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RESUMEN

Pachycereus pringlei representa una especie de gran interés de estudio para botanicos, ecologos
y evolucionistas. Llama la atencion como ha logrado adaptarse a las distintas condiciones del
ambiente en el territorio peninsular, insular y continental. A pesar de su valor ecoldgico poco se
ha documentado de esta especie emblematica del desierto.

La presente investigacion parte de realizar muestreos en su amplia zona de distribucion
natural. Entre varios resultados se encontrd que las poblaciones al sur de la peninsula presentan
densidades que van de 22 a 554 ind/ha., en Sonora de 27 a 88 y las islas de 202 a 10,250. Solo
en la peninsula las poblaciones son mas densas al sur que al norte, mientras que en Sonora se
comportan de manera homogénea. Solo en la peninsula se puede observar que la altura media y
el diametro promedio de los individuos se asocia negativamente con la densidad poblacional y
precipitacion de verano, pero positivamente con las temperaturas mas frias en invierno, es decir
que a temperaturas menos frias en invierno presenta mayor densidad poblacional. En general la
altura promedio de los individuos maduros es menor en las islas que en el resto de las
poblaciones.

El indice de regeneracion para los individuos en el norte de la peninsula fue de 22 %, al
sur fue de 24 %, en Sonora de 19 % y en las islas de 41 %. Este porcentaje representa la
proporcion de individuos hasta un metro de altura (plantulas y pre-juveniles de menos de 15
aflos de edad), estos porcentajes son relativamente altos considerando que el resto de los
individuos se encuentran en categorias que llegan a 17m.

Las islas tienen la caracteristica de presentar individuos menos ramificados que las
poblaciones sonorenses y peninsulares, en Sonora por ejemplo, se presento el individuo mas
ramificado con 132 brazos. Asi mismo los individuos ramificados en las islas presentan un
tronco de porte bajo y de didmetro promedio menor que los individuos del resto de su
distribucion.

La estructura poblacional del cardon se asemeja al de tipo de estructura en pulsos,
caracterizados por la alternancia de periodos que promueven un alto reclutamiento (adecuada
dispersion, precipitacion y temperatura ambiental, ausencia de consumidores). De manera
particular, los individuos de la peninsula expresan caracteristicas morfoldgicas y ecoldgicas que
se asocian a un patron latitudinal. Se documenta que la precipitacion juega un papel importante
en la estructura poblacional, abundancia y ciertos rasgos morfoldgicos.

En esta investigacion se realiza un analisis detallado de los sistemas reproductivos, se
describen poblaciones hermafroditas en al menos dos islas cercanas a la peninsula. De esta
manera se concluye que el cardon experimenta un gradiente evolutivo que va de sistemas
hermafroditas a trioicos, presentando un estado intermedio denominado ginodioico. El
diocismo es considerado la etapa final de del desarrollo de los sistemas reproductivos, lo que
hace suponer que eventualmente las poblaciones trioicas con baja proporcion de hermafroditas
sean las primeras en evolucionar al dioicismo. En la peninsula se observa una alta proporcion
de individuos masculinos, que va de mayor a menor proporcion de sur a norte, al grado de estar
ausente en el limite nortefio. En Sonora se observa un patron similar, pero donde la abundancia
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de individuos masculinos disminuye hacia al sur, donde solo se encuentran sistemas
ginodioicos. Adicionalmente se observa que la frecuencia de individuos hermafroditas se asocia
positivamente con la latitud en la peninsula y negativamente en Sonora. Solo se detectaron dos
poblaciones ginodioicas, una en el extremo norte de la peninsula y la otra en el extremo sur de
Sonora.

Se evaluaron PCR-SSCP, PCR-cpSSR, PCR-RFLP y secuenciacion con la finalidad de
observar variaciones alélicas del cloroplasto dentro y entre poblaciones, y relacionarlas con las
expresiones sexuales. La evaluacion de cpADN por lo métodos utilizados describe que existe
una muy baja variacion genética entre poblaciones.

Se discute la baja variabilidad haplotipica como un “cuello de botella”, resultante tal
vez del ultimo eventos glaciar del pleistoceno, seguido de una muy rapida expansion durante el
ultimo periodo xerotérmico, hace pocos miles de afos, a partir de un solo genotipo materno. Se
registra hasta le momento la variacion haplotipica mas baja reportadas hasta el momento en
cactaceas. Se recomienda el andlisis del mtADN para evaluar la variacion genética de los
sistemas reproductivos.

Palabras Clave: Patron latitudinal, estructura poblacional, abundancia, trimorfismo sexual, baja
diversidad haplotipica, evolucion de sistemas reproductivos.
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ABSTRACT

Pachycereus pringlei represents an interesting plant species for botanists, ecologists and
“evolutionaryst”. It is noticeable how this plant species has become adapted to different
environmental conditions along the peninsular, insular and continental territory. Despite its
ecological significance little is documented for this plant species considered an emblem of the
desert.

This investigation started from field sampling of cardon along its broad distribution.
Among several findings it was observed that southern populations in the peninsula have plant
densities from 22 to 554 ind/ha, while in Sonora plant density ranged from 27 to 88 and from
202 to 10,250 in the islands. Only in Peninsula it was observed that the average size and
average diameter were negatively correlated to plant density and summer rainfall, but there
were positively correlated to the coldest temperatures in the winter, meaning that warm winters
are associated to high plant densities. In general, mature individuals in islands averaging shorter
size that rest of populations.

Recruitment index in northern Peninsula was 22%, in southern was 24%, in Sonora it
was 19%, while Islands is more than 41%. These percentages represent the proportion of
individuals up to one meter of size (seedlings and pre-juveniles less than 15 years old). Those
percentages are relatively higher considering that most of individuals belong to classes higher
to Im and up to 17 m. Population structure follow a pulse type structure formed by alternating
climatic conditions in terms of decades and relative high mortality in some size classes

Islands have individuals distinctively less branched that Sonoran and Peninsular
regions. In Sonora for instance, there was observed the most branched individual (132
branches). Moreover, individual in the islands have a smaller height of trunk and trunks with an
averaging diameter lower than those at other sites.

In this investigation, a detailed analysis of breeding systems is made. The conclusion is
that P. pringlei express a evolutionary gradient from hermaphrodite to trioecious, where
ginodioecy is present too. Dioecy is considerate as final stage of evolutionary process of
breeding systems, this permit to suppose that trioecious population with less represented
proportion of hermaphrodite individuals eventually trends to be dioiecy. In peninsula, male
proportion increase from north to south and hermaphrodite increase from south to north. There
are only two gynodioiecious regions, one on the northern border of the peninsula and other
located in the southern border of Sonora. In Sonora present a inverse latitudinal pattern, where
male proportion increase to north and hermaphrodite increase to south

PCR-SSCP, PCR-cpSSR, PCR-RFLP and sequencing were used to explore genetic

variation in P. pringlei in all its geaographic distribution. Molecular markers indicate no
variation between pobupations and sequencing show a net of 4 haplotypes that not show
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association with geographical distribution of breeding systems. Analysis show no variation
among sex and genetic variation.

Is discussed the low genetic variation promoted for bottlenecks resulting from
glaciation events and a relative high colonization of actual territory in xerothermic periods in a
few thousand of years. This indicates that actual genetic variation comes from a single maternal
linage. This is the first time that low genetic variation is documented for columnar cacti. Is
recommended use mitocondrial genome in order to explore association between breeding
systems and genetic variation.

Key words: Latitudinal pattern, population structure, abundance, sexual trimorphism, haplotype
diversity, breeding systems evolution.
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INTRODUCCION

El presente estudio aborda aspectos de estructura poblacional y variabilidad genética de
Pachycereus pringlei en todo su rango de distribucion. El importante papel ecologico, la
amplia distribucion geografica y el desarrollo de sus longevos individuos en condiciones de

aridez, son los principales elementos que motivaron a la realizacion de este estudio.

Esta tesis prosigue a la investigacion de maestria del mismo autor, misma que fue
dirigida a indagar sobre el analisis de biologia floral y estructura ecoldgica poblacional del
cardon en una localidad escasamente perturbada cercana a la Cd. de La Paz, B. C. S.
Algunas recomendaciones tomadas de ese estudio fue el realizar un analisis mas fino de la
estructura poblacional tomando un mayor niimero de ambientes con el fin de tener mejor

representacion geografica.

La estructura poblacional hace referencia a la distribucion de tamafios y su
abundancia en una determinada superficie geografica, la estructura genética, por otro lado
indica la conformacion alélica de cada poblacion. Su analisis en conjunto permite entender
el efecto de las variables ambientales en la conformacion genotipica y genotipica e inferir

patrones evolutivos.

El interés por proponer el estudio de la variabilidad genética en esta especie obedece

a varias razones, Por un lado, la variabilidad genética en cactaceas columnares es una
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disciplina incipiente y del que se tienen pocas referencias. De manera particular, no se
tienen registros que evalten la variabilidad genética de P. pringlei en todo su rango de
distribucion. El andlisis genético de la variacion geografica de las frecuencias sexuales
ofrece otro objeto de estudio que ayudaria a entender los modelos teéricos sobre la
evolucion del sexo en plantas, aspecto de gran importancia en estudios contemporaneos.
Esta especie representa una gran oportunidad donde se puede evaluar el efecto insular sobre
la variabilidad genética y su asociacion con la estructura poblacional, abundancia y
sistemas reproductivos. El estudio de la densidad, estructura poblacional, sistemas
reproductivos y variabilidad genética Pachycereus pringlei permiten discutir la capacidad

de colonizacion y permanencia de P. pringlei en varios ambientes desérticos.

En el Capitulo I hace referencia al andlisis de la abundancia y estructura
poblacional. De manera inicial se hace una recopilacion de las caracteristicas bioldgicas de
la especie y los elementos que motivaron a realizar este estudio. Se analiza la estructura
poblacional y la abundancia relativa en 26 sitios de muestreo seleccionados al azar tratando
de tener una representacion de toda su distribucion. Se evalta la estructura anatémica de
cada poblacion y las principales caracteristicas ambientales que interfieren en la
regeneracion de los individuos. Este estudio fue publicado en la revista Plant Ecology. Se
discute el estado biologico de la especie y los principales elementos que permiten distinguir
a la especie en tres grandes regiones geograficas. El manuscrito en referencia se encuentra

al final de este capitulo.
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En el Capitulo II se realiza un estudio detallado sobre la variacion geografica de los
sistemas reproductivos y la relacion con su variabilidad genética utilizando varios
marcadores moleculares. Primeramente se describe sobre la evolucion de los sistemas
reproductivos, en particular sobre la transformacion de poblaciones hermafroditas a otros
sistemas a través de la supresion de funciones sexuales. También se documenta acerca de
las los efectos de tener un genoma poliploide en la evolucion de los sistemas reproductivos.
Se describen los procedimientos y técnicas empleadas para evaluar la variabilidad genética
en 14 poblaciones de cardon, una seleccion de sitios como resultado del estudio
poblacional. Se documentan resultados interesantes que permiten describir la estructura de
los sistemas reproductivos en tres regiones del Desierto Sonorenses, describiendo por
primera vez el comportamiento de los sistemas insulares. Asi mismo, se describe la baja
variabilidad genética evaluada con tres marcadores moleculares y secuenciacion en el
genoma cloroplastico. La escasa variabilidad genética observada en P. pringlei suele
encontrarse en especies longevas sujetas a cuellos de botella, posiblemente resultantes del
efecto de los ciclos glaciales del pleistoceno. Esta investigacion fue sometida a publicacion
a la revista Molecular Ecology (se anexa al final del Capitulo II). Finalmente se hace una

discusion general donde se integran los resultados previamente descritos.
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CAPITULO I.- Abundancia y estructura poblacional de Pachycereus

pringlei.
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1.1. ANTECEDENTES

1.1.3. Generalidades

Durante la formacion del Desierto Sonorense se han presentado eventos geologicos y
cambios climaticos que sugieren procesos de diversidad genética y de especiacion en
muchas plantas (Van Devender 2002, Turner et al. 1995, McAuliffe y Van Devender
1998). Este desierto es un escenario propio para evaluar, entre otros, el efecto latitudinal y
la condicién “peninsular” sobre la variabilidad ecologica y genética de muchas plantas

(Clark 2000, Turner et al. 1995, Shreve y Wiggins 1964).

Pachycereus pringlei es una de las formas de cactaceas columnar-arborescentes que
esta representada en la mayor parte de las diferentes provincias floristicas del desierto
Sonorense. Su rango incluye la mayor parte del territorio de la Peninsula de Baja
California, la porcidon central costera de Sonora y todas las islas del Golfo de California.
Especies de amplia distribucion como el cardon, se encuentran expuestas a diversas
presiones ambientales que promueven la expresion de una variedad de caracteristicas
cualitativas y cuantitativas que se asocian a cada ambiente y que habilitan a las poblaciones

a enfrentar eventualidades ambientales.
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Las distribucion de las especies vegetales esta limitada por un lado, por las
caracteristicas del habitat, es decir por la disponibilidad de nutrientes y refugio, y por otro
por condiciones climdticas, geograficas y la disponibilidad de agua. En conjunto, estas
condiciones promueven que los organismos se distribuyan en parches o poblaciones locales
interconectadas unas con otras (Silvertown y Charlestworth 2001). La presencia de

dispersores de semilla facilita la interconexion o el contacto que existe entre los grupos de

individuos (Valverde-Valdéz 1999).

