn genética en periodos
de tiempo cortos debido a la reduccion drastica en el tamafio poblacional. Al
reducirse la variacion genética, las poblaciones se encuentran mas expuestas a la
extincién por problemas como la endogamia (Quamaruz-Zaman et al., 1998;
Frankham et al., 2002;).

El cuello de botella es dificil detectarse, ya que es necesario el uso de
datos historicos sobre demografia de las poblaciones. Sin embargo, Cornuet y
Luikart (1996) han propuesto un método para evaluar el cuello de botella en
poblaciones que previamente lo han experimentado y que se encuentran bajo un
equilibrio entre mutacion y deriva génica.

Bajo estas condiciones de equilibrio, una poblacion que experimenta un
cuello de botella presenta una disminucion en el numero de alelos y en la
heterocigosidad, pero esta ultima diminuye mas lentamente que la primera. De tal
manera que la deficiencia de alelos en relacion con la heterocigosidad (exceso de
heterocigotos, Cornuet y Luikart, 1996) puede evidenciar un cuello de botella.
Para detectar lo anterior, el método utiliza una prueba de signo, una prueba de
diferencias estandarizadas y una prueba Wilcoxon (Cornuet y Luikart, 1996). Los
mismos autores recomiendan, para estudios de aloenzimas, el modelo de alelos
infinito (MAI) donde se supone que cada mutacion produce un alelo nuevo y las

probabilidades de que esta mutacion se de en reversa son practicamente nulas.
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Autocorrelacion espacial global

Esta es una técnica multivariada desarrollada por Smouse y Peakall (1999) que
emplea loci y alelos de forma combinada. Se utilizan matrices de distancia
genética y distancia geografica para generar un coeficiente de autocorrelacion (r)
que provee una medida de la relacidén entre pares de individuos y su separacion
geografica agrupada en categorias de distancia. Los resultados se observan en
un correlograma y como pruebas estadisticas se utilizan métodos de
permutaciones y bootstrapping para probar la hipétesis nula de que r = 0; es decir,
ausencia de estructura genética y por lo tanto distribucion al azar (Peakall y
Smouse, 2006).

Objetivos

Objetivo general

Determinar la variacion genética en dos poblaciones de Catopsis berteroniana
(Bromeliaceae); una poblacién sin aparente perturbacion y otra sujeta a
explotacion, en la localidad de Santa Catarina Ixtepeji, Oaxaca, México utilizando

el método de electroforesis de proteinas en almidén.

Objetivos particulares

a) Estimar la diversidad genética y la estructura genética de C.
berteroniana en dos poblaciones. Una sin explotacion (El Cerezal) y otra sujeta a
explotacion (Reynoso).

b) Indagar si existe evidencia de un cuello de botella en las poblaciones

c) Conocer la relacion entre la estructura genética poblacional de C.

berteroniana y su distribucion espacial.
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Materiales y métodos

Especie de estudio

La especie Catopsis berteroniana (Schult. & Schult. f.) Mez. Pertenece a la familia
Bromeliaceae y tiene habitos epifitos. Se distribuye ampliamente en el continente
americano desde el sureste de Estados Unidos, México, Antillas, Centroamérica,
Venezuela y el este de Brasil. Se ha observado como una especie clonal (de uno
a dos hijuelos en la parte mas basal de la planta, observacion personal).
Probablemente también presente reproduccion cruzada por la estructura floral
(observacion personal). El dimorfismo sexual es claro en la inflorescencia
escamosa. Las plantas femeninas presentan, generalmente, menor numero de
flores asi como un mayor tamafio en relacion con las masculinas; ademas los
organos masculinos parecen vestigiales. Las plantas masculinas presentan,
normalmente, mayor numero de flores de menor tamafo respecto a las femeninas
y los érganos femeninos son vestigiales. En las poblaciones de estudio las plantas
adultas varian en tamafio de 25-60 cm de largo. La floracién se presentd durante
los meses de noviembre 2005 a enero 2006, se registrd liberacion de semilla
durante marzo del mismo afio asi como produccion de fruto de agosto a

diciembre.

Area de estudio

El trabajo se realizé en el municipio de Santa Catarina Ixtepeji, distrito de Ixtlan de
Juarez. Este municipio se localiza en la porcién nordeste del estado de Oaxaca,
México (Instituto nacional para el federalismo y el desarrollo municipal, 2002).
Presenta una precipitacion anual de 600 a 800 mm con lluvias en verano. En
épocas muy lluviosas la precipitacién alcanza 1200 mm (Vidal-Zepeda, 1990). La
temperatura media anual es 18 °C (Servicio Meteorolégico Nacional, 1971-2000).
El tipo de vegetacion se compone por bosque de pino, bosque de encino, bosque
de pino - encino, selva baja caducifolia, pastizal inducido, y agricultura de
temporal (INEGI, modificado por CONABIO 1999). El Clima es C (w1) templado
subhumedo (CONABIO, 1998). El tipo de suelo es leptosol y regosol
(Subsecretaria de Recursos Naturales, 1998). Los rios Quilotepec, Grande y
Cebollal atraviesan este municipio (Maderey-R. y Torres-Ruata 1990). Santa
Catarina Ixtepeji colinda al norte con San Miguel del Rio, Santa Maria Jaltianguis

e Ixtlan de Juarez; al sur con Tlalixtac de Cabrera; al este con Santa Catarina

25



1900000 1904000 1908000 1912000 1916000

1896000

Lachatao y San Juan Chicomezuchil; al oeste con Nuevo Zoquiapan y San Pablo
Etla (INEGI, 2005).

Muestreo

Se ubicaron dos zonas de muestreo, El Cerezal y Reynoso (Figura 1). El
muestreo en El Cerezal (17° 14' N y 96° 34’ O, altitud 2200 m) abarcé una
superficie aproximada de 0.556 Km? con vegetacidn de encino y encino-pino. La
poblacién de Reynoso (17° 15' N y 96°32' O, altitud 2100 m) abarcé una superficie
aproximada de 0.245 Km?, con vegetacion de encinar. Las especies vegetales
observadas se muestran en la Tabla 1.

Vegetacion
Agricultura de Temporal
Bosque de Pino
Bosque de Pino Encino
Bosque de Encino
Bosque de Encino vs arbustos
Bosque de Encino Pino

Pastizal Inducido

Selva Baja Caducifolia

Selva Baja Caducifolia vs arbustos

Sitios de estudio
_ . El Cerezal
I — \ Reynoso

752000 756000 760000 764000

Figura 1. Mapa de Santa Catarina Ixtepeji, Oaxaca. Las dos localidades de colecta para Catopsis
berteroniana: “El Cerezal”’ y “Reynoso”.
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Tabla 1. Especies vegetales observadas en las poblaciones de estudio en Santa Catarina Ixtepeji,

Ixtlan, Oaxaca, México. “ * "=presencia y “ - "=ausencia.
Especie vegetal Cerezal Reynoso

Terrestres

Agave aff. marmorata Roezl - *
Arctostaphylos pungens Kunth * *
Dodonaea viscosa Jacq. - *
Ferocactus macrodiscus (Mart.) Britton & Rose - *
Opuntia lasiacantha Pfeitt. * -
Opuntia spp. - *
Pinus pseudostrobus var. apulcensis (Lindl.) Shaw * -
P. teocote Schitdl. & Cham. * -
Quercus spp. * *
Vachellia (Acacia) pennatula (Schultdl. & Cham.) Seigler & Ebinger - *
Epifitas