La agrupacion de individuos se debe, por lo tanto a la conjuncion de diversos
factores que varian en intensidad de un sitio a otro. El resultado es que cada agrupacion de
organismos refleja caracteristicas anatdmicas y demograficas asociadas a las condiciones
del medio donde se desarrollaron (incluso a factores antropocéntricos). Entre otros, la
estructura poblacional refleja la conformacion de edades y tamafios de una poblacion, y su
analisis ayuda a discutir y comprender sobre los procesos evolutivos a corto y mediano

plazo y determinar el estatus bioldgico de la especie.

1.1.1.- Especie de estudio

Pachycereus pringlei, es una cactacea columnar-arborescente que se desarrolla en la region
sur- suroeste de la amplia provincia biogeografica conocida como Desierto Sonorense. Por
su amplia distribucién y abundancia es considerada la cactacea columnar-arborescente con

mayor distribucion latitudinal en este desierto (Shreve y Wiggins 1964, Turner et al. 1995).
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Se trata tal vez de la especie mas longeva de la familia Cactaceae, pues regularmente los
individuos maduros logran vivir de dos a tres siglos, es también sin duda el miembro mas
voluminoso, pues logra alcanzar hasta 19 metros de altura logrando mas de dos toneladas
de peso (Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada 1991, Salak 2000). También, por el servicio
ecoldgico que brinda a la fauna y por la abundancia de sus poblaciones a través de su
amplia distribucion, es sin duda uno de los vegetales de mayor importancia ecologica en el

desierto (Turner et al. 1995, Van Devender 2002).

La relativa alta produccion de estructuras florales y su consecuente produccion
recursos (botones y flores abortados, polen, néctar, semillas, frutos) representan recursos de
primer orden para la fauna local y migratoria en la temporada de sequia, la mas critica de
este ambiente (Medel-Narvaez 2003, Moran 1968). Sus brazos y raices funcionan en
ocasiones como refugio y proteccion tanto a aves, mamiferos y reptiles (Ledn de la Luz et
al. 2003, Blazquez y Rodriguez-Estrella 2006). Un ejemplo de ello, es la reconocida
relacion  simbiodtica  polinizador-planta-dispersor con el murciélago nectarivoro
Leptonycteris curasoae, y la paloma de alas blancas Zenaida asiatica (Turner et al. 1995,

Fleming et al. 1996, Petit 1997, Valiente-Banuet 2002).

El cardon, como cominmente se conoce, se establece preferentemente en terrenos
aluviales con suelos profundos, en donde se agrupa en unidades fisondmicas designadas
verndcularmente como “cardonales”. Aunque en menor densidad, también suele
establecerse en laderas rocosas de fuerte pendiente, e incluso en las inmediaciones de

suelos salitrosos (Turner et al. 1995, Shreve y Wiggins 1964).
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Se reconoce la distribucion eminentemente peninsular, presentandose con mayor
certeza en la region oriental de la misma, ademas en la costa central de Sonora y en
numerosas islas del Golfo de California (Turner et al. 1995, Figura 1). Las densidades
poblacionales documentadas hasta el momento indican ser muy variables y contrastantes en

regiones (McAuliffe 1991, Silva 1996, Medel-Narvéaez 2003).
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Figura 1. Mapa que muestra en la region sombreada la distribucion de Pachycereus pringlei
(Modificado de Turner et al. 1995).
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1.1.2.- Biologia floral

El periodo reproductivo del cardén es representado por la produccion de estructuras florales
posterior a un periodo de dormancia o latencia. Este periodo consiste en la suma de varias
etapas fenologicas que involucra el desarrollo de botones florales, flores y frutos (Fleming
et al. 1996). La etapa de brotacion inicia con la formacion de yemas florales en las areolas
terminales de brazos maduros, estas yemas pueden abortar si se desarrollan de manera
prematura o tardia, de otra manera dan lugar a los botones florales, mismos que tras un
periodo de maduracion se transforman en flores. Si la flor es fecundada se desarrollard un
fruto dehiscente con pulpa de variado color (masa funicular o arilo de color amarillo, rojo o

blanco) y protegido por un tejido de origen pericarpelar con espinas.

El aporte alimenticio que ofrece el cardon a la fauna local y migrante proviene de
diferentes fuentes: previo a la brotacion, antes de que la yema floral surja, se observa sobre
las areolas una secrecion de néctar extra-floral que atrae a insectos, de igual manera,
cuando los botones se encuentran en desarrollo, e incluso cuando se abre la flor, se
observan gotas de néctar extra-floral entre las bracteas del perianto. Las flores, una vez
abiertas, proveen de carbohidratos mediante el néctar y proteinas a través del polen.
Aunque se desconocen los carbohidratos que componen el néctar extra-florar, se sabe que
el néctar floral esta compuesto en su mayoria por glucosa, sacarosa y escasamente fructosa.

Las flores abortadas, por el gran niimero observado en el campo, parecen representar un
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elemento esencial en la dieta de varias especies de vertebrados. De igual manera el fruto

dehiscente ofrece carbohidratos con su pulpa y proteinas mediante las semillas.

El carddn inicia el periodo reproductivo con la brotacion durante el mes de Marzo,
registrandose incluso activacion del periodo en el mes de febrero. El desarrollo y
maduracion de los botones concluye con el inicio de la floracion a finales de Abril.
Durante Mayo se registra el periodo de mayor apertura floral, misma que se asocia con una
alta actividad de polinizadores. Las flores fecundadas desarrollan un fruto carnoso
semejante a una baya que madura en un periodo de dos meses, concluyendo a finales de
Agosto con el periodo reproductivo. Se ha observado que el inicio, término y duracion de
las diferentes etapas dependeran del historial climatico de la region y del desarrollo de los

individuos durante las estaciones previas (Medel-Narvaez 2003).

En una poblacion estudiada por el autor al norte de la Cd. de La Paz, se ha estimo
por hectarea la produccién de 17,826 botones florales, 4,285 flores y 1,222 frutos,
observando una relacion de produccion de 14:3:1 (menos del 7% de los botones florales
transforma en fruto). Esta relacion nos ofrece una idea del gasto energético requerido para
la produccion de un grupo de semillas. A este modelo fenoldgico hay que sumar el efecto
de diversas eventualidades bidticas y ambientales que las semillas experimentan para
germinar, establecerse y convertirse en un nuevo individuo. Se ha reportado la produccion
de diferentes tipos de carbohidratos en el néctar, los cuales se resumen en la siguiente lista

(Medel-Narvaez 2003):
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Glucosa 64 %
Sacarosa 30 %

Fructosa 1%
Otros 5%

Se observo que durante la apertura floral del cardon, la mayor produccion fue dentro
de las primeras dos horas de antésis, decayendo a partir de las 2 am, y cesando después de
las 12:30 pm. También se determind que por su reducido tamaio, las flores femeninas
producen menor cantidad de néctar que las otras expresiones sexuales. Por otro lado, la
produccion promedio de néctar de flores de cardon por hectarea fue estimada en 8 litros,
mismos que contienen 356 gr/litro de carbohidratos y 0.27 gr/litro de proteinas totales

(Medel-Narvaez 2003)

El trimorfismo sexual y la auto-compatibilidad, son dos elementos poco comunes en
especies de la familia Cactaceae, mismos que caracterizan y diferencian al cardon del resto
de las especies de la familia (Bravo-Hollis 1978, Murawski et al. 1994, Fleming et al.
1994). El trimorfismo sexual se caracteriza por la expresion de tres morfos sexuales:
plantas masculinas, femeninas y hermafroditas, que pueden o no co-existir en una misma
poblacion. En su distribucion, P. pringlei puede presentar poblaciones trioicas (tres morfos
sexuales) y poblaciones ginodioicas, caracterizadas por la exclusiva presencia de individuos
femeninos y hermafroditas (Fleming et al. 1998, Molina-Freaner et al. 2003, Medel-

Narvaez 2003).
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1.1.4. Las cactéceas columnares

La familia Cactaceae esta constituida por cuatro subfamilias, que comprenden entre 1,400 a
1,600 especies (Anderson 2001, Nobel 2002). Del total de miembros de la familia,
aproximadamente el 11% son consideradas de forma columnar, incluyendo miembros de
diferentes tribus, todas ellas de la subfamilia Cactoideae (Anderson 2001). Se ha propuesto
que el origen geografico de las cactaceas columnares se ubica en Sudamérica. En México,
la region sur-centro del pais se caracteriza por albergar la mayor diversidad en este tipo de
cactaceas, especificamente en el Valle de Tehuacan-Cuicatlan (Wallace 2002, Mourelle y
Ezcurra 1997, Davila-Aranda et al. 2002). El desierto Sonorense, es la segunda region con
mayor diversidad de cactaceas columnares en México y esta representado principalmente
por Carnegia gigantea, Pachycereus pringlei, Stenocereus gummosus, S. thurberi,

Lophocereus schottii s.l., L. gatessi, y Myrtillocactus cochal (Turner et al. 1995).

Debido a la importancia ecologica y/o econdmica que representan algunas cactaceas
columnares, algunos estudios multidisciplinarios han evaluado el estado bioldgico de sus
poblaciones (Godinez-Alvarez 2003). Dichos estudios demuestran la significativa
asociacion entre factores antropocéntricos, climaticos y edaficos que afectan en la dinamica
poblacional. Se ha propuesto recientemente que los factores antropocéntricos afectan el
reclutamiento poblacional y exponen a las poblaciones a procesos de extincion (Esparza-
Olguin et al. 2001). Entre las principales amenazas documentadas esta la fragmentacion del

habitat, colecta de individuos, trafico ilegal, sobre colecta de frutos y cambios en el uso del
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suelo (Arias 1983, Esparza-Olguin et al. 2001). No obstante, dada la diversidad de la
subfamilia Cactoideae, y debido a que muchas de las especies no representan un elemento
de utilidad econdémica para el hombre, el estado ecoldgico de muchas especies es aun

desconocido, un ejemplo de ello son algunas cacticeas columnares en el Desierto

Sonorense (Bullock et al. 2005, Godinez-Alvarez et al. 2003, Turner 1990).

Es necesario resaltar la importancia que han representado los asentamientos
humanos en la dindmica poblacional de las especies y en particular sobre las cactaceas
columnares. Se ha observado una relacidon positiva entre la diversidad de cactaceas de la
region centro sur de México, con la densidad de asentamientos humanos (Davila-Aranda et
al. 2002, INEGI 2001). El valle de Tehuacan-Cuicatlan, por ejemplo, sustenta una densidad
humana promedio aproximada de 152.2 habitantes/km®, mientras que en la regiéon del
Desierto Sonorense se estima una densidad promedio de 10.5 habitantes/km® (INEGI
2001). Es de suponerse, que la cactaceas columnares del valle de Tehuacan estan sujetas a
mayor presion, mientras que de manera contraria las cactaceas del Desierto Sonorense,
dada la relativa baja presion antropocéntrica a la que estan sujetas, se consideran un recurso
mundial que desde hoy en dia debe ser atendido para evitar su deterioro (Mittermeier et al.

2003, Bashan 2000).

P. pringlei representa una de las cacticeas de mas amplia distribucion en el
Desierto Sonorense, de la que se cuenta con pobres registros acerca de su estado bioldgico
en toda su distribucion. No obstante, se tiene alguna informaciéon que comparan en espacio

y tiempo la abundancia de individuos en ciertas poblaciones. Por ejemplo, McAuliffe

ANTECEDENTES



14

(1991) y Silva (1996), detectaron diferencias en la estructura de tamafos en dos superficies
aluviales de diferente edad en la Peninsula de Baja California, demostrando que los suelos
mas jévenes (aluviales) soportan mayor densidad de individuos que paleosuelos expuestos
(mas compactos). Turner et al. (2003), mediante analisis fotografico, muestran cambios en
la abundancia de individuos en poblaciones Sonorenses haciendo notar una disminucion en
el nimero de individuos en ciertas poblaciones sonorenses. No obstante, Bullock et al.
(2005), determinaron con los mismos métodos, que algunas poblaciones de P. pringlei en
Baja California son numéricamente estables y aun se encuentran en crecimiento. Por otro
lado Bashan et al. (1995) y Bashan (2000) y Dubrovski y Leén de la Luz (1996) reportan
poblaciones de P. pringlei en la region sur de la Peninsula con la presencia de ciertas
enfermedades en individuos adultos que eventualmente en un futuro podrian afectar la

densidad poblacional respectiva.

1.1.5. Ecologia poblacional

La biologia poblacional es una disciplina que explica y documenta los cambios en la
frecuencia de genes, nimero de individuos y caracteres morfoldgicos que presentan los
miembros de una poblacién en un tiempo determinado. Esta especialidad es compleja, se
apoya de disciplinas como genética poblacional, fisiologia, morfologia, ecologia
poblacional y demografia, disciplinas dirigidas a estudiar el funcionamiento de la seleccion

natural, analizando los mecanismos de adaptacion de las poblaciones, e intentando explicar
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el origen de las diferentes estructuras que expresa una especie, entre otros. Es decir,
mediante el apoyo de varias disciplinas se explicar la presencia de las caracteristicas
genotipicas y fenotipicas de acuerdo al conjunto de factores ambientales (Solbring et al.

1979, Silvertown y Charlestworth 2001, Tilman 1988).

Por otra parte, la ecologia poblacional se encarga en estudiar las interacciones de las
poblaciones con su ambiente. Observa por ejemplo, si el nimero de individuos en una
poblacion cambia o permanece constante, y cuales son los factores ambientales que
determinan su estructura. La demografia por su parte, estudia de manera cuantitativa los
cambios poblacionales en funcion de nacimientos, muertes, y migracion, y proyecta la edad
promedio de los individuos y el nimero de descendencia entre otros (Silvertown 1987,

Silvertown y Charlestworth 2001, Barbour et al. 1987).

Una poblacion se define de manera general como una agrupacion de individuos de
una misma especie que conviven juntos en un area de suficiente tamafio donde ocurren
normalmente procesos de reclutamiento y dispersion (Berryman 2002, Silvertown y
Charlestworth 2001). La complejidad del estudio de las poblaciones se debe a los diferentes
parametros demograficos que integran este concepto, pero en general se agrupan en cuatro.
a) La estructura genética describe al agrupamiento de frecuencia genéticas y genotipos, b)
la estructura espacial describe la variacion en densidad dentro de una poblacién, c) la
estructura de tallas describe el ntimero relativo de individuos pequefios a grandes, y d) la
estructura de edades, describe la proporcion relativa de individuos jovenes y adultos

(Silvertown y Charlestworth 2001, Barbour et al. 1987). La biologia poblacional es la
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disciplina que se encarga de estudiar a las poblaciones y trata de explicar el origen y
conformacién de estructuras de las poblaciones y entender como se relacionan unas a otras
(Silvertown y Charlestworth 2001, Tilman 1988). La estructura genética es analizada con el
apoyo de técnicas moleculares, y permiten definir el estado biologico de las especies en
base a las frecuencias alélicas o genotipos. La estructura espacial, la estructura de tamafios
y la estructura de edades conforman de manera global la estructura poblacional,
registrandose para ello las tallas y caracteristicas morfologicas de los individuos en un area

determinada.

Los individuos de una especie con amplia distribucioén estaran sujetos a diferentes
presiones ambientales y es posible detectar entre poblaciones diferentes estructuras
poblacionales, que se asocian a patrones geograficos (Barbour et al. 1987, Stewart et al.
1999). Esto sugiere que de alguna forma las poblaciones estan bajo la influencia de fuerzas
similares en diferentes habitats. Estas fuerzas pueden estar representadas por factores
abidticos, propiedades fisicas y quimicas del suelo, micro-topografia, microclima, y
organismos, que por si solos pueden modificar la heterogeneidad del medio (Stewart 1999,
McAuliffe 1988, Tilman 1988). También los disturbios de origen antropocéntrico son
considerados un factor que afecta el mantenimiento de la dinamica poblacional, alterando a

corto y largo plazo la tasa de reclutamiento (Alvarez et al. 2004, Bashan 2000).
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1.1.5. Estructura poblacional

El estudio de la estructura poblacional de tallas y nimero de individuos, es una forma de
estimar el estado biologico actual o a corto plazo de la poblacion, y a diferencia de estudios
meramente demograficos solo requiere del registro de datos una sola temporada. Un
aspecto de estos estudios es la evaluacion del indice de nacimientos y muertes, mismos que
estan influenciados directamente por la edad, tamafio y nimero de individuos, en el
entendido de que no todos los individuos en una poblacion contribuyen en la misma
proporcion en el reclutamiento de nuevas generaciones (Silvertown y Charlestworth 2001),
sin embargo, los estudios demograficos diluyen su validez cuando consideran como objeto

de estudio especies longevas y de lento crecimiento (Harper 1977, Silvertown 1987).

La frecuencia de tallas refleja indirectamente los nacimientos y muertes bajo la
influencia del entorno en un determinado tiempo presentados a escala local (Futuyma
1986). Sin embargo, es necesario asociar la estructura con ciertos factores bidticos y
abidticos, que permitan suponer sobre la actual estructura y pronosticar la tendencia de la
poblacion a corto plazo (Stebbins 1979). La estructura se representa por un histograma de
frecuencias de tallas, relacionando el nimero de individuos en categorias discretas, donde

se determina el tipo de estructura.

Se han descrito, de manera particular, dos tipos de estructuras en cactaceas: a) las

denominadas monotonicas y b) en pulso. Las estructuras monotdnicas se caracterizan por
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un decremento en el nimero de individuos conforme incrementa la clase de tamafios o
edades, y estd definida por una distribucién log-normal. Esta conformacion indica un
optimo desarrollo de las etapas tempranas, pero debido a algin factor ambiental o
intrinseco el nimero de individuos, en subsecuentes clases disminuye paulatinamente. Por
otro lado, la estructura en pulsos como su nombre lo indica, se caracterizan por altibajos en

el nimero de individuos en las categoria de tallas o tamafos (Godinez et al. 2003).

Las cactaceas columnares son especies parcialmente lefiosas de lento crecimiento,
popularmente se dice que crecen “pocos centimetros por aio”. Sus tallos son caracterizados
por ser suculentos y relativamente blandos, constituidos en su mayoria por tejido
parenquimatoso suave circundado por tejido vascular (cambium) al que se le puede
denominar lefio. Este tejido esta conformado por fibras de crecimiento horizontal,
proporciona soporte a la planta y recubre al xilema y al floema, y debido a la conformacion
aglomerada de sus fibras, no genera rastros de crecimientos estacionales como en las
especies propiamente lefiosas (Gibson y Nobel 1986, Terrazas-Salgado y Mauseth 2002,
Schweingruber 1988). De esta manera no es posible determinar la edad de las cactaceas
mediante analisis de anillos, pero se ha optado por asociar su edad con algunas
caracteristicas morfologicas como la talla, el nimero de ramificaciones, diametro de sus
tallos, o biomasa. Estos elementos pueden ser registrados para integrar en un determinado

tiempo la estructura de edades o tamafios (Parker 1989, Farfan-Hereida, comun. pers.).
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1.1.6. Densidad Poblacional

La densidad poblacional representa el nimero de individuos en un area determinada y al
igual que la estructura de tallas, refleja la interaccion de medio (clima, suelo, disponibilidad
de agua, polinizadores etc.) con la especie (variabilidad genética, sistemas reproductivos,
entre otros). La densidad varia en funcion de nacimientos, muertes, inmigracion y
emigracion (Silvertown y Charlesworth 2005). No obstante, las poblaciones no pueden
crecer indefinidamente, el limite de individuos serd delimitado por la disponibilidad de
recursos o espacio y cuando una poblacion detiene su crecimiento se dice que su ambiente
ha llegado a su “capacidad de carga”, imposibilitando el sostén de individuos adicionales
(Futuyma 1986). Existen otros factores que afectan directa o indirectamente la abundancia

de los individuos en un area determinada (Stewart et al. 1999, Tilman 1988).

ANTECEDENTES
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1.2. JUSTIFICACION

El diagnoéstico del estado bioldgico de cactidceas columnares a través del analisis de la
estructura poblacional ha sido de gran interés para los ecologos y los botanicos. Permite por
un lado determinar los factores del medio que inciden directamente en el nacimiento y
muerte de los individuos, y otro lado predice el comportamiento de las poblaciones a corto
y mediano plazo. La ventaja del estudio de la estructura poblacional sobre analisis
demograficos se refleja en la economia del tiempo, ademas de ser un mejor estimador para

especies de larga vida.

En la altima década, se ha incrementado notablemente el nimero de estudios
ecoldgicos en cacticeas, evaluando entre sus objetivos el analisis de la dinamica
poblacional y su variabilidad genética. De manera particular, el analisis de la estructura
poblacional en P. pringlei permitira determinar los factores del medio que inciden
directamente en el nacimiento y muerte de los individuos, y otro lado predice el

comportamiento de las poblaciones a corto plazo.

Pachycereus pringlei es una especie de gran importancia ecoldgica en la region
desértica del Noroeste de México. En la mitad sur de la Peninsula de Baja California, la
biomasa es sin duda relevante sobre toda la comunidad. A través de sus flores y frutos se
ofrecen alimento esencial en épocas de sequia, y sus brazos funcionan como refugio para

aves, roedores y reptiles, que aunado con su amplia distribucion y su relativa alta

JUSTIFICACION
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abundancia, representa un elemento primordial digno de estudiar y sujeto de estudio en

propuestas de conservacion.

Dada la escasa informacion demografica que se tiene en esta especie, se ofrece la

oportunidad de evaluar en toda su distribucion los efectos de diferentes presiones

ambientales en la conformacion morfoldgica, demografica y estructural.

JUSTIFICACION
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1.3. HIPOTESIS

En su amplia distribucion geografica, el cardon Pachycereus pringlei expresa una

estructura poblacional que se puede asociar a caracteristicas ambientales de cada region.

1.4. OBJETIVOS

General

Caracterizar la estructura morfologica y demografica de poblaciones silvestres de

Pachycereus pringlei a lo largo de su distribucion en el Desierto Sonorense.

Especificos
Realizar una serie de muestreos representativos en poblaciones de Pachycereus pringlei
en toda su distribucion que permita:
0 Evaluar la abundancia inter-poblacional
0 Definir la estructura poblacional de la especie

0 Describir el estado actual de las poblaciones.

HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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1.5. MATERIALES Y METODOS

1.5.1. Area de estudio

Para contar con la representacion de la especie en toda su area de distribucién se
seleccionaron 26 sitios de muestreo comprendidos en un amplio rango en el Desierto
Sonorense (Figura 2). Catorce poblaciones se encuentran en la Peninsula de Baja
California, nueve en las costas de Sonora y tres islas del Golfo de California. Detalles de
los sitios se documentan en la Tabla 1. La seleccion de sitios fue asignada por la
accesibilidad y abundancia poblacional, se consideraron solo cardonales por presentar el

mayor numero de individuos y tener mejor representacion del sitio.

1.5.2. Densidad poblacional

En cada sitio de estudio se seleccionaron por triplicado parcelas de una hectarea (100 x 100
m). En cada muestreo se identificaron todos los individuos de P. pringlei a partir de una
altura de 5 cm. Debido a la gran abundancia de cardén en el sitio Isla Tio Ramoén y su
inaccesibilidad, las areas de muestreo fueron consideradas de solo de 10 x 10 m con sus dos

repeticiones.

MATERIALES Y METODOS
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Figura 2. Mapa de distribucion del cardon, Pachycereus pringlei donde se muestra la localizacion
geografica de las 26 poblaciones de en el Desierto Sonorense (Modificado de Turner et al. 1995).
La localizacion especifica de las localidades se describe en la Tabla 1 (pagina 25).

1.5.3. Estructura poblacional

En cada sitio de muestreo se evaluaron algunas caracteristicas que definen la estructura
morfologica a comparar. Se registrd la altura maxima, numero de brazos, altura de la base a
la primera ramificacion (altura del tronco), diametro del tronco, y el nimero de brazos con

dafo aparente. Un brazo fue considerado como el crecimiento vegetativo sobrepasa la

MATERIALES Y METODOS
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longitud de medio metro. La talla fue obtenida mediante un estadal graduado extensible a
15 m. El didmetro del tronco en individuos ramificados se obtuvo al promediar dos
mediciones con un vernier de dimensiones adecuadas, en los individuos sin ramificaciones,
cuando la altura excedia 2 metros se considero a la altura del pecho, de lo contrario se
considero la mitad de la altura maxima. La altura del tronco se realiz6 con un flexémetro de

3 my en algunos casos se utilizo el estadal.

Los individuos fueron agrupados en categorias a intervalos de 1 metro de altura. Se
obtuvo el nimero total y promedio de organismos en cada una, asi como el nimero
promedio de ramificaciones y didmetro basal. Los datos fueron representados por
histogramas de frecuencias mismas que fueron comparadas con distribuciones log-normal.
Los individuos entre 0.05 a 1 m fueron designados plantulas y juveniles, de 1 a 3 se
consideraron pre-reproductivos, y mayores de 3 m como individuos adultos. A la par, se
promediaron los individuos de las tres parcelas para obtener la densidad promedio. Se hizo
la distincion entre individuos con ramificaciones y sin ellas como parte de Ia

caracterizacion morfologica.