Catopsis berteroniana (Schult. & Schult. f.) Mez * *
T. carlos- hankii Matuda * -
Tillandsia prodigiosa (Lem.) Baker * -
T. recurvata (L.) L. * *
Tillandsia usneoides (L.) L - *
Parasita

Loranthaceae sp. * *

La distancia entre una poblacion y otra es de 3 Km, aproximadamente. Se
realizaron colectas de hojas de individuos separados por un minimo de 0.007 Km
entre si y un maximo de 0.560 Km de distancia entre las muestras en cada
poblacion. Se colectaron muestras de 71 individuos en El Cerezal y 63 en
Reynoso. Los individuos muestreado fueron ubicados con un geoposicionador
(GPS) 12XL 12 channel Garmin (Figuras 2 y 3).
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Figura 2. Mapa de “El Cerezal”, Santa Catarina Ixtepeji, Oaxaca. Puntos de colecta para Catopsis

berteroniana. En azul, colecta de marzo; en verde, colecta de octubre; en lila, colecta de

diciembre, 2006.
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Figura 3. Mapa de “Reynoso”, Santa Catarina Ixtepeji, Oaxaca. Puntos de colecta para Catopsis

berteroniana. En azul, colecta de marzo; en verde, colecta de octubre; en lila, colecta de

diciembre, 2006.
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Electroforesis de proteinas

Las muestras colectadas se mantuvieron refrigeradas a 4 °C hasta la extraccion
de proteinas. Se utilizé N, liquido y la solucién amortiguadora de Soltis et al.
(1983) para extraer las proteinas. Las extracciones se congelaron a - 60 °C. Para
el analisis electroforético se utilizaron los protocolos de Shaw y Prasad (1970),
Conkle et al. (1982), Soltis et al. (1983), Cheliak y Pitel (1984), Wendel y Weeden
(1989), Kress (1990), Murphy et al. (1996) y Gonzalez (2004). Se probaron tres
sistemas de corrimiento: citrato de morfolina (pH 7.5, Conkle et al., 1982),
histidina-citrato (pH 5.7, Cheliak y Pitel, 1984), y tris citrato-borato de litio (pH 8.3,
Conkle et al., 1982) y en geles horizontales de almidon (12.6 %). El tiempo de

corrimiento fue de 3 a 5 horas a 50 mA. Se probaron 17 enzimas (Tabla 2).

Tabla 2. Enzimas probadas para el estudio de electroforesis de proteinas en Catopsis berteroniana
en las poblaciones de estudio (El Cerezal y Reynoso), Santa Catarina Ixtepeji, Ixtlan, Oaxaca,
México. EC= Comision de Enzimas

No. Nombre de la enzima recomendado por EC EC* Abreviatura
1 Alcohol deshidrogenasa 1.1.1.1 ADH

2 Aspartato transaminasa 2.6.1.1 AAT

3 Carboxilesterasa 3.1.1.1 EST

4 Dihidrolipoil deshidrogenasa 1.8.1.4 DIA

5 Fosfatasa acida 3132 ACP

6 Fosfatasa alcalina 3.1.31 ALP

7 6-Fosfogluconato-deshidrogenasa 1.1.1.44 PGDH

8 Fosfoglucomutasa 54.2.2 PGM

9 Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa 1.2.1.12 G3PDHyap
10 Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa 1.2.1.9 G3PDHyapp
11 Glucosa- 6- fosfato isomerasa 5.3.1.9 GPI

12 Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa 1.1.1.49 G6PDH

13 Glutamato deshidrogenasa 14.1.2 GDH

14 Isocitrato deshidrogenasa 1.1.1.42 IDH

15 Leucil aminopeptidasa 3.4.11.1 LAP

16 Malato deshidrogenasa 1.1.1.37 MDH

17 Peroxidasa 1.11.1.7 PER

La interpretacion genética de los zimogramas se realizé con ayuda de los
programas Corel Photo-Paint version 11.633 para Windows y Kodak 1D image
analysis 3.6. Los detalles de las soluciones para el tefildo de enzimas
estandarizadas se encuentran en el Anexo |. Para varios loci presentes se
numeraron en orden segun el decremento en movilidad, igualmente para los

alelos.
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Analisis genéticos

Los datos de genotipos en los individuos se analizaron con el programa FSTAT
version 2.9.3 (Goudet, 2001). Se realizé una prueba de desequilibrio genotipico, la
cual permite evaluar la significancia de asociacion entre pares de loci por
remuestreo al azar y asi determinar si existe evidencia de asociacion entre loci.
En caso de que existan asociaciones sera necesario eliminar aquellos loci que
resulten redundantes en los analisis genéticos. La probabilidad de rechazar la
hipétesis nula (no existe asociacion entre los pares de loci) se ajusté con el
método de Bonferroni al 0.05 usando una probabilidad de 0.001389 en 720
permutaines para 36 pares de loci. Se analiz6 el porcentaje de polimorfismo (P)
como numero de loci polimérficos entre el numero total de loci, el numero de
alelos por locus (A), el numero de alelos por locus polimoérfico (Ap), la riqueza
alélica (Rt) que es equivalente al numero de alelos por locus por métodos de
rarefaccién, la heterocigosidad observada (Ho) que equivale al numero de
individuos heterocigotos entre el numero total de individuos muestreados y la
heterocigosidad esperada (He) bajo un equilibrio de Hardy - Weinberg.

Para determinar hasta qué grado la endogamia observada se debe a
cruzamientos consanguineos o a diferenciacidn genética entre poblaciones
(efecto Wahlund) se calculé la estadistica F de Wright con el programa FSTAT
version 2.9.3 (Goudet, 2001) utilizando las técnicas de analisis de varianza
propuestas por Weir y Cockerham (1984); donde Fit estima el grado de
endogamia total, Fis estima el grado de endogamia dentro de las poblaciones y
Fst es el indice de fijacion que mide los efectos de subdivision poblacional. Como
prueba estadistica se utilizaron intervalos de confianza calculados por el método

de bootstrapping al 95%.

Cuello de botella

Para detectar cuellos de botella se estudiaron las frecuencias alélicas usando el
software Bottleneck version 1.2.02 de Cornuet y Luicart (1996). Se us6 el modelo
de alelos infinitos (MAI) por ser mas apropiado para datos enzimaticos, con 1000
iteraciones. Para probar la probabilidad de rechazo de la hipétesis nula (no existe
exceso de heterocigosidad, Cornuet y Luicart, 1996) se us6 con una prueba
Wilcoxon de signo-rango con dos colas, la cual provee de una potencia

estadistica relativamente alta.
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Distribucion espacial de los genotipos

Para investigar el tipo de estructura genética espacial en las poblaciones de
estudio se utilizé una prueba de autocorrelacién espacial multialélica y
multivariada desarollada por Smouse y Peakall (1999) con el programa GenAlEx6
(Peakall y Smouse, 2006). Este analisis genera un coeficiente de autocorrelacion
(r). El coeficiente r varia de - 1 a + 1. Cuando r presenta valores de cero o
cercanos a éste, no existe evidencia de autocorrelacion espacial en la poblacion y
por lo tanto se infiere distribucion al azar. Para probar la hipotesis nula de que
dicho coeficiente es igual a 0 se utiliza bootstrapping y permutaciones con 1000
iteraciones a un 95% de intervalo de confianza. Si r # 0, se encuentra fuera del
intervalo de confianza en permutaciones y el intervalo de confianza de
bootstrapping no atraviesa r = 0, entonces se infiere una estructura genética

espacial significativa.