1.5.4. Indice de regeneracion

El indice de regeneracion es considerado la como la proporcion de individuos juveniles
menores de 1 m, en relacion al total de individuos de la poblacion. Se describe como

indicador de la tasa de regeneracion y estimador de la estructura a corto plazo.
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1.5.5. Andlisis estadistico

Se wutilizd la prueba no-paramétrica de Kruskal-Wallis para evaluar diferencias
morfologicas entre poblaciones de la Peninsula, Islas y Sonora. Se consider6 para este
analisis la altura de la planta, nimero de ramificaciones, altura y didmetro del tronco en
plantas ramificadas. Las medianas regionales fueron comparadas mediante la prueba Dunn
para muestras de diferentes tamafos (Zar 1999). La prueba Dunn es un método de multiples
comparaciones posterior a un analisis de varianza cuando la hipdtesis nula se rechaza, es
decir, cuando existen diferencias significativas. Mediante un andlisis de regresion lineal se
compar6 la abundancia y los atributos de las plantas con la latitud y algunos elementos

climatoldgicos.

Ciertos elementos del clima suelen tener mas influencia en el ciclo reproductivo de
las plantas, tal como la precipitacion anual y de la temporada lluviosa, temperatura minima
de invierno, nimero de dias con presencia de heladas y temperaturas maximas de verano
(Turner et al. 1995). Los datos climatologicos fueron obtenidos de las estaciones
climatoldgicas mas cercanas a los sitios de muestreo (distancia menor a 20 km). Se utilizé
la base de datos climatoldgicos Eric II (Quintas 2000), seleccionando la estacion adecuada.
Este mismo andlisis fue utilizado para evaluar el efecto de la densidad en los atributos
morfolégicos. De la misma manera la abundancia y los diferentes atributos fueron

comparados mediante un analisis de regresion lineal.
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27

Los histogramas de frecuencias se basan en el numero de individuos pertenecientes
en categorias de un metro diferenciando la proporcion que presenta brazos. A través de
estos histogramas se gener6 la distribucion log-normal usando las tallas de los individuos.
Las diferencias entre la distribucién observada y esperada fue comparada mediante la
prueba de Kolmogorov-Smirnov. Todos los andlisis estadisticos desarrollados en este

estudio fueron realizados con el programa JMP 6.0. (SAS 2005).
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1.6. RESULTADOS

1.6.1. Abundancia

Considerando el rango de distribucion propuesto, se obtuvo una abundancia general que
varia de 22 a 10,250 individuos por hectidrea (Tabla 1). La abundancia promedio de
individuos en la Peninsula es de 22 a 554 plantas/ha; en Sonora es de 27 a 88 plantas/ha, y
en las islas es de 202 a 10,250 plantas/ha. La prueba Kruskal-Wallis indica diferencias
significativas entre poblaciones (H=62.04, p<0.0001) y entre regiones (H=23.46,
p<0.0001). De manera significativa, las poblaciones insulares son mas densas que las
poblaciones peninsulares (H=10.76, p=0.001) y Sonorenses (H=17.27, p<0.0001).
También se observd que las poblaciones peninsulares son mas abundantes que las

Sonorenses (H=9.62, p=0.002).

1.6.2. Efecto latitudinal

Los analisis indican que todo el conjunto de poblaciones no muestra una asociacioén
significativa entre la abundancia y su latitud (F=0.0001, p=0.96). Sin embargo, solo en la
peninsula fue posible observar una asociacion negativa entre la densidad poblacional y la
latitud (F=10.47, r*=0.47, p=0.007. Figura 3a). El anélisis aplicado a la regiéon de Sonora
indican que la densidad poblacional de los 9 sitios seleccionados se comporta de manera

homogénea entre poblaciones (F=0.008, ’=0.001 p=0.93. Figura 3b).
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Tabla 1. Principales atributos botanicos y poblaciones de Pachycereus pringlei muestreados en
todo el rango de distribucién en el Desierto Sonorense

Region Poblacion Latitud Longitud Densidad Indice de
Norte Oeste Inds/ha Regeneracion
1. San Pedro 31°05” 43~ 115°21° 32~ 31.0 (15.6) 28.7
2. Punta Estrella 30° 52’ 38~ 115°52’ 48 22.0 (8.5) 27.2
3. Catavifa 29°50° 27 114° 55 15 51.7 (19.7) 13.9
4. Puerto Canoas 29°36’ 387 115°22° 31~ 23.5(12.0) 279
5. Punta Prieta 29° 03’ 46~ 114°09° 107 55.7 (24.5) 20.6
6. San Francisco 27°26’ 54 113° 15 50” 78.7 (41.5) 14.7
) 7. Bahia Concepcion 26°32’ 36 111°42’ 43~ 79.7 (17.4) 25.0
PENINSULA

8. El Guatamote 25°28’ 55” 111°28 55~ 129.7 (35.8) 38.0

9. San Evaristo 24° 49’ 01~ 110° 46’ 12~ 554.0 (45.3) 22
10. El Cien 24°20’ 43~ 111°00” 32~ 206.3 (33.8) 22.7
11. El Comitan 24° 07’ 307 110° 25’ 307 288.0 (57.9) 26.9
12. La Conquista Agraria 24° 00 00~ 110°49° 50~ 126 (11.3) 24.6

13. La Matanza 23°38’ 50~ 110° 15 16 220.3 (72.8) 31
14. Los Cabos 23°11” 88~ 110°07” 30 248.3 (45.7) 25.0
15. Tio Ramén 27°56° 117 110°51° 117 10250.0 (2050.6) 12.1
ISLAS 16. Catalana 25°35 107 110° 48 25~ 201.7 (56.6) 60.5
17. Cerralvo 24°09’ 107 109° 55 30” 441.7 (54.4) 51.2
18. El Alamo 30043 04 112°41° 22~ 67.0 (4.2) 19.8

19. Puerto Libertad 29° 58 24” 112°29’ 35 55.0 (3.6) 7.8
20. San Gabriel 29°23° 08” 112°13° 10~ 88.0 (8.5) 39.4
21. El Sacrificio 29° 05’ 44~ 112° 08 02~ 50.5 (14.8) 18.6

SONORA

22. Bahia Kino 28°51” 58~ 111°59 46 26.8 (9.1) 14.8
23. San Nicolas 28°49’ 477 111°48 22~ 39.0 (5.4) 23.5

24. El Cardénal 28°28’ 017 111°40° 027 64.0 (11.3) 7.0
25. Puerto Arturo 28°25 41~ 111°25° 00" 65.5(7.8) 12.4
26. El Sahuaral 27°59° 27 110° 50 30” 76.0 (12.7) 26.2
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Individuos en general

Individuos ramificados

Region Poblacién Proporcion Proporcion Numero Altura Diametro

sin brazos con brazos de brazos promedio basal (m)
(%) (%) (m)

1. San Pedro 435 56.5 10.7 (3.9) 6.7 (1.4) 0.45(0.19)
2. Punta Estrella 36.4 63.6 10.7 (1.5) 9.0 (0.3) 0.53 (0.09)
3. Catavifa 58.1 41.9 5.72.2) 7.6 (1.0) 0.50 (0.08)
4. Puerto Canoas 383 61.7 6.7 (0.7) 8.3 (0.6) 0.53 (0.13)
5. Punta Prieta 76.6 23.4 3.0 (0.4) 8.0 (0.5) 0.44 (0.04)
6. San Francisco 67.8 322 4.0 (0.5) 6.1(0.4) 0.38 (0.02)
PENINSULA 7. Bahia Concepcion 56.5 435 2.6 (0.5) 6.6 (0.4) 0.30 (0.01)
8. El Guatamote 70.7 29.3 4.5(0.9) 6.8 (0.4) 0.3 (0.01)

9. San Evaristo 62.4 38.1 2.4(0.1) 3.9(0.1) 0.3 (0.01)

10. El Cien 71.2 28.8 4.3(0.2) 5.5(0.3) 0.3 (0.02)

11. El Comitan 60.4 39.6 6.3 (0.7) 5.5(0.2) 0.3 (0.01)
12. La Conquista Agraria 73 27 4.7 (0.7) 4.6 (0.1) 0.37 (0.11)

13. La Matanza 65.5 34,5 6.4 (0.3) 5.3(0.1) 0.3 (0.09)

14. Los Cabos 53.4 46.6 6.2 (0.1) 5.1(0.1) 0.3 (0.02)

15. Tio Ramén 52.2 47.8 4.3(0.5) 4.1(0.4) 0.2 (0.01)

ISLAS 16. Catalana 70.7 29.3 8.5(0.2) 4.0 (0.6) 0.4 (0.03)
17. Cerralvo 91.8 8.2 3.5(0.04) 3.8(0.3) 0.5(0.39)

18. El Alamo 40.3 59.7 8.9 (1.0) 5.9 (0.01) 0.4 (0.01)

19. Puerto Libertad 28.5 71.5 7.1 (0.6) 4.9 (0.1) 0.4 (0.01)

20. San Gabriel 62.5 37.5 7.2 (1.2) 4.0 (2.0) 0.4 (0.01)

SONORA 21. El Sacrificio 37.6 62.4 10.7 (0.1) 5.8 (0.3) 0.4 (0.01)
22. Bahia Kino 34.6 65.4 6.3 (0.9) 4.8(0.3) 0.4 (0.01)

23. San Nicolas 34.0 66.0 12.6 (2.4) 6.9 (0.9) 0.5 (0.08)

24. El Cardénal 25.0 75.0 6.5 (0.6) 4.4(0.3) 0.3 (0.04)

25. Puerto Arturo 21.4 78.6 16.2 (0.1) 7.0 (0.3) 0.5 (0.0)

26. El Sahuaral 25.7 74.3 27 (5.1) 7.7 (0.3) 0.6 (0.04)
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Figura 3. Asociacion entre la latitud con la abundancia de Pachycereus pringlei en: a) la Peninsula
de Baja California Sur y b) Sonora.

El andlisis de la abundancia y la asociacion con los diferentes atributos
morfoldgicos indica que solo en las poblaciones peninsulares mostraron una asociacion

negativa entre la abundancia y la altura promedio de los individuos (F=5.21, 1*=0.30,
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p=0.041). No obstante, gran parte de esa asociacion se debe a la altura promedio de los
individuos adultos o ramificados (F=19.57, r’=0.62, p=0.0008, Figura 4a). También se
observé una asociacion regional entre la densidad y el didmetro basal de individuos adultos

(F=13.13, 1’=0.52, p=0.0035, Figura 4b).
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Figura 4. Correspondencia entre la abundancia de Pachycereus pringlei en condicion Peninsular
con: a) la altura media de los individuos adultos, y b) su didmetro basal.
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Asi mismo, tanto en la Peninsula como en las costas de Sonora, no fue posible
observar alguna relacion entre la abundancia con el nimero de ramificaciones (F=2.19,
r2=0.15 p=0.16 en la Peninsula. F=0.65, r2=0.08, p=0.45 en Sonora, Figura 5a) y con la
altura del tronco (F=0.0003, r2=0.001, p=0.98 en la Peninsula, Figura 5b). Debido a que
solo se tiene registros de la altura del tronco en solo dos poblaciones en Sonora, no fue

posible aplicar algtn tipo de correlacion.
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Figura 5. Ausencia de relacion entre la abundancia de Pachycereus pringlei con: a) el nimero de
ramificaciones en individuos de la Peninsula (circulos en negro) e individuos de Sonora (circulos en
blanco), y b) la altura de la base a la primera ramificacion en individuos Peninsulares.
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1.6.3. Influencia del clima

De igual manera, solo fue posible observar una asociacion significativa entre la abundancia
de las poblaciones en la Peninsula de Baja California y ciertos factores del clima, como la
precipitacion media anual (F=36.61, r’=0.75, p<0.0001, Figura 6b), la precipitacion de
verano y otofio (F=30.75, r2=0.72, p=0.0001, corresponde a los meses de Julio, Agosto,
Septiembre, Octubre y Noviembre, Figura 6a). De manera peculiar, la temperatura minima
de invierto se asocid, aunque de manera marginal (ver r*) a la densidad poblacional de todo
el rango de distribucion (F=5.65, r’=0.21 p=0.03, Figure 6c¢), relacion que no pudo
observarse de manera separada entre regiones (F=2.21, r’=0.15, p=0.16 para la Peninsula.

F=0.04, r’=0.005, p=0.85 para Sonora).

La densidad poblacional no expresé asociacidon con la precipitacion media anual en
Sonora (F=0.87, r2=O.11, p=0.38), ni con la precipitacion de Verano-Otofio (F=1.25,
1’=0.15, p=0.30). Los dias con heladas en temporada invernal tampoco mostré relacion con
abundancia descrita para P. pringlei considerando su entera distribucion (F=1.59, ’=0.07,
p=0.22), como en Sonora (F=0.38, ’=0.05, p=0.56) y Peninsula (F=1.4, r’=0.1, p=0.27) de
manera particular. De igual manera, la temperatura méxima de verano no se relaciona con
la abundancia, en todo el rango (F=0.76, p=0.40) como en regiones en especifico (F=0.15,

p=0.7, para la Peninsula, F=0.15, p=0.15, para Sonora).
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Figura 6. Asociacion entre la densidad media con a) la precipitacion promedio de verano-otofio b)
relacion de la densidad por la precipitacion promedio anual, y c) relacion entre la abundancia media
y la temperatura minima de invierno, que corresponde a los meses de Diciembre, Enero, Febrero y

Marzo. Los circulos en blanco corresponde a poblaciones Sonorenses y los circulos en negro

corresponden a datos Peninsulares.
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Como datos adicionales se observo, solo para poblaciones de la Peninsula, que la
altura promedio de los individuos adultos se asocia directamente con el promedio de su

diametro basal (F=21.39, r2=0.64, p=0.0006. Figura 7).
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Figura 7. Relacion directa entre la altura media de los individuos adultos y su diametro.

Asi mismo, la altura y el diametro de los individuos adultos presenta una
correlacion inversa con la densidad promedio de las poblaciones (F=19.58, r2=0.62,

p=0.0008; F=13.14, r2=0.52, p=0.0035, respectivamente. Figura 8).
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Figura 8. Relacion entre la abundancia en poblaciones Peninsulares con a) la altura media de los
individuos ramificados, y b) el didmetro promedio de los mismos individuos.
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1.6.4. Regeneracion

El andlisis estadistico mostr6 diferencias significativas entre regiones (H=8.91, p=0.0116) y
poblaciones (H=50.02, p=0.0014). En las poblaciones Peninsulares el indice vario de 2 a
38%, en las poblaciones sonorense de 7 a 39%, y en poblaciones insulares de 12 a 61%. El

indice de regeneracion vario en un rango de 2 a 61 % entre la totalidad de las poblaciones

(Tabla 1).

1.6.5. Caracteristicas de individuos ramificados

Como se ha observado, parte de las diferencias regionales son aportadas por la estructura de
las plantas con ramificaciones. Algunas caracteristicas de estos tipos de individuos se

mencionan a continuacion.

En la Tabla 1 la alta variacion en la proporcion de individuos ramificados en toda su
distribucion, que van desde 8 al 79% entre poblaciones, no muestran un patrén geografico
que senale diferencias entre regiones (H=4.98, p=0.08). No obstante el numero promedio
de ramificaciones varia entre regiones (H=22.94, p<0.0001), donde en las islas se
encuentran las poblaciones menos ramificadas (Q=1.9, p<0.001) en contraste con la
Peninsula y la poblaciones Sonorenses, que albergan poblaciones ramificadas en grado no

significativo (Q=2.7, p<0.05, Q=4.7, p<0.001, respectivamente). Cabe destacar que en la
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poblacion denominada el Sahuaral (en Sonora) se registré un individuo excepcional con

132 brazos.

De igual manera se observaron diferencias en la altura promedio de individuos
ramificados entre regiones (H=19.08, p<0.0001), donde los individuos de Sonora (Q=3.18,
p<0.002) y de Peninsula (Q=4.35, p<0.001) son en promedio mas altos que los insulares.
La altura media de individuos ramificados esta en el rango de 3.8 a 9.1 m, registrando el
individuo mas alto en la poblacion Puerto Canoas (estado de Baja California) con 17.5 m.
El tamafo de tronco varia de 0.9 a 2 metros de altura entre poblaciones, siendo las
poblaciones Sonorenses las que expresan una talla de tronco mayor que las poblaciones
insulares (Q=2.76, p<0.02). El diametro basal de los troncos varia de 20 a 61 cm., y son
significativamente diferentes entre regiones. El didmetro basal de la Peninsula (Q=2.46,
p<0.05) y Sonora (Q=2.69, p<0.05), son en promedio mas grande que los individuos
insulares, asi mismo los individuos Peninsulares y Sonorenses expresan en promedio el
mimo didmetro. Solo queda anadir que solo la altura promedio general (F=25.95, r2=0.68,
p=0.0003), la altura promedio de los individuos ramificados (F=28.01, r2=0.70, p=0.0002)
y el diametro basal (F=35.03, r2=0.74, p<0.0001) son los tnicos atributos asociados a un

patrén latitudinal (Figura 9).
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Figura 9. Efecto positivo de la latitud en la Peninsula sobre a) la altura promedio de todos los
individuos, b) la altura promedio de solo los individuos ramificados, y c) el diametro basal de los

individuos ramificados.
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1.6.6. Estructura poblacional

De acuerdo al analisis no-paramétrico (Kolmogorov-Smirnov) se observaron diferencias
significativas entre la distribucion de clases esperada y observada. Por lo tanto, la estructura
poblacional de todos los sitios de muestreo no se ajusta a una distribucion log-normal. Esto
indica que la estructura poblacional de Pachycereus pringlei corresponde a poblaciones
jovenes, en constante mortandad y reclutamiento en distintas proporciones ajustandose de

mejor manera a poblaciones con regeneracion en pulsos (Figura 10).
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Figura 10. Representacion de la estructura poblacional de 26 poblaciones de Pachycereus pringlei a
lo largo de Desierto Sonorense. Las barras en cada ilustracion representa en numero de individuos

(+ 1 desviacion estandar) en clases de altura de 1 m: Las barras en blanco corresponden a los
individuos sin ramificaciones y las barras en gris corresponden a los individuos con brazos. El

numero debajo del nombre de la poblacion corresponde al nimero total de individuos por hectarea

en cada localidad. La escala del eje de las Y no es uniforme en todas las poblaciones, estan

escaladas de acuerdo a la variacion entre sitios.
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Figura 10. Continuacion.
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1.7. DISCUSION

En el centro de México se han canalizado la mayoria de estudios ecologicos tendientes a
evaluar el estado bioldgico de las cactaceas columnares, debido a que la mayor proporcion
de estas especies se localizan en la zona centro de la republica, pero también se aprovecha
la relativa cercania con los principales instituciones de estudios en ciencias biologicas y
ecologicas (Godinez-Alvarez y Valiente-Banuet 2004, Esparza-Olguin et al. 2001,

Valiente-Banuet y Ezcurra 1991).

Usualmente especies de amplia distribucion como P. pringlei desmotivan su estudio
por el simple hecho de estar representado en un amplio rango geografico, lo que hace
reconsiderar el esfuerzo econdmico y logistico necesario para ejecutar cualquier tipo de
estudio. P. pringlei representa la cactacea columnar con el mayor rango de distribucion
estudiado entre los miembros de su familia (Niering et al. 1963, Steenbergh y Lowe 1983,
Valiente-Banuet y Ezcurra 1991, Esparza-Olguin et al. 2001, Godinez-Alvarez y Valiente-

Banuet 2004), y abordarla represento un reto desde el planteamiento de los métodos a usar.

Hastings y Turner (1965a), y Turner et al. (1995, 2003), distinguen por primera vez
diferentes abundancias entre una isla y tierra firme en la Cd. de Guaymas, Sonora. Los
resultados de esta investigacion también describen un comportamiento similar en un sitio
relativamente cercano a esa localidad (ver Tabla 1, poblaciones Tio Ramon y El Sahuaral).

Turner et al. 2003, estimaron un densidad cercana a 8,000 individuos por hectarea en dos
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pequetias islas cercanas a Guaymas, Son. Curiosamente sus resultados indican que la
densidad ha aumentados en los ultimo afios en contraste con la abundancia de poblaciones

de tierra firme, condiciéon muy especial observada en esta especie.

Hasta el momento se desconocen los mecanismos responsables de las diferentes
abundancias entre las poblaciones islenas y costas de Sonora. Se sabe, sin embargo, que por
su cercania ambas regiones geograficas comparten los mismos elementos climaticos
(INEGI 1982). Es posible profundizar méas aun sobre los procesos ecoldgicos sucedidos
entre las poblaciones contrastantes aqui estudiadas (Isla Tio Ramoén y El Sahuaral), a fin de
registrar cambios en la tasa de reproduccion y muerte. No obstante, notese que la poblacion
El Sahuaral estd representada en su mayoria por individuos que sobrepasan los 7 metros,
que a diferencia de la Isla Tio Ramoén estd compuesta mayoritariamente por individuos
menores a 6 metros y que tienen menos de una sexta parte de brazos que los de El Sahuaral.
Esto hace suponer que el establecimiento de los cardones en las islas cercanas a Guaymas
corresponde a un evento relativamente reciente. Por otro lado, se sabe que los roedores y
lagomorfos participan activamente en la dindmica del establecimiento de plantulas de
cactaceas (Turner et al. 1969, Steenbergh y Lowe 1983, Godinez-Alvarez y Valiente-
Banuet 1998), y que las pequenas Islas del Golfo poseen menor diversidad de roedores y
lagomorfos a diferencia de tierra firme (Timothy et al. 2002, Lawlor et al. 2002). Por otro
lado las aves y murciélagos también participan significativamente en la polinizacion y
reclutamiento de las poblaciones de cardon (Fleming et al. 1996), aunque este proceso no
ha sido descrito para las islas del golfo. Realizando pruebas con diferentes niveles de

exclusion de roedores y lagomorfos en temporadas de fructificacion podrian definir el
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grado de participacion en el reclutamiento poblacional. Aunado a esto se hace notar que las
poblaciones en El Sahuaral estdn sujetas a presion antropocéntrica, establecidos en

propiedad privada que no restringe el pastoreo de ganado y el paso de automéviles.

Fue comun observar, en la mayor parte de los andlisis estadisticos, el efecto
geografico de la Peninsula de Baja California sobre la demografia y morfolégico de esta
especie. De manera particular se hace notar la alta correlacion entre la latitud con la
precipitacion total y de la temporada monzonica. La temporada de lluvias en Verano Otofio
y la presencia de huracanes, representan el mayor aporte de humedad a la region sur de la
Peninsula (Hastings y Turner 1965b). Turner et al. (1995) y Shreve (1911), mencionan la
importancia de las lluvias de verano en la dispersion y germinacion de semillas de P.
pringlei y de otras cactaceas columnares del Desierto Sonorense. A nivel regional se
observa que las poblaciones australes de la Peninsula soportan un mayor nimero de
individuos en etapas tempranas, a diferencia de las del norte donde la incidencia de
huracanes es rara y el patron de lluvias tipo monzén es débil, asi como el invernal. Esto
sugiere que la abundancia de P. pringlei se presenta con mayor frecuencia en el sur de la

peninsula gracias a la precipitacion ocurrida en el periodo verano-otofio.

De manera contraria a la region Peninsular, en la zona costera de Sonora no es
posible apreciar algiin patron latitudinal que asocie la incidencia de lluvias a cualquier
parametro poblacional estudiado. La relativa corta extension territorial de las poblaciones

de cardon en Sonora podria no ser suficiente para expresar variacion alguna.
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Las islas son las regiones donde se puede encontrar la mayor cantidad de individuos
por unidad de area. Dada la cercania con tierra firme, hacen suponer que se encuentran bajo
la misma influencia ambiental. Es necesario, contar con adicionales datos del ambiente para
poder ofrecer una respuesta satisfactoria sobre el factor que marca diferencia en la
abundancia del cardon en Islas del Golfo y en la tierra peninsular y continental adyacente.
Las tres regiones geograficas estan sujetas a diferentes presiones climaticas que promueven
condiciones ambientales especificas, por consecuencia las poblaciones Peninsulares,
Sonorenses e insulares estan sujetas a una grande variacion ambiental mostrando clara
diferencia en la abundancia poblacional. Adicionalmente, después de la precipitacion, la
temperatura minima de invierno indica tener una asociacion positiva con la densidad
promedio de P. pringlei. Esto indica que en los sitios donde se observan temperaturas

invernales relativamente bajas, la densidad del cardon disminuye.

La densidad promedio de las poblaciones Peninsulares presenta una relacion inversa
con el diametro basal de los individuos ramificados y su respectiva altura maxima; esta
relacion no fue observada para poblaciones Sonorenses. Dado que la precipitacion se asocia
la latitud y la densidad a la precipitacion, hace suponer que el didmetro del tronco y la talla
e los individuos se asocian a la disponibilidad de agua. Esta relacion podria relacionarse al
proceso llamado denso-dependencia, que limita el crecimiento de las poblaciones de
acuerdo a la disponibilidad de recursos (en este caso agua, y por consecuencia de
nutrientes). Es sabido que la disponibilidad de agua en las zonas desérticas es el mayor
limitante de vida para las especies vegetales, y algunas caracteristicas poblacionales se ven

modificadas de acuerdo a los recursos que ofrece el ambiente (Miller y Huenneke 2000).