Resultados

Isoenzimas

De las 17 enzimas probadas, cinco mostraron polimorfismo genético (Figuras 4-
9): PGDH, PGM, PER, GPIl y AAT. La interpretacién de G3PDHyapp fue dudosa,
ya que posiblemente exista duplicacion (Anexo Il). Se contabilizaron nueve loci
polimorficos y uno monomorfico. De lo anterior no existe diferencia entre las dos
poblaciones, no obstante para El Cerezal se encontraron 31 alelos mientras que
para Reynoso fueron 33. Todas las bandas de las isoenzimas, excepto PER-3,

migraron anodalmente.

Aspartato transaminasa (AAT, EC 2.6.1.1)

La enzima AAT presento tres loci polimérficos y diméricos con tres alelos cada
uno (Figura 4). El genotipo 22 fue el mas comun para los tres loci. AAT-3 presento
tres alelos en El Cerezal y dos en Reynoso. El alelo 3 se observé como exclusivo

y unico en el genotipo 23 en El Cerezal.
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Figura 4. Zimograma correspondiente a la enzima AAT. Tres loci encontrados (AAT - 1, AAT -2y
AAT - 3) con algunas combinaciones alélicas observadas (11, 12, 22, 23 y 33) para Catopsis
berteroniana en las poblaciones de estudio (El Cerezal y Reynoso) de Santa Catarina Ixtepeji,
Ixtlan, Oaxaca.

6 - fosfogluconato deshidrogenasa (PGDH, EC 1.1.1.44)

La enzima PGDH se observo con dos loci polimorficos y diméricos (PGDH-1 y
PGDH-2), cada uno con tres alelos, ademas de un loci monomorfico (PGDH-3)
(Figura 5). Los genotipos mas comunes en PGDH-1 fueron 11 y 22, en PGDH-2 el

genotipo mas comun fue el 11. No se detectaron alelos exclusivos ni unicos.

1 —_ 1
PGDH-1 —
3 — 3 33
[ R S | I
PGDH-2 — 2 2 22
3
PGDH-3{_11 L I L I b

Figura 5 Zimograma correspondiente a la enzima PGDH. Tres loci encontrados (PGDH - 1, PGDH
- 2 y PGDH - 3) con algunas combinaciones alélicas observadas (11, 12, 13, 22, 23 y 33) para
Catopsis berteroniana en las poblaciones de estudio (El Cerezal y Reynoso) de Santa Catarina
Ixtepeji, Ixtlan, Oaxaca.
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Fosfoglucomutasa (PGM, EC 5.4.2.2)

La enzima PGM resulté monomeérica con cinco alelos en el unico locus observado
(Figura 6). El genotipo 24 fue el mas comun. Se observaron dos alelos en El
Cerezal y cinco en Reynoso. El alelo 3 fue exclusivo de Reynoso. Ademas, los
siguientes alelos fueron exclusivos y unicos en Reynoso: alelo 1 se presentd con

el genotipo 13 al igual que el alelo 5 para el genotipo 25.

PGM 22 2 2 2 2

Figura 6. Zimograma correspondiente a la enzima PGM y el Unico loci con algunas de las
combinaciones alélicas observadas (13, 22, 23, 24, 25) para Catopsis berteroniana en las
poblaciones de estudio (El Cerezal y Reynoso) de Santa Catarina Ixtepeji, Ixtlan, Oaxaca.

Glucosa - 6 - fosfato isomerasa (GPI, EC 5.3.1.9)

La enzima GPI se detecté como una enzima dimérica, GPI-1 y GPI-2 fueron
polimorficos (Figura 7). Sin embargo, la definicion de bandas en GPI-1 no fue lo
suficientemente nitida por lo tanto este locus no se incluy6 en los analisis. El
genotipo mas comun fue 13. Se observaron seis alelos para GPI-2 en El Cerezal y

siete en Reynoso. El alelo 6 fue exclusivo de Reynoso.

11
GPI-1 22

GPI-2 <

Figura 7. Zimograma correspondiente a la enzima GPI. Dos sistemas (GPI - 1y GPI - 2). GPI -1
muestra los Unicos genotipos legibles (11 y 22).GPI — 2 muestra algunas de las combinaciones
alélicas observadas (13, 14, 25, 26, 37) para Catopsis berteroniana en las poblaciones de estudio
(El Cerezal y Reynoso) de Santa Catarina Ixtepeiji, Ixtlan, Oaxaca.
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Peroxidasa (PER, EC 1.11.1.7)

En la enzima PER se detectaron tres loci polimorficos y monomeéricos (Figura 8).
PER-1 fue anodal, sin embargo la definicién de bandas no fue clara y no se
incluyé en los analisis. PER-2, también anodal, el genotipo mas comun fue 33,
mostré cuatro alelos. PER-3 fue catodal, el genotipo mas comun fue el 22,
presento tres alelos en El Cerezal y dos en Reynoso. El alelo 3 fue exclusivo de El

Cerezal en el genotipo 33.

1 T 1
PER1 | _2 _ 2 _2 22
(11
_2 _2
A ~— 3 3 __ 33
PER-2 4 4 44
L — — —_
I et
22 2 2 2 22
PER-3 <
33
. —

Figura 8. Zimograma correspondiente a la enzima PER, la linea discontinua indica origen del gel.
PER - 1y PER - 2 fueron anodales y PER - 3 fue catodal. PER - 3 muestra los Unicos genotipos
legibles (12 y 22). PER - 1 y PER — 2 muestran algunas otras de las combinaciones alélicas
observadas (11, 12, 22, 23, 24, 33, 34, 44) para Catopsis berteroniana en las poblaciones de
estudio (El Cerezal y Reynoso) de Santa Catarina Ixtepeji, Ixtlan, Oaxaca.

Gliceraldehido - 3 - fosfato deshidrogenasa NADP+
(G3PDHpapp, EC 1.2.1.9)

Las bandas observadas en G3PDHnapp fueron claras y sugieren existencia de
duplicacién génica debido al patron de bandeo que presenté (Figura 9). Se trato
de interpretar como una enzima monomorfica tetraploide y hexaploide sin llegar a
una propuesta factible que pudiera explicar el patron de bandas observado
(Apéndice Il). Se requieren estudios posteriores que ayuden a aclarar la
interpretacion. Por la dificultad que se tuvo para la correcta interpretacion de esta

enzima no fue tomada en cuenta para los analisis genéticos.
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Figura 9. Zimograma correspondiente a la enzima G3PDHyapp para Catopsis berteroniana en las
poblaciones de estudio (El Cerezal y Reynoso) de Santa Catarina Ixtepeji, Ixtlan, Oaxaca. No hay
una interpretaciéon genética plausible para el zimograma (Apéndice II).

Analisis genéticos
Prueba sobre desequilibrio genotipico

No se detentd evidencia significativa de asociaciones dependientes entre los
pares de loci analizados. Sin embargo, PGDH-1 X PGDH-2 tuvo una probabilidad
cercana a la significancia (Tabla 3). Los resultados anteriores sugieren que los
loci se distribuyeron de manera independiente, de tal modo que, es posible

incluirlos en los analisis genéticos.

Tabla 3. Valores de desequilibrio genotipico para los distintos loci encontrados en Catopsis
berteroniana en las poblaciones de estudio (El Cerezal y Reynoso) en Santa Catarina Ixtepeji,
Ixtlan, Oaxaca, México. Con base en 720 permutaciones. Correcciones Bonferroni, Probabilidad =
0.05; ajuste = 0.001389.

Pares de loci Probabilidad Pares de loci Probabilidad
PGDH-1 X PGDH-2  0.001390 PER-2 X AAT-3 0.309720
PGDH-1 X PER-2 0.080560 PER-2 X GPI-2 0.202780
PGDH-1 X PER-3 0.720830 PER-2 X PGM 0.020830
PGDH-1 X AAT-1 0.181940 PER-3 X AAT-1 0.183330
PGDH-1 X AAT-2 0.840280 PER-3 X AAT-2 0.226390
PGDH-1 X AAT-3 0.737500 PER-3 X AAT-3 0.733330
PGDH-1 X GPI-2 0.944440 PER-3 X GPI-2 0.715280
PGDH-1 X PGM 0.058330 PER-3 X PGM 0.163890
PGDH-2 X PER-2 0.476390 AAT-1 X AAT-2 0.004170
PGDH-2 X PER-3 0.686110 AAT-1 X AAT-3 0.397220
PGDH-2 X AAT-1 0.163890 AAT-1 X GPI-2 0.498610
PGDH-2 X AAT-2 0.595830 AAT-1 X PGM 0.629170
PGDH-2 X AAT-3 0.122220 AAT-2 X AAT-3 0.619440
PGDH-2 X GPI-2 0.938890 AAT-2 X GPI-2 0.395830

PGDH-2 X PGM 0.073610 AAT-2 X PGM 0.693060
PER-2 X PER-3 0.300000 AAT-3 X GPI-2 0.011110
PER-2 X AAT-1 0.223610 AAT-3 X PGM 0.356940
PER-2 X AAT-2 0.162500 GPI-2 X PGM 0.501390
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Polimorfismo, riqueza y diversidad alélica

De los 10 loci examinados, nueve fueron polimorficos, es decir, existe un 90% en
porcentaje de polimorfismo. Los nueve loci polimérficos fueron PGDH-1, PGDH-2,
PER-2, PER-3, AAT-1, AAT-2, AAT-3, GPI-2 y PGM. El locus PGDH-3 se observo
monomorfico. Todo lo anterior es aplicable tanto en la poblacién ElI Cerezal como
en la de Reynoso. El numero de alelos por locus (A), el numero de alelos por
locus polimorfico (Ap) y la riqueza alélica (Rt), fueron altas para ambas
poblaciones; sin embargo, la poblacion de Reynoso presento valores ligeramente

mayores que los de El Cerezal (Tabla 4).

Tabla 4. Numero de alelos por locus (A), nimero de alelos por locus polimérfico (Ap) y riqueza
alélica (Rt) para Catopsis berteronia en las poblaciones de estudio, Santa Catarina Ixtepeji, Ixtlan,
Oaxaca, México.

Poblacion A Ap Rt

El 3.100 3.333 3.079
Cerezal
Reynoso  3.333 3.560 3.267

Heterocigosidad

El promedio de la heterocigocidad observada (Ho) asi como la esperada bajo un
equilibrio Hardy - Weinberg (He) para ambas poblaciones de estudio (El Cerezal y
Reynosos) sugieren una elevada variabilidad genética en las poblaciones
respecto a otras bromelias (Soltis et al. 1987, Murawski y Hamrick 2001). Sin
embargo, de los nueve loci polimorficos siete presentaron evidencia de

endogamia; es decir, déficit de heterocigosidad (Tabla 5).

Tabla 5. Heterocigosidad observada (Ho) y heterocigosidad esperada bajo equilibrio Hardy -
Weinberg (He) en Catopsis berteroniana en las poblaciones de estudio de Santa Catarina Ixtepeji,
Ixtlan, Oaxaca, México. Entre paréntesis desviaciéon estandar.

He Ho Probabilidad
Loci El Cerezal Reynoso El Cerezal Reynoso Cerezal Reynoso

PGDH-1 0.667 (0.040) 0.614 (0.028) 0.267 (0.002) 0.083(0.032) 0.014 0.012
PGDH-2 0.411 (0.003) 0.435(0.003) 0.260 (0.003) 0.250 (0.008) 0.974 0.818
PER-2 0.501 (0.016) 0.466 (0.007) 0.286 (0.001) 0.278 (0.004) 0.582 0.305
PER-3 0.212 (0.025) 0.121(0.042) 0.111(0.024) 0.125(0.025) 0.999 0.624
AAT-1 0.249 (0.020) 0.397 (0.003) 0.176 (0.015) 0.250 (0.008) 0.313 0.094
AAT-2 0.168 (0.031) 0.311 (0.015) 0.182(0.014) 0.188 (0.017)  0.291 0.077
AAT-3 0.133 (0.036) 0.080 (0.048) 0.100 (0.026) 0.027 (0.040) 0.460 0.135
GPI-2 0.778 (0.056) 0.817 (0.057) 0.655(0.054) 0.840 (0.076) 0.265 0.230
PGM 0.366 (0.003) 0.503 (0.012) 0.476 (0.028) 0.705 (0.057) 0.030 0.007
Promedio  0.387 0.416 0.279 0.305 0.026 0.024
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Estadistica F de Wright

Los analisis en la estadistica F de Wright mostraron una baja endogamia total (Fit)
asi como una ligera endogamia dentro de las poblaciones (Fis). Ademas, esta
técnica no detectd evidencia de que las poblaciones estuvieran subdivididas (Fst)
(Tabla 6).

Tabla 6. Estadistica F de Wright de Catopsis berteroniana para nueve loci polimoérficos de las
poblaciones (El Cerezal y Reynoso), Santa Catarina Ixtepeji, Ixtlan, Oaxaca, México. Fit=
coeficiente de endogamia total de las poblaciones, Fis= coeficiente de endogamia dentro de las
poblaciones, Fst= coeficiente de endogamia entre poblaciones. Entre paréntesis el intervalo de
confianza al 0.95 obtenido por medio de la técnica de bootstrapping.

Loci Fit Fis Fst
PGDH-1 0.631 0.596 0.087
PGDH-1 0.393 0.397 -0.006
PER-2 0.465 0.471 -0.011
PER-3 0.290 0.306 -0.023
AAT-1 0.342 0.335 0.011
AAT-2 0.225 0.214 0.014
AAT-3 0.369 0.375 -0.010
GPI-2 0.089 0.070 0.020
PGM -0.377 -0.360 0.017
Total 0.271(0.045-0.480)  0.256(0.035-0.462) 0.021 (-0.003-0.048)

Cuello de botella

Los valores de heterocigosidad (esperada en equilibrio Hardy-Weinberg y
esperada para un equilibrio mutacidn- deriva bajo el modelo de alelos infinito, en
general, fueron elevados (entre 0.3 y 0.8) (Tabla 7). Asi, cinco de nueve valores
de heterocigosidad resultaron elevados en El Cerezal, siete en Reynoso y seis

para el analisis que incluye ambas poblaciones (Tabla 7).