DISCUSION



50

Los resultados indican que los individuos adultos con mayor talla se localizan en
Sonora y en la parte norte de la Peninsula. Se sabe también que el cardon expresa un
sistema radicular extenso, capacitandolo para utilizar en mayor medida el agua y nutrientes
disponible en la rizésfera (Nobel 2002). Asociado a estas cualidades, un buen sistema
radicular es necesario para anclar a los individuos ante la presencia de fuerte vientos, y en
presencia de grandes individuos se espera que el sistema radicular sea relativamente mas
extenso. Un sistema radicular extenso en poblaciones densas propicia competencia inter-
especifica, reduciendo la asimilacién y almacenamiento de agua, asi como el crecimiento
radicular y en cierta medida la capacidad reproductiva, tal como McAuliffe y Janzen 1986,
determinaron para Carnegiea gigantea, el equivalente ecologico de P. pringlei en la parte
norte del desierto Sonorense. Es necesario demostrar en futuros estudio que la baja
densidad poblacional en la parte norte de la Peninsula y sonora, obedecen a una respuesta

denso-dependiente (estrategas k).

La mayor parte de las poblaciones muestran un relativo alto numero de individuos
juveniles o menores de 1 metro. Esto indica que el reclutamiento es incesante, por lo que
las condiciones para el establecimiento no estan severamente restringidas. De acuerdo a los
analisis, la estructura poblacional de P. pringlei no se ajusta a una distribucion log-normal,
que caracteriza a las poblaciones en crecimiento y dptimo reclutamiento, mas bien expresa
un desarrollo resultado de reclutamientos en pulsos o bien alta mortalidad en clases
intermedias a consecuencia de enfermedades poco conocidas y documentadas. Este mismo
patrén ha sido observado en algunas cactaceas columnares de la region de Tehuacan

(Godinez-Alvarez y Valiente-Banuet 2004) y del Desierto Sonorense (Steenbergh y Lowe
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1983). Los altibajos observados son el reflejo de su historia evolutiva a corto plazo
(periodos secos o de intensas lluvias), y su analisis permitird pronosticar futuros eventos.
No obstante, factores denso-dependientes como el llamado exceso de reproduccion,
promovera un mayor o menor numero de individuos en ciertas etapas. El incremento de
individuos promueve que los recursos del medio se agoten y afecte un Optimo
reclutamiento en futuras generaciones. Aparentemente la estructura de las islas es
monotdnica, observando alta presencia de individuos juveniles e inmaduros. No obstante,
los analisis estadisticos mostraron que el alto numero de juveniles no parece ser suficiente

para designarlas como estables o con adecuado nivel de reclutamiento.

Una de las poblaciones de este estudio (Bahia Concepcidn) present6 el sindrome de
dano por aplanamiento (Flat Top Decay), descrito por Bashan et al. (1995), el cual
promueve que el 32.2% de los individuos de esa poblacion expresen el dafio caracteristico
del aplanamiento. Nuestro estudio indica que solo en Bahia Concepcion la presencia de esta
afectacion fue significativa, encontrando que el 33.7 % de los individuos adultos presentan
esta caracteristica. También se detectdé que una muy baja proporcion (0.05%) de individuos
juveniles e inmaduros con esta afectacion, suponiendo que el dafio se restringe solo a
individuos adultos. Bahia Concepcidon es caracterizada por un indice de regeneracion
superior a la media Peninsular (25 vs. 23.5), lo cual indica que es una de las poblaciones
con mayor nimero de reclutamientos per cépita en la Peninsula. Considerando que la
densidad poblacional en esa region es de 79.7 individuos por hectérea, de los que 43.5% de

ellos se considera adulto, el total de la poblacioén con el dafio apical es muy bajo. La relativa
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alta proporcion de individuos jovenes, indica que el reclutamiento en esa poblacion no ha

cesado y la poblacion se considera relativamente estable.

Es posible afirmar que las poblaciones de Pachycereus pringlei no presentan
problemas de regeneracion en su toda distribucion. La presencia de reclutamiento en pulsos
provee de un numero suficiente de individuos juveniles para un mantenimiento dptimo. No
obstante, existen poblaciones cercanas a asentamientos humanos que pueden estar sujetas a
cambios negativos en escala de largo tiempo provocando cambios en su reclutamiento. Es
necesario implementar estudios que analicen la influencia de la presion antropocéntrica en
algunas poblaciones, con el fin de evaluar su efecto y proponer medidas de proteccion

(Heywood e Iriondo 2003).

La abundancia y estructura de las poblaciones insulares hacen suponer que es
necesario estudiar a profundidad considerando un mayor nimero de poblaciones en esta
situacion geografica. Dadas las hipotesis planteadas se demostrd que la abundancia depende
significativamente de la situacion geografica y los efectos del medio de cada region. El
cardon no presenta una estructura ajustada a la distribucion log-normal, no obstante las
poblaciones se consideran estables con una relativa alta proporcion de reclutantes. Asi
mismo, se pudo comprobar que el efecto insular a través de las condiciones climaticas y
efecto latitudinal, influye significativamente en la distribucion y conformacion de las

poblaciones.
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CAPITULO II.- Sistemas reproductivos y variabilidad genética de

Pachycereus pringlei.
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2.1.- ANTECEDENTES

2.1.1.- Sistemas reproductivos

La evolucion del sexo en plantas ha sido un tema de gran interés en estudios de biologia
contemporanea (Heslop-Harrison Jr. 1982, Lovett-Doust y Lovett-Doust 1988). Su estudio
ha permitido comprender la evolucion de los sistemas reproductivos como medidas
adaptativas a economizar recursos y no necesariamente como adaptacion a un entorno
cambiante (Eguiarte et al. 1999). La parte teorica de estos estudios proponen modelos que
describen diversas rutas evolutivas para sistemas reproductivos. La variedad de rutas
descritas para vegetales, se rigen por las caracteristicas botanicas, fisioldgicas y ecologicas,
de manera que se pueden observar gran diversidad de sistemas de acuerdo a la especie, y la
gran variedad de factores del medio que interactian con ella (Futuyma 1998, Heslop-

Harrison Jr. 1982).

Los vegetales de zonas aridas han desarrollado una amplia gama de mecanismos
para sobrevivir ante limitaciones y eventualidades a través de estrategias reproductivas
traducidas en adaptaciones morfologicas y fisiologicas. Entre la gran variedad de
estrategias reproductivas de los vegetales se pueden encontrar aquellas que expresan
cambios estructurales, funcionales y fenologicos. Por eso, se ha optado por diferenciar las
estrategias en sistemas reproductivos, clasificandose primeramente en reproduccion

vegetativa, asexual y sexual.
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La propagacion es el mecanismo mas bdsico para incrementar el numero de
individuos de una poblacion, este es un tipo de reproduccion asexual que solo promueve la
continuidad del mismo genoma, es una de las formas mas econdmicas de enriquecer de
numero de individuos en una poblacion. El bajo costo energético (no invierte recursos en la
produccion de estructuras florales) por “desendiente” producido permite un ahorro que
puede ser administrado para sobrellevar, por ejemplo, el déficit o exceso de energia solar,
temperatura, nutrientes, agua, dispersores o suministro de polen. Algunas cactaceas del
Desierto Sonorense tienen la capacidad de propagarse mediante “brazos”, como es el caso
de Stenocereus eruca (Clark et al. 2005) y Stenocereus gummosus (obs. en campo). No
obstante su principal desventaja es la de exponer a mayor numero de individuos a
eventualidades ambientales, como plagas y variaciones letales en los factores climaticos

(Eguiarte et al. 1999).

La reproduccion sexual, corresponde a la generacion de nuevos individuos 2n a
través de la unioén del gametofito masculino y el femenino, suceso que ocurre dentro del
ovario de la flor y que previamente requiere del desarrollo de las flores y del proceso de la
polinizacioén cruzada, el resultado es la produccion potencial de individuos con informacion
en cierto grado distinta a la de sus progenitores. La alogamia se caracteriza por el
entrecruzamiento, y es sin duda el mejor proceso en los vegetales superiores para promover
la heterozigosis y la variabilidad genética. Las especies que experimentan reproduccion
sexual evitan la auto-fecundacion a través de varios mecanismos como la separacion

espacial de estructuras sexuales o la separacion temporal las funciones reproductivas. Otro
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mecanismo para evitar la auto-fecundacion es la incompatibilidad gamética o la induccion a
la aborcién de frutos auto-fecundados (Dellaporta y Calderon-Urrea 1993, Ainsworth 2000,

Charlestworth y Charlestworth 1978, Eguiarte et al. 1999).

De los diferentes mecanismos para promover la polinizaciéon o fecundacion cruzada,
la separacion espacial de los organos reproductivos es considerada como uno de los
mecanismos mas extremos y costosos en términos energéticos para evadir los problemas
que causa la auto-polinizacion (Ainsworth 2000, Dellaporta y Calderén-Urrea 1993). De
manera ejemplar se menciona a continuacion las diferentes formas de reproduccion o
sistemas reproductivos que las poblaciones experimentan como mecanismos optimizadores
de recursos: dicha variedad es el resultado de recombinaciones genéticas originadas por

diferentes procesos evolutivos.

e Hermafroditas.- Poblaciones con plantas hermafroditas

e Monoicas.- Poblaciones con flores masculinas y femeninas en una misma planta
¢ Dioicas.- Poblaciones con plantas masculinas y plantas femeninas

¢ Ginodioicas.- Poblaciones con plantas hermafroditas y femeninas

e Androdioicas.- Poblaciones con plantas hermafroditas y masculinas

e Trioicas.- Poblaciones con plantas hermafroditas, masculinas y femeninas

El cardon expresa trimorfismo sexual, refiriéndose la presencia en una misma
poblacion de individuos hermafroditas y unisexuales (masculinos y femeninos). La uni-
sexualidad en las plantas es considerada parte culminante de un proceso evolutivo donde de

manera gradual se va perdiendo una u otra expresion sexual (Hoffman 1992, Charlesworth
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y Charlesworth 1999). En el caso de Pachycereus pringlei, es posible observar poblaciones
donde co-existen las tres expresiones sexuales (poblaciones trioicas) y donde solo se

presentan individuos femeninos y hermafroditas (Fleming et al. 1998).

La pérdida gradual la funcionalidad sexual en plantas se debe basicamente a dos
tipos de mutaciones. La esterilidad femenina esta asociada a mutaciones en el genoma
nuclear, donde se ha visto por ejemplo el efecto de la insercion de trasposones en regiones
codificantes asociadas a la funcionalidad sexual femenina transmitiendo ala siguiente
generacion una mal funcionalidad del gen (Pereira et al. 1997). Dado que se ha observado
diferente grado de esterilidad femenina en algunas plantas (Medel-Narvaez 2003), se hace
suponer que la funcionalidad femenina esta asociada a diferentes tipos de mutaciones

nucleares.

La esterilidad masculina es causada por una mutacion en el genoma de la
mitocondria que afecta el desarrollo del polen, su herencia es usualmente materna en la
mayoria de las angiospermas (Boutin et al. 1987, Saumitou-Laprade et al. 1994).La
esterilidad masculina ha sido ampliamente estudiada y se ha denominado como el factor
Esterilidad Masculina Citoplasmatica (CMS por sus siglas en ingles) a una serie de
mutaciones llevadas acabo en el genoma de la mitocondria (McCauley 1998, Schultz 1994,
Delph et al. 2007). Algunos estudios moleculares en poblaciones ginodioicas la presencia
de diferentes citotipos, mismos que han sido asociados con diferentes factores CMS
(McCauley y Olson 2003, Dufay et al. 2007). Algunos autores han propuesto en base a

analisis moleculares, que la esterilidad masculina esta asociada cambios estructurales en la
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region del Citocromo Oxidasa I (COl) del genoma mitocondrial. No obstante se ha
documentado la asociacion entre CMS y genes nucleares restauradores (Boutin et al. 1987),
esto significa que la presencia de mutaciones en la mitocondria son reparados por genes

especificos del genoma nuclear.

McCauley y Olson (2003), observaron que el cpADN y el mtADN se encuentran
ligados con la esterilidad masculina en Silene vulgaris e hipotetizaron que ambos genomas
se encuentran en desequilibrio gamético. De igual manera Forcioli et al. (1998)
encontraron en Beta vulgaris una asociacion entre haplotipos del cpADN y varios factores
CMS. De esta manera ha surgido la idea de que el cpADN y el mtADN estan intimamente
ligados, debido a que ambos genomas evolucionan conjuntamente (Forcioli et al. 1998,
McCauley y Olson 2003, Petit et al. 2005, Olson y McCauley 2002). Algunos autores han
propuesto que ambos genomas pueden ser evaluados para determinar variaciones
citoplasmaticas en plantas (Petit et al. 2005). Sin embargo el numero especies ginodioicas
que han sido evaluadas es hasta el momento limitada para dar una idea clara sobre la
variacion de cpADN y su asociacion con la variacion citoplasmatica en especies

ginodioicas.