Tabla 7. Heterocigosidades esperadas en Hardy- Weinberg y el modelo de alelos infinitos (MAI) en
las poblaciones de estudio para Catopsis berteroniana, Santa Catarina Ixtepeji, Ixtlan, Oaxaca,
México. Prueba de dos colas de Wilcoxon= 0.734.

El Cerezal Reynoso Ambas poblaciones

lsoenzima = Hardy- 1\ propabiidad 12 MAl  Probabiidad P MAI Probabilidad
Weinberg Weinberg Weinberg

PGDH-1 0.653 0.416 0.050 0.606 0.376 0.080 0.658 0.344 0.012
PGDH-2  0.410 0.330 0.379 0.433 0.340 0.400 0.421 0.297 0.319
PER-2 0.496 0.499 0.423 0.459 0.503 0.346 0.479 0.439 0.490
PER-3 0.210 0.399 0.208 0.121 0.247 0.387 0.167 0.343 0.246
AAT-1 0.248 0.324 0.390 0.395 0.337 0.432 0.315 0.289 0.457
AAT-2 0.168 0.309 0.308 0.310 0.332 0.453 0.236 0.289 0.439
AAT-3 0.133 0.323 0.207 0.079 0.198 0.397 0.110 0.297 0.253
GPI 0.777 0.561 0.014 0.817 0.623 0.009 0.804 0.573 0.006
PGM 0.367 0.193 0.216 0.505 0.520 0.389 0.441 0.473 0.361
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Autocorrelacion espacial global

La autocorrelacion espacial global de C. berteroniana se realiz6é agrupando las
distancias en cada kildbmetro (Figura 13). Se detectd un valor de correlacion (r)
entre pares de individuos separados a menos de 1 Km de distancia, con un punto
de intercepcion (r = 0) a los 2.283 Km y también valores negativos para individuos
separados a mas de 3 Km entre si. por lo tanto la distribucion, en general, no es al
azar como se esperaria con un r = 0. Debido a que la autocorrelacién de las
plantas muestreadas disminuye conforme aumenta la distancia, existe un

aislamiento por distancia.
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Figura 13. Correlograma que muestra la autocorrelacién espacial (r) en funcion de la distancia
cada Km para Catopsis berteroniana en las poblaciones de estudio (El Cerezal y Reynoso) de
Santa Catarina Ixtepeji, Ixtlan, Oaxaca, México. Intervalos de confianza al 95% por permutaciones
al azar y barras de intervalo de confianza al 95% por bootstrapping, siguiendo la hipétesis nula de
una distribucion al azar (r = 0).

Discusion

Isoenzimas

Sarthou et al. (2001) encontraron en Pitcairnia geyskesii tres isoenzimas para
AAT, igual que lo observado en C. berteroniana, pero en P. geyskesii AAT-3 fue
monomorfica a diferencia del polimorfismo encontrado en C. berteroniana. En P.
geyskesii se encontré que PGM-1 tuvo cuatro aloenzimas, mientras que en C.
berteroniana se observaron cinco.

El nimero de isoenzimas de PGDH y GPI encontrado en C. berteroniana
concuerda con lo reportado en las bromelias Tillandsia ionantha y T. recurvata por
Soltis et al. (1987). En PGDH-1, los patrones de bandeo fueron ilegibles en dichas
Tillandsias y ambas presentaron dos alelos en PGDH-2 comparado con los tres
alelos por cada sistema polimoérfico encontrado en C. berteroniana. Por otro lado,

en GPI-2 el numero de aloenzimas para T. ionantha (cuatro) es menor al de C.
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berteroniana (siete), mientras que para PGM-1 se encontré el mismo numero de
alelos (cinco) tanto en C. berteroniana como en T. ionantha. Soltis et al. (1987) no
reportan duplicacion en G3PDHnapp. Estos autores encontraron dos sistemas
(uno polimérfico) en T. ionantha y tres sistemas monomorficos en T. recurvata.

Gonzalez-Astorga et al. (2004) observaron en T. achyrostachys, un alelo en
PER-1 asi como dos alelos en PGM y GPI. El numero de alelos presentes en
Catopsis berteroniana es mayor: hasta cuatro alelos en PER, cinco en PGM y
siete en GPI. El nUmero de sistemas en PGM (uno) de ambas bromelias coincide
a pesar de que en otras bromelias se han reportado dos y tres sistemas (Soltis et
al., 1987; Murawski y Hamrick, 1990; Sarthou et al., 2001).

La bromelia Aechmea magdalenae (Murawski y Hamrick, 1990) y Tillandsia
achyrostachys (Gonzalez-Astorga et al., 2004) mostraron menor numero de alelos
(un maximo de dos alelos en cada locus de las enzimas AAT, PGM, PGDH y PGl
en A magdalenae y PGM, PGl y PER en T. achyrostachys). Segun Gonzalez-
Astorga et al. (2004), la variacion se debe a la pérdida de habitat de T.
achyrostachys, mientras que Murawski y Hamrick (1990) explican la variacion
electroforética de Aechmea magdalenae por el habitat fragmentado donde ésta se
localiza. La pérdida y fragmentacion del habitat son factores que, de manera
general, contribuyen a la disminucion de la variacién genética. Catopsis
berteroniana también se localiza en un habitat fragmentado y perturbado, ademas
esta sometida a extraccion por lo menos en una de las poblaciones estudiadas,
sin embargo la variabilidad genética fue alta probablemente debido al tipo de
reproduccion que al parecer es cruzada. Incluso, la variabilidad de aloenzimas en
Catopsis es comparable con la orquidea alotetraploide Spriranthes diluvialis (Artf y
Ranker, 1998).

Estimadores de la diversidad genética

Los valores promedio en el porcentaje de polimorfismo, riqueza alélica, numero de
alelos en el total de loci y loci polimérficos, asi como la heterocigocidad
observados en Catopsis berteroniana revelan una gran variabilidad genética. No
se encontraron estudios en genética de poblaciones con electroforesis de
proteinas que reporten tan altos niveles de variacion genética (Tabla 8). En
general las plantas de la Tabla 8 son de habitats fragmentados o con algun tipo
de perturbacion y los valores de variacion genética se consideraron altos a pesar
de las condiciones adversas; en el caso de las orquideas el tipo de reproduccion

predominante es cruzada y las semillas son, principalmente, anemédcoras lo cual
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puede influir en la variacion genética encontrada al incrementar el flujo genético.
Cabe hacer mencion que varios de los estudios reportan que el tamano de
muestra supera al del presente estudio, no obstante la variacion encontrada en
ésta ultima especie es la mas sobresaliente (Tabla 8).

Pocos estudios muestran estos niveles de variacion usando isoenzimas
(Borba et al. 2001; Gonzalez-Astorga et al.2005).

Estadistica F de Wright

La estadistica F de Wright muestra un valor de Fis relativamente bajo (0.256) lo
que sugiere una ligera endogamia dentro de las poblaciones. Esto puede deberse
a que la reproducciéon no es netamente al azar porque muchas de las semillas
germinan cerca de la planta materna incrementando asi las posibilidades de
cruzas entre hermanos. En cambio el valor de Fst (0.021) no muestra evidencia
de diferenciacién genética entre las poblaciones estudiadas. La dispersion
anemocodrica de las semillas en C. berteroniana que posiblemente aumenta las
probabilidades de flujo génico pudiera explicar la baja diferenciacién entre ambas
poblaciones. Por otro lado, las poblaciones se encuentran relativamente cercanas
y es posible que esto permita un mayor movimiento genético (Schonewald et al.,
2003; Karkkainen et al., 2004; Flores-Palacios y Garcia-Franco, 2006). Esta
estructura genética puede deberse también al posible tipo de reproduccién
cruzada obligada que presenta, C. berteroniana, ya que se ha observado que los
sistemas de cruzamiento son parte importante en la definicién de dicha estructura
(Loveless y Hamrick, 1984; Del Castillo, 1994).

En general, las bromelias son autoincompatibles, los sistemas de
cruzamiento mas extremos se encuentran en el género Catopsis pues son plantas
dioicas, monoicas y a veces ginodioicas (Benzing, 1990). Otros mecanismos que
evitan la reproduccion entre organismos emparentados es la incompatibilidad, tal
como ocurre en el género Pleurothallis de las orquideas que pudiera explicar la
alta variabilidad genética encontrada en este género (Borba et al., 2001) (Tabla
8).
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Tabla 8. Tamafio de muestra aproximado (N), media del porcentaje de polimorfismo (P), media de
alelos por total de locus (A), media de alelos por locus polimorfico (Ap), riqueza alélica (Rt) y
heterocigosidad esperada (He) en bromelias, orquideas y otras plantas, se incluye la especie de

wty

estudio. = por poblacion

Media . . . :

Especie/ Fuente bibliografica N de P I\gc(:d'&a ZA:(KS '\élgdé? ZA:ﬁ;:
(%)

Bromelias
Catopsis berteroniana 134 80 3.200 3.440 3.173 0.399
Aechmea. magdalenae (Murawski et )
y Hamrick, 1990) 47-50° 24 1.797 2.096 0.121
A. tuitensis (Izquierdo y Pifero, 109 78 1600 2 400 ) 0.140
2000) ' ' )
Pitcairnia geyskesii (Sarthou et al., 162 63 1910 2910 ) 0.183
2001) ' ' ’
T. achyrostachys var. 2977
achyrostachys (Gonzalez-Astorga - 59 1.860 ' - 0.211
et al., 2004)
Tillandsia ionantha (Soltis et al.,
1087) 243 17 1.380 2.855 - 0.070
T. recurvata (Soltis et al., 1987) 4 1.040 2.000 - 0.010
Orquideas
Caladenia tentaculata (Peakall y
Beattie, 1996) - 24 1.600 - - 0.091
Eulophia sinensis (Sun, 1997) 57 1 1.006 - - -
Myrmecophila christinae var. a0t )
christinae (Vargas et al., 2006) 20-40° 17 2.110 1.350 0.345
Oncidium hookeri (Alcantara et al., 17-26" 55 1750 ) 1750 0.099
2006) ' ' ’
Orchis laxiflora (Arduino et al., ) 28 1300 2 051 ) 0.050
1996) ' ' '
Orchis morio (Rossi et al., 1992) 346 54 1.700 2.502 - 0.120
Orchis palustris (Arduino et al., ) 56 1100 2933 ) 0.020
1996) ' ' '
Orchis papilionacea (Arduino et al., 3000 89 2300 2700 ) 0.170
1995) ' ' ’
Pleurothallis adamantinensis
(Borba et al. (2001) - 63 2.100 - 2.100 0.272
P. fabiobarrosii (Borba et al., 2001) - 79 3.400 - - 0.395
P. johannensis (Borba et al., 2001) - 74 3.070 - - 0.346
P. ochreata (Borba et al., 2001) - 58 2.425 - - 0.265
P. teres (Borba et al., 2001) - 68 2.910 - - 0.324
Spiranthes diluvialis (Artf y Ranker, 651 63 1.800 2900 ) )
1998) ' '
Spiranthes hongkongensis (Sun, ) ) )
1997) 243 0 1.005
Zeuxine strateumatica (Sun,1997) 128 0 1.000 - - -

Otras plantas
Dioon angustifolium (Gonzalez-

Astorga, 2005) 200 52 1.600 2.300 - -

Musgos (Stoneburner et al., 1991) 18spp 36 - 1.510 - -
I1-|9eg1a)t|cas (Stoneburner et al., 8spp 15 ) 1280 ) i
Traqueofitas (Stoneburner et al.,

1991) 13spp 34 - 1.530 - -
- = sin dato
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Cuello de Botella

Gonzalez-Astorga et al. (2005) estudiaron posibilidades de cuello de botella en la
cicada Dioon angustifolium. Los autores encontraron una diversidad genética en
D. angustifolium comparable con la encontrada en C. berteroniana, ambas fueron
elevadas. Sin embargo, en D. angustifolium si existio diferencia significativa entre
los valores esperados de heterocigosidad (los valores de heterocigosidad
esperada bajo un equilibrio Hady- Weinberg resultaron mayores a los de
heterocigosidad esperada bajo un equilibrio en el modelo de alelos infinito) y por
lo tanto resulté en un cuello de botella, posiblemente debido a la fragmentacion
que ha sufrido la especie en un pasado reciente (Gonzalez-Astorga et al., 2005).

La deteccidn de un cuello de botella por el método utilizado falla cuando
éste no ha sido severo, cuando es reciente o muy lejano en el tiempo, cuando los
marcadores no son lo suficientemente variables (se descarta para C. berteroniana
por el parrafo anterior).

La prueba de cuello de botella incrementa su sensibilidad al utilizar
marcadores con elevada heterocigosidad (entre 0.3-0.8; Cornuet y Luikart, 1996).
En el presente estudio, varios loci estudiados presentaron alta heterocigosidad
esperada bajo un equilibrio Hady- Weinberg tanto por poblacion individual como
para ambas poblaciones. Es poco probable que no se detectara cuello de botella
en C. berteroniana por falta de marcadores genéticos sensibles.

Puede ser que los niveles de explotacion de C. berteroniana no sean lo
suficientemente severos como para ocasionar un cuello de botella. Por otro lado,
para averiguar si el cuello de botella fue reciente o lejano debe conocerse el
tamano de la poblacion después de ocurrido el cuello de botella por lo que en este
caso, si es que existid cuello de botella, no es posible determinar el lapso de
tiempo (reciente o lejano). No obstante, aparentemente, la explotacion de las
bromelias en Santa Catarina Ixtepeji empezé hace 60 afios, Catopsis berteroniana
fue una de las primeras en ser explotadas (Mujeres encargadas de las bromelias
en Santa Catarina Ixtepeji, comunicacién personal). Las mismas mujeres
comentan que la poblacion denominada “El Cerezal” no esta sujeta a explotacion
debido a que el numero de individuos no es grande en comparacién con la
poblacién de “Reynoso” que se explota afio con afo. Por lo anterior, lo mas
probable es que no se haya detectado cuello de botella porque simplemente no
hubo.