Debido a que la esterilidad masculina es provocada por cambios mutacionales en el
mtADN, que variacion en el genoma mitocondrial se asocia a una variacion citoplasmatica,
es de esperarse que la variabilidad genética del genoma mitocondrial incremente en la

evolucion de sistemas hermafroditas a ginodioicos (Fénart et al. 2006, Laporte et al. 2001).
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Aunque existen estudios que avalan esta propuesta en especies que presenta amplia

distribucion y sean caracterizados por ser longevos.

De acuerdo con un modelo tedrico de evolucion sexual (Figura 11), las poblaciones
pueden presentar uno o los dos tipos de mutaciones al mismo tiempo (pero no en un mismo
individuo, de ser asi se inducira a la generacion de individuos neutros y sin funcion sexual,
Medel-Narvaez 2003). Si en una poblacion hermafrodita se presentaran las dos tipos de
mutaciones, aparte de los individuos hermafroditas, se integraran individuos masculinos y
femeninos de manera eventual, resultando un sistema trioico. En caso que solo se presente
la esterilidad masculina, se observaran individuos hermafroditas y femeninos, denominando
a la poblacion Ginodioica, por otro lado, cuando prevalecen solamente individuos
masculinos y hermafroditas la poblacion se denomina Androdioica. EI Androdiocismo y el
Ginodioicismo son considerados dos estados evolutivos que comunmente anteceden al

Trioicismo, y este ultimo es considerado la antesala del Dioicismo.
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Androdioicos

Hermafrodita Dioicos

R

Figura 11. Representacion esquematica de la ruta evolutiva de sistemas sexuales dioicos.

La aparicion de individuos unisexuales en poblaciones hermafroditas es gradual y
esto permite observar poblaciones que expresan diferente proporcion de expresiones
sexuales. Por ejemplo, se ha observado en poblaciones trioicas de P. pringlei, diferente
proporcion de individuos masculinos, femeninos y hermafroditas, de tal forma que puede
observarse en el plano geogréfico el cambio de proporciones de acuerdo en principio a un

patron latitudinal (Murawski et al. 1994, Fleming et al. 1994, Molina-Freaner et al. 2003).
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De acuerdo al modelo evolutivo antes revisado, la hipotesis que manejan algunos autores
es: poblaciones con baja proporcion de individuos hermafroditas se encuentran en un nivel
avanzado hacia el establecimiento de poblaciones dioicas (Charlestworth y Charlestworth

1978, Richards 1986).

El patron geografico de los sistemas reproductivos en el cardén en toda su
distribucion esta documentada de la siguiente manera: en la regidon sonorense las
poblaciones nortefas presentan sistemas trioicos dominados los individuos hermafroditas, y
hacia el sur se localizan sistemas exclusivamente ginodioicos, donde predominan los
individuos hermafroditas. Contrariamente, al sur de en la Peninsular se presentan los
sistemas trioicos, donde la proporcién hermafrodita esta relativamente reducida. Al norte de
la Peninsula se encuentran poblaciones ginodioicas con una muy reducida o nula

proporcion de individuos masculinos (Molina-Freaner et al. 2003, Fleming et al. 1994).

En el cardon se detectd la presencia de individuos hermafroditas con esterilidad
parcial masculina (HEPM) y hermafroditas con esterilidad parcial femenina (HEPF) en
poblaciones trioicas (Medel-Narvaez 2003). Esta denotacion, se refiere a individuos que no
son considerados estrictamente masculinos, femeninos o hermafroditas por compartir
caracteristicas de cada expresion sexual. Por ejemplo, mediante cortes histoldgicos, los
individuos HEPF (individuos que en un primer analisis fueron considerados masculinos)
exhiben baja cantidad de ovulos funcionales, ¢évulos deformes o funiculos atrofiados,

demostrando remanentes de la funcionalidad femenina. De igual manera, existen individuos
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hermafroditas que contienen Ovulos robustos, integros y funiculos funcionales, pero no

pueden desarrollar suficientes granos de polen, o bien presentan malformaciones.

2.1.3.- Variabilidad genética

Se denomina fenotipo a la expresion del genotipo de los organismos en un determinado
ambiente, por lo tanto, el fenotipo es cualquier caracteristica detectable de un organismo
(bioquimica, fisiologica, conductual, la expresion sexual, las variaciones morfologicas:
volumen, numero de brazos, etc.) determinada por una interaccidon entre su genotipo y su
medio. La condicién genética de los individuos estara representada por un conjunto
organizado de genomas, que es compartido entre individuos, suficiente proporcion para
diferenciar individuos o grupos de individuos. La estructura genética de cada poblacion
estara definida por la composicion alélica expresada en su momento. Las diferencias
alélicas definen el grado de semejanza genética entre poblaciones y es determinada

comparando secuencias ADN. Mediante variados marcadores moleculares.

En la ultima década se ha promovido extensivamente la utilizacién de técnicas
moleculares como estimadores de variacion de secuencias de ADN o sus productos (Avise
1994, Sunnucks et al. 2000). Actualmente se tienen estandarizadas técnicas de extraccion y
analisis de ADN lo que permite obtener resultados de manera casi inmediata y con
multiples aplicaciones (Ainswoth 2000, Hamrick 2002, Cota y Wallace 1997, Pradeep et

al. 2002.
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2.2.- JUSTIFICACION

La reconocida amplia distribucion y la condicion trimorfica, ofrecen la oportunidad de
evaluar la variacion genética inter e intra-poblacional en varios ambientes desérticos. El
analisis genético de la variacion geografica de las frecuencias sexuales ofrece otro objeto de
estudio que ayudaria a entender los modelos teéricos sobre la evolucion del sexo en plantas.
No obstante, su lento reclutamiento y crecimiento, aunado con el deterioro de su ambiente,
han propiciado que ciertas poblaciones presenten un proceso de extincion local, reduciendo

su representatividad en el escenario desértico.

El uso de marcadores genéticos en cacticeas es aun incipiente, por lo que este estudio
permitird estandarizar las técnicas moleculares necesarias para futuras investigaciones que
profundicen sobre el andlisis genético de esta especie. Cabe recordar que hasta la fecha no
existe ningun estudio que evalue la variabilidad genética de P. pringlei que contemple todo

su rango de distribucion.

Hasta el momento no se ha dado una respuesta satisfactoria que aclare la variabilidad
geografica de los sistemas reproductivos en esta especie, por lo que se ha sugerido la
necesidad de analizar genéticamente la variabilidad de ADN extra-geondémico entre

poblaciones.
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En los ultimos afios los avances cientificos en temas ecologicos y genéticos, y el desarrollo
tecnoldgico ha permitido implementar técnicas y métodos que analizan la variacion
ecoldgico de una manera integral. El analisis multidisciplinario en P. pringlei ofrecen la
oportunidad de entender mas sobre los procesos de la evolucion del sexo, su asociacion con
su estructura poblacional y su estado biologico. Finalmente, se ha documentado que la
extraccion de ADN en cactaceas representa una etapa crucial en la obtencion de material
genético de buena calidad para un adecuado analisis. Se propone una técnica de extraccion
que permita obtener ADN de excelente calidad de manera que los polifenoles y

carbohidratos no interfieran en la resolucion de los resultados

Para entender los procesos evolutivos en las especies se requiere la integracion de analisis
genéticos y ecoldgicos. La genética poblacional es una disciplina que se ha aplicado
intensamente en la ultima década para dar respuesta a proceso evolutivos que estudios
puramente ecologicos no podian resolver. El estudio de la variabilidad genética de las
poblaciones ha permitido entender procesos de adaptacién y especiacion en muchas
especies. La separacion de sexos y la generacion de nuevos sistemas reproductivos es un
ejemplo claro de dicha adaptacion al medio. Las poblaciones de P. pringlei representan un
modelo de estudio donde se puede analizar la variabilidad genética a nivel geografico de los
sistemas reproductivos. Se ha propuesto que los sistemas ginodioicos son un paso
intermedio en la evolucion de sistemas trioicos a dioicos. A lo largo de su distribucion, el
cardon presenta tanto poblaciones ginodioicas como trioicas, lo que sugiere que en el
proceso de colonizacién en el Desierto Sonorense a través del tiempo se ha dado esa

transicion. A través del andlisis genético se puede determinar el linaje poblacional del
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cardon haciendo énfasis en el actual patron geografico de los sistemas reproductivos. El
analisis genético poblacional mediante SSCP, ofrece muchas ventajas entre otros
marcadores moleculares, ya que es un marcador sensible ante variaciones gendmicas y
tiene un costo relativamente mas bajo que otros marcadores. El estudio de la variabilidad
genética de P. pringlei, permitird conocer mas acerca de la especie, sobre sus procesos de

adaptacion y evolucion, indispensables para futuras practicas de manejo y conservacion.
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2.3.- HIPOTESIS

e Los sistemas trioicos y ginodioicos que expresa Pachycereus pringlei se asocian a un
patron geografico.
e Los sistemas ginodioicos expresan diferentes citotipos que pueden ser diferenciados

mediante el analisis genético del cloroplasto

2.4.- OBJETIVOS

General

Evaluar la variacion geografica y genética de los sistemas reproductivos en poblaciones

silvestres de Pachycereus pringlei en su distribucion en el Deserto Sonorense

Especificos

eEvaluar la expresion sexual de cada individuo registrado.

eDesarrollar un protocolo adecuado y repetible para la extraccion y amplificacion de ADN.
eEvaluar diferentes marcadores moleculares que permitan observar variacion genética en P.
pringlei.

e Asociar la variabilidad genética con la variacién geografica de los sistemas reproductivos.

HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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2.5.- MATERIALES Y METODOS

2.5.1.- Area de estudio

Se seleccionaron 15 poblaciones de Pachycereus pringlei a lo largo de su distribucion en el
Desierto Sonorense. Diez poblaciones son de la Peninsula de Baja California, dos de Islas
del Golfo y tres del estado de Sonora (Figura 12).En cada poblacién se seleccionaron 100
individuos adultos al azar. Con la ayuda de un estadal se colectaron dos botones florales,
dos flores o dos frutos por cada planta. Las estructuras colectadas se conservaron en el
campo en hielo seco o nitrogeno liquido para su traslado a un ultra-congelador en las

instalaciones del CIBNOR

2.5.2.- Sistemas reproductivos.

Con el fin de conocer la frecuencia relativa de sexos de cada poblacion, se procedid a
determinar la expresion sexual de los individuos. De la totalidad de flores, botones o frutos
colectados, la mitad de ellas fueron seleccionadas para determinar la expresion sexual, el
otro 50% fueron destinadas para el aislamiento de ADN y su crio-conservacion. Para ambos

procedimientos se tuvo en promedio 90 muestras por poblacion.
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La expresion sexual de cada individuo se obtuvo mediante observacion directa de la
cavidad ovarica y receptaculo floral. Con la ayuda de un microscopio estereoscopio y un
bisturi, se disecciond longitudinalmente cada flor para observar évulos y polen en la cdmara
ovarica y receptaculo floral. Cada individuos fue denominado hermafrodita si las flores
mostraron évulos y polen, masculina si solo se observaron granos de polen, y femenina
cuando solo se detecto solamente Ovulos. La frecuencia relativa de sexos se obtuvo
dividiendo el numero de flores de cada expresion sexual entre el total colectado en cada

poblacion.
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Figura 12. Mapa mostrando la distribucion geografica del Pachycereus pringlei en el Desierto
Sonorense. Los ntimeros indican la localizaron de las 15 poblaciones consideradas para el analisis
de los sistemas reproductivos. (Ver tabla 7 para detalles de las poblaciones)
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2.5.3.- Extraccion de ADN

El aislamiento de ADN se llevo a cabo en 12 poblaciones con 10 repeticiones, obteniendo
un numero total de 120 muestras a analizar. El tejido para la extraccion de ADN proviene
de una pequefia muestra de clorénquima obtenido de la zona pericarpelar del ovario. El
tejido se coloco directamente en tubos eppendorf y preservado a -80°C. Aproximadamente
de 10 a 15 gr de tejido fue almacenado procurando no exponerlo a descongelacién o
exposicion al aire. Se observo que en presencia de oxigeno e incremento de temperatura, el
tejido experimenta una coloracion roja, resultado de la oxidacion (de la Cruz et al. 1997).La
técnica de extraccion de ADN fue una modificaron propuesta por de la Cruz et al. (1997,

1998) donde se retoman los siguientes reactivos:

e Buffer de extraccion CTAB:
Tris-HCI 100 mM pH 8,
EDTA 20 mM pH 8§,

4% CTAB,

NaCl 1.5 M,

4% PVP-40,
2-Mercaptoetanol 10 mM,
500 mg de Acido ascorbico y

OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO

e Buffer de extraccion STE:
0 Tris-HCI 100 mM pH 8,
0 EDTA 50 mM pH 8,
0 NaCl100 mMy
0  2-Mercaptoetanol 10 mM

Se utilizaron dos técnicas de aislamiento de ADN. La primera se refiere
propiamente a la estandarizacion de la técnica y se describe a continuacion. La
estandarizacion se realizd en las instalaciones del laboratorio de Biologia Molecular del

CIBNOR dirigido por la Dra. Norma Y. Hernandez, La segunda técnica presenta algunas
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500 mg de DIECA en 100 m).