Por otro lado, se ha encontrado que esta bromelia se distribuye

principalmente en los bordes del bosque. Al aumentar la fragmentacion aumentan
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los bordes y por lo tanto, aparentemente, aumentan los sitios donde esta especie
se desarrolla. Estudios sobre deforestacion demuestran que ha habido pérdida de
bosque durante los anos de 1999 al 2000 (17.5 % en Cerezal y 53 .9 % en

Reynoso, Raul Rivera Garcia, comunicacion personal). De este modo, es posible
que la deforestacion esté favoreciendo hasta cierto punto a Catopsis berteroniana

al aumentar los bordes del bosque.

Autocorrelacion espacial global

En la bromelia C. berteroniana se encontré un patrén de aislamiento por
distancia al igual que lo observado en las orquideas Caladenia tentaculata
(Peakall y Beattie, 1996) y Orchis cyclochyla (Chung et al., 2005). Sin embargo,
en las orquideas la autocorrelacion fue significativamente positiva entre los 0.500
y 7.000 m de distancia mientras que para C. berteroniana a 1.000 Km de
distancia. Para las orquideas se esperaba que los valores de dispersion fueran
mas lejanos por el tipo de dispersion anemocoarica y por el diminuto tamano de la
semilla que normalmente es altamente versatil.

En general existe una estructura genética espacial en la poblacion de C.
berteroniana que se manifiesta como un aislamiento por distancia (Figura 13). Es
comun que las poblaciones cercanas geograficamente tengan una similitud mayor
porque no existen barreras fisicas que interrumpan el flujo génico y esta similitud
se reduce entre mas se alejan las poblaciones. La autocorrelacion, al integrar un
componente geografico con uno genético, da un resultado mucho mas exacto en
la diferenciacion poblacional, es por eso que se observa un aislamiento por
distancia entre las poblaciones de estudio. De alguna forma el flujo génico se
interrumpe con la distancia, esto puede deberse al tipo de dispersion de las
semillas o a la polinizacion por insectos, los cuales seguramente polinizan las
flores mas cercanas con mayor frecuencia que las alejadas.

A pesar de la explotacion que ha sufrido la bromelia C. berteroniana, desde
hace 60 anos aproximadamente (Mujeres encargadas de las bromelias en Santa
Catarina Ixtepeji, comunicacién personal), la poblacidn estudiada de esta especie,
parece encontrarse estable genéticamente de acuerdo con los analisis
efectuados. Es probable que la elevada variacidon genética observada en la
poblacion permita esta aparente estabilidad. Ademas, los estudios genéticos son
congruente con analisis demograficos (Plan de manejo y conservacion, 2007)
donde por lo menos tampoco existe evidencia de algun decremento en la

poblacion de Catopsis berteroniana.Las mismas mujeres de la comunidad
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comentan que las poblaciones de estudio son geograficamente cercanas por lo
que es posible que entre ambas exista un continuo flujo genético y explique la

poca diferenciacion entre ambas poblaciones.

Conclusiones

La diversidad genética estimada en Catopsis berteroniana mediante el
porcentaje de polimorfismo (P), numero de alelos por locus (A), numero de alelos
por loci polimdrfico (Ap), riqueza alélica (Rt), asi como el grado de
heterocigosidad resulté elevada en relacion con los valores obtenidos para otras
bromelias y otras plantas.

Los valores genéticos obtenidos en Catopsis berteroniana aunado a su
morfologia floral (observacion personal) sugieren que es una especie de
cruzamiento alégamo obligado con cierto grado de endogamia posiblemente por
cruzas entre individuos emparentados.

No se encontr6 evidencia de un cuello de botella.

Se observo una ligera endogamia en las poblaciones estudiadas atribuible
principalmente a cruzas consanguineas con respecto al estadistico F de Wrigth.

No existe suficiente evidencia genética de una separacién entre las
poblaciones propuestas como El Cerezal y Reynoso respecto al estadistico F de
Wrigth. Por otro lado, con la prueba de autocorrelacion espacial global se observo
un aislamiento por distancia.

No hay evidencia de disminucion de la diversidad genética en la poblacion

estudiada debido a la explotacion sobre la planta por los pobladores.
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Apéndices

Apéndice |. Soluciones para el tefiido de enzimas

Sistema de histidina

6 - fosfogluconato deshidrogenasa (PGDH) EC 1.1.1.44 (Cheliak y Pitel, 1984)

Acido 6 fosfoglucdnico (sal trisédica)
NADP

MTT

PMS

Tris HCL 0.2M pH 8.0

1% MgCl,

ARadase gota por gota al gel.

0.01g
1mL
1mL
500uL
5mL
1mL

Incubar en la oscuridad a 37 °C hasta que las bandas azul oscuro aparezcan (aproximadamente

45 min.)

Fosfoglucomutasa (PGM) EC 5.4.2.2 (Kress, 1990)

0.1 M Tris-HCI pH 8.0

a-d-glucosa 1 fosfato (sal disédica)
SIGMA G-7000

1M MgCl,

NADP

MTT

PMS

Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa

Incubar en la oscuridad a temperatura ambiente 30-40min.

50mL

0.05¢g
1mL
0.005¢g
0.01g
0.005¢g
0.1mL

Peroxidasa (PER) EC1.11.1.7 (Murphy et al., 1996)

Diluir 3 amino 9 etil carbazole
En N-N-dimetilformamida
Después anadir:

0.05M acetato de sodio pH 6.5
Peroxido de hidrogeno al 30%
Cloruro de calcio 0.1M

Refrigerar de 30-60min. Utilizar catodo.

0.044g
2.5mL

45mL
200puL
1mL

Gliceraldehido - 3 fosfato deshidrogenasa (G3PDHnapp) EC 1.2.1.9 (Wendel y

Weeden, 1989)

0.05M Tris-HCI pH 8.0

D-fructosa 1-6 difosfato (sal trisédica)
Acido arsénico (sal de sodio)
Aldolasa

NBT o MTT 0.01g/mL

PMS 0.002g/0.4mL

NADP 0.005g/mL

Incubar en la oscuridad a 37C.

50mL

0.1g

0.075¢g

50 unidades
1mL

400uL

1mL

Nota. Algunos tejidos vegetales son dependientes del NAD y otros del NADP para esta enzima.

Sistema de borato de litio

Aspartato transaminasa (AAT) EC 2.6.1.1 (modificado de Shaw y Prasad,

1970)

Acido a ketoglutarico

Acido L-aspartico

PVP 40T

Piridoxal 5 fosfato

EDTA tetrasddico

Fosfato de sodio monobasico

0.035¢
0.13g
0.5g
0.005¢g
0.05¢g
1.42¢g



Agua destilada 100mL

A ultima hora afiadir 0.1g fast blue BB, disolver completamente el pigmento cuidando de no
exponerlo a la luz.

Incubar en la oscuridad a temperatura ambiente 30-40min.

Glucosa - 6 - fosfato isomerasa (GPI) EC 5.3.1.9 (Gonzalez, 2004)

0.05M Tris-HCI pH 9.0 50mL

Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa

de 1000 unidades 15uL diluirlos en 3ml de agua
destilada

1 M MgCl, 6 10% (0.1M) MgCl, 1mL

NADP 1mL

MTT 1mL

PMS 0.5mL

Justo antes de tefir, agregar D fructosa 6 fosfato sal disédica 0.025g.

Incubar en la oscuridad a 37 °C.

Nota: Si el buffer cambia de color de azul a negro al afiadir D fructosa 6 fosfato, este ultimo esta
en mal estado.

Preparacion de cofactores (Conkle et al., 1982; Cheliak y
Pitel, 1984)

En 1ml de agua destilada agregar:

B-NAD 0.01g
B-NADP 0.01g
NBT 0.01g
MTT 0.01g
PMS 0.005g

Solucién amortiguadora para extraccion (Soltis et al., 1983)

Tris HCI 0.1M pH7.5 25mL
0.01M EDTA (sal tetrasddica) 0.1g
Cloruro de potasio 0.019¢g
PVP 40,000 2.59
Cloruro de magnesio hexahidratado 0.010M 0.05¢g
*Mercaptoetanol 25uL

*Se agrega poco antes de macerar.
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Apeéndice Il. Interpretacion genética de los zimogramas
en Gliceraldehido - 3 - fosfato deshidrogenasa NADP+
(G3PDHnapp, EC 1.2.1.9)

Se exploraron tres distintas interpretaciones genéticas de los zimogramas para Catopsis
berteroniana basados en la intensidad (aumenta si hay mas alelos implicados) y
ubicacién de la banda asi como la presencia de otros alelos (Figura 10- 12). Por ejemplo,
para dos alelos, A, y A; las variantes genotipicas para un heterocigoto tetraploide fueron
interpretadas como A1A1A1A;, A1A1AA; 0 A1ALALA,, asi mismo para un individuo
heterocigoto hexaploide se interpreté como AjA1A1A1A1A2, AtAAAIAA2, A AIAIAAA,,
A1A1AAAA; 0 A1AAALAA; (hexaploides). Lo anterior se hace mas complejo entre mas
alelos se presenten.

Interpretacion 1 (Figura 10): G3PDHnapp con un locus polimdérfico, monomeérico,
tetraploide y cinco alelos presentes (G3PDHyapp-1). Ademas de dos loci monomorficos
(G3PDHnapp-2 y G3PDHnapp-3). En el locus G3PDHnape-1, por ejemplo, el individuo 1
presentd una Unica banda que se interpreté como 1111. En el individuo 2 una banda es
mas intensa que la otra por lo que el genotipo 1115 pareceria adecuado. El individuo 3
presentd el genotipo 1245 no obstante, las bandas para el alelo 4 y 5 presentaron una
mayor intensidad y por lo tanto la descripcién del genotipo no corresponde del todo. En
los individuos 4 y 6 no fue posible determinar el cuarto alelo faltante debido a la
intensidad de las bandas: el individuo 4 (1257?) presenté la misma intensidad en las tres
bandas y el individuo 6 presentd una banda poco intensa (3) y dos igualmente intensas
(47, 57).

G3PDHyape-1

Jr_‘lﬂ'l _111 _1 _1
(tetraploide) <

y 4 4 4 44 4 4 4
b

Z3FPDHyape-2 { 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Z2PDHyapp-3 { 1 11 11

Individuo 1 2 3 4 5 B 7 g a 10 " 12 13

Figura 10. Zimograma correspondiente a la enzima G3PDHyapp. Se muestran la interpretacion
genética de tres loci: G3PDHyapp-1 polimorfico tetraploide (cinco alelos) y G3PDHyapp-2 y 3
monomorficos para Catopsis berteroniana en las poblaciones de estudio (El Cerezal y Reynoso)
de Santa Catarina Ixtepeji, Ixtlan, Oaxaca.
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Interpretacion 2 (Figura 11): G3PDHyapp con un locus polimérfico, monomeérico,
hexaploide y cinco alelos presentes (G3PDHnapp-1). Ademas de dos loci monomoérficos
(G3PDHnapp-2 y G3PDHnapp-3). En el locus G3PDHnapp-1, por ejemplo, el individuo 1
presenta una unica banda que se interpreta como 111111. En el individuo 2 una banda es
mas intensa que la otra por lo que el genotipo 111115 pareceria adecuado. El individuo 3
presenta el genotipo 124555 que pareceria el mas adecuado, no obstante el alelo 4
presenta una banda mas intensa que los alelos 1y 2, por consiguiente no corresponde a
la numeracion “4”. En el individuo 6 no fue posible determinar el cuarto alelo faltante

debido a la misma intensidad de las bandas presente en los alelos 447 y 557

J'(- 111111 11111 1 1

GSPDHNADP-1 2 22
thexaploide) « 3 3 333
4 4 44 444 4 44 4
5 555 z5 5555 55 555 555 55555 5555 55555 555555 555555

3 a e S ToROEE B9, Jgedn Sdde b e SR s A
G3PDHyapp-2 { 1 1 1 1 1 1" 1 1 1 " 1 1 1
GAPDHine3 { " " 1
Individuo 1 2 3 4 5 B 7 g 9 10 11 12 13

Figura 11. Zimograma correspondiente a la enzima G3PDHyapp. Se muestran la interpretacion
genética de tres loci: G3PDHyapp-1 polimérfico hexaploide (cinco alelos) y G3PDHyapp-2 ¥ 3
monomoérficos para Catopsis berteroniana en las poblaciones de estudio (El Cerezal y Reynoso)
de Santa Catarina Ixtepeji, Ixtlan, Oaxaca.
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Interpretacion 3 (Figura 12): G3PDHyapp con un locus polimérfico, monomeérico,
tetraploide y seis alelos presentes (G3PDHyapp-1). Ademas de un locus monomoérfico
(G3PDHnapp-2). En el locus G3PDHapp-1, por ejemplo, el individuo 1 presentd dos
bandas que se interpretan como 111166. En el individuo 2 una banda es mas intensa que
las otras dos por lo que el genotipo 111156 pareceria adecuado. El individuo 3 presenta
el genotipo 124556 que pareceria el mas adecuado, no obstante el alelo 4 present6 una
banda mas intensa que los alelos 1, 2 y 6 por consiguiente no corresponde a la
numeracioén “4”. En el individuo 8 y 11, no fue posible determinar el sexto alelo faltante
debido a la intensidad de las bandas: el individuo 8 presenta present6é una banda poco
intensa (alelo 6) y dos bandas igualmente intensas en los alelos 44?7 y 557, no es posible
determinar cual de estos ultimos llevaria el alelo faltante; el individuo 11 es un caso

parecido, una banda poco intensa alelo 4 y dos bandas igualmente intensas 55?7 Y 667

SERLEE 1111 1 1
oz oz
3 3 33
G3PDHyape-1 < 4 4 44 44 4 4 4
(hexaploide) 5 a5 5 55 a5 a5 a5 55 5555 a5 5
BE & 6 BEE BE & BE & BEG g BE BEEEE

\— — B R L N L N — — —
G3PDHyape2 { 1" r 1"
Indivwiduo 1 2 3 4 5 5 7 ] a 10 11 12

Figura 12. Zimograma correspondiente a la enzima G3PDHyapp. Se muestra la interpretacion
genética de dos loci: G3PDHyapp-1 polimdrfico hexaploide (seis alelos) y G3PDHyapp-2
monomorfico para Catopsis berteroniana en las poblaciones de estudio (El Cerezal y Reynoso) de
Santa Catarina Ixtepeji, Ixtlan, Oaxaca.
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