30% SDS
Acetato de potasio (KAc) 5 M.
Acetato de sodio (NaAc) 3 M.
Buffer TE
o Tris 10 mM,y
o EDTA 1 mM.
Isopropanol grado biologia molecular
ARNasa
Cloroformo grado biologia molecular
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modificaciones no sustanciales, por ejemplo, el proceso de la trituracion fue realizado en un
homogeneizador (Biol01/Savat FastPrep FP), lo que facilité la labor del laboratorio de
manera sustancial y reduciendo el tiempo y esfuerzo de molienda. Otra variante a la
primera técnica fue la utilizacion del tejido inmerso en alcohol 75%. La comparacion entre
las dos variantes no mostr6 diferencias notables en la calidad de ADN obtenido. El uso del
homogenizador para triturar el tejido fue innovado en el laboratorio de genética forestal de

la USDA (Corvallis, OR) dirigido por el Dr. Richard Cronn. El protocolo practicado es el

siguiente:

Triturar 0.1 gr. de tejido en un tubo eppendorf conteniendo 180 pl del buffer de extraccion CTAB.
Se agrega a la mezcla 675 pl del buffer de extraccion STE. Se contintia con la trituracion.

Agregar 30 pl del buffer de SDS 30%. Se agita por 5 minutos.
Incubar a 65° C por 60 minutos.

Agregar 5 ml de KAc frio.

Incubar a 0° C por 60 min.

Centrifugar a 10,000 rpm. a 4°C por 20 min

Remover el sobrenadante a un tubo nuevo

Agregar 400 pl de Isopropanol frio.

Mezclar gentilmente e incubar a -20° C por 20 min
Centrifugar a 10,000 rpm. a 4°C por 10 min.

Eliminar el sobrenadante, dejar secar el pellet y resuspender en 200 pl de buffer TE

Centrifugar a 12,000 RPM durante 15 min a 10°C.

Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo y agregar 60 ul de Acetato de sodio 3 M.

Agregar 500 pl de Isopropanol frio y agitar gentilmente

Incubar a -20°C por 20 min.

Centrifugar a 10,000 rpm. a 4°C por 1 min.

Eliminar el sobrenadante y lavar el pellet en etanol 75%.

Secar perfectamente el pellet y resuspender en 100 pl de TE.
Agregar 1 pul de ARNasa y 49 pl de H,O destilada estéril.

Incubar a 25° C por 60 min.

Agregar 100 pl de cloroformo, agitar gentilmente

Centrifugar a 12,000 rpm a 25°C por 15 min

Retirar sobrenadante a un tubo nuevo y agregar 500 pl de Isopropanol frio.
Agitar gentilmente e incubar a -20°C por 20 min

Centrifugar a 12,000 rpm a 4°C por 5 min.

Secar el pellet y lavar con etanol al 75%

Resuspender el pellet en 100 ul de TE y almacenar en congelacion.
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2.5.4.- Amplificacion de ADN

El protocolo para la amplificaciéon del ADN resultante se resume en el siguiente programa
(de la Cruz et al. 1997):

Desnaturalizacion inicial a 95°C por 60 segundos
Desnaturalizacion a 94°C por 60 segundos
Alineamiento a 45°C por 60 segundos 34 ciclos

Extension a 72°C por 2.5 minutos

O O O O O

Extension final a 72°C por 5 minutos

Los productos fueron conservados a -20°C, de los cuales solo se tomo una alicuota para los

siguientes analisis. La concentraciéon de ADN fue obtenido mediante un espectrofotometro.

2.5.4.- PCR-SSCP

La técnica de analisis del polimorfismo de la conformacion de hebras sencillas se retoma
del protocolo propuesto por Sunnucks et al. (2000). El analisis PCR-SSCP fue llevado a
cabo en 12 poblaciones distribuidas uniformemente en su distribucidon, excepto en las
poblaciones 7 (El Cien) y 9 (La Matanza) en la Peninsula, debido a la relativa cercania con
otras poblaciones, considerando innecesario su analisis. Para este analisis se seleccionaron
cinco individuos de cada poblacion, considerando tener representacion de las expresiones

sexuales que caracterizan a la poblacion.
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Se elaboraron tres pares de primers (http://frodo.wi.mit.edu/), que codifican dentro
del especio intergénico trnLysa — trnFgaa del cloroplasto: Pp01, Pp02, Pp03. Los primers
amplifican para diferentes sitios dentro del espacio intergénico. La seleccion de estos sitios
fue en base a las secuencias consenso de cactaceas columnares del GenBank (Arias et al.

2003).

La técnica consiste en dar las condiciones adecuadas para que el ADN se
desnaturalize y sus hebras puedan ser separadas en un gel de poliacrilamida de acuerdo a su
conformacién tridimensional. Para ello, es necesario utilizar productos previamente
amplificados a una concentracion final de 2 pg/ul. Los productos de PCR se mezclan con
10 ul de formamida (concentracion 95%) como cargador:
20mM EDTA pH 8,

0.05% azul de bromofenol,

0.05% xylencianol y
95% formamida.

O 00O

Las muestras se calientan a 90°C por 3 minutos para que la formamida ayude a
mantener las hebras del ADN separadas después de la desnaturalizacion por calentamiento.
Inmediatamente los productos calentados son colocados en hielo para ayudar a evitar la re-
naturalizacion del AND. Los productos, mantenidos en frio se aplican a un gel de

poliacrilamida 7% con las siguientes caracteristicas:
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7% Acrylamide,

5% glycerol,

0.5X TBE,

2 uL TEMED, y

2 uL 25 % w/v persulfato de amonio por cada mililitro del gel.

El gel se sumerge en un buffer (20 mm EDTA pH. 8) al que se le aplica una carga
de 15 W por 18 horas a 4 °C. Los geles fueron tefiidos durante 60minutos en una solucion
conteniendo 5 ml SYBR Gold mas 50 ml 1x TBE por 60 mins. Los geles fueron observados

en un fotodocumentador.

2.5.4.- cpSSR

Se utilizaron 10 individuos de cada poblacién (120 en total) para evaluar la variabilidad
genética mediante microsatélites en el cloroplasto (chloroplast Simple Sequence Repeat).
Como un primer acercamiento se evaluaron cuatro poblaciones distantes (dos individuos
por poblacidn) y regiones microsatelitales utilizando primers especificos para cada uno.
Esto tiene la finalidad de seleccionar aquellos microsatélites que generen productos
amplificados con el fin de aplicarlos al resto de las poblaciones. Los cpSSR fueron los
siguientes (Tabla 2): ccmp1, ccmp2, ccmp3, ccmp4, ccmpS, ccmp6, ccmp?7, cemp8, cecmp9,
y ccmplO (Weising y Garner 1999) y el espacio intergénico trnHgug-psbA (Hamilton

1999).
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Tabla 2.- Lista de los microsatélites seleccionados para la evaluacion de polimorfismo en
poblaciones de Pachycereus pringlei. ir = Region Intergénica.

Nombre Localizacién Repeticion

ccmpl trnK intron ()10

ccmp?2 57 atrnS A)11

ccmp3 trnG intron (11

ccmp4 atpF intron (M13

ccmpS 3> arps2 (©)7(T)10 (T)5C(A)11
ccmp6 ir ORF77-82 (T)5C(T)17

ccmp7 ir atpB-rbcL (A)13

ccmp8 ir rpl20-rps12 (T)6C(T)14

ccmp9 ORF74b-psbB (M11

ccmpl0 ir rp12-rps19 ()14

El equipo utilizado para la amplificacion de los microsatélites fue un termociclador

programable (PTC-100 Programmable Thermal Controller, MJ Research, Inc.) para 96

muestras. La presencia de productos fue evaluada mediante geles de agarosa 3%. Los

componentes para la PCR fue la que a continuacion se menciona:

Tabla 3.- Férmula utilizada para amplificar microsatélites como primer acercamientos a obtener

productos.

Reactivo ul Concentracion
ADN 1 1:10
Primer Fy R 0.5 10 pmol/ul
dNTPs 0.8 2.5 mM stock
MgOAc Taq buffer 10X 1 15 mM
MgOAc 0.2 25 mM
Taq polymerase 0.08 5 U/ul stock
Agua deionizada 6.42
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El programa de amplificacion fue el siguiente:

e Desnaturalizacion inicial a 94 °C por 3 mins

e Desnaturalizacion a 94 °C por 15 segundos

e Alineamiento a 60 °C por 15 segundos 30 ciclos
e Extension a 72 °C por 60 segundos

e Extension final a 72°C por 5 mins.

Los resultados previos indicaron que solo siete regiones microsatelitales fueron posible
detectar: ccmpl, ccmp2, ccmp3, ccmp4, cecmp6, cempl0, y trnH-psbA. El siguiente paso
fue seleccionar cuatro muestras de ADN de cada poblacion (48 muestras en total) en los
para llevar a cabo la amplificacion. El protocolo para la amplificacion fue el mismo

descrito anteriormente y los productos fueron observados en geles de agarosa 3%.

Una vez confirmada la presencia de productos microstelitales, los amplificados
fueron preparadas usando un kit de secuenciacion “ABI PRISM® Big Dye™ terminator
cycle sequencing” (v. 3.1, Applied Biosystems Inc., Foster City, Calif.). La secuenciacion
se realizd6 en un secuenciador automatico de capilares (ABI 3100) en el Centro de
Investigacion Genémica y Biocomputo de la Universidad Estatal de Oregon (OSU-CGRB,
Corvallis, Ore., http://www.cgrb.orst.edu). La formula de amplificacion con primers

fluorescentes se describe en la Tabla 4.
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Tabla 4.- Formula para la amplificacion de ADN doble hebra utilizando (*) primers etiquetados con
fluorescencia para su posterior secuenciacion.

Reactivo ul Concentracion
ADN 1 50 ng
Primerl F (?P)* 0.25 5 pmol/ul
Primerl R 0.25 5 pmol/pl
Primer2 F (*?P)* 0.25 5 pmol/ul
Primer2 R 0.25 5 pmol/pl
dNTPs 0.8 2.5 mM stock
Mg-free Taq buffer 10X 10 15 mM
MgCl, 1 25 mM stock
Tag polymerase 0.08 5 U/ul stock
Agua deionizada 5.12

2.5.5.- PCR-RFLP

El estudio de los RFLPs (Polimorfismo de la Longitud de Fragmentos de Restriccion —por
sus siglas en ingles), analizan el tamafo de los fragmentos resultantes de una digestion
enzimdtica (PCR). Se ha considerado que entre més diversidad de productos amplificados
se analicen y entre mas enzimas de restriccion se usen, mayor podra ser el polimorfismo

observado.

La siguiente prueba fue dirigida a evaluar el polimorfismo de longitud de fragmentos de
restriccion ocho regiones no codificantes relativamente grandes del cloroplasto (Horning y
Cronn 2006). Se seleccionaron 10 individuos de cada una de las 12 poblaciones. Debido a
pruebas preliminares se propuso el uso de Albumina Sérica para dale un tratamiento de
purificacion al ADN a amplificar. La formula de reaccion para la amplificacion se enlista
en la Tabla 5, las reacciones fueron observadas en geles de agarosa 3%. Las regiones del

cloroplasto exploradas son las siguientes:
e Region intergénica KK, (intron trnK(f) + trnK(r) mas gen matK)

e Espacio intergénico trnTygy - trnLyaa

e Regidn intergénica trnTygy - trnFgaa
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e Regidn intergénica trnDgyc - trnTogu
e Regidn intergénica trnTygy - trnS

e Espacio intergénica 5’rpS12 - rpl20

e Intron rpl16(f) — rpl16(r)

e Espacio intergénico accD - psal-75R

Tabla 5.- Férmula para amplificar fragmentos relativamente grandes destinados para el analisis
PCR-RFLP

Componente puL Concentracion
ADN 10 1:10y 1:100
Primer F y R 1 25 pmol/ul
dNTPs 0.5 2.5 mM stock
Taq buffer 10X 2.5 15 mM
MgCl, 2 25 mM
BSA (Bovine Seric Albumin) 1.5 10000 U
Taq polymerasa 0.2 5 U/uL stock
Agua deionizada 7.3

Resultados previos en geles de agarosa al 3% mostraron la formacion de productos solo en

cuatro regiones:

e Espacio intergénico trnTygy - trnLyaa
e Espacio intergénico 5’rpS12 - rpl20
e Intron rpl16(f) — rpl16(r)

e Espacio intergénico accD - psal-75R

Estos productos fueron digeridos con las enzimas Ddel, Dral, y Taql, usando un kit maestro
de restriccion de enzimas bajo la férmula descrita en la Tabla 6.
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Tabla 6.- Mezcla maestra de enzimas de para PCR-RFLP dirigida a 4 regiones no codificantes del

cloroplasto en P. pringlei.

Componente de reaccion  Concentracion Cantidad requerida
Agua 10.4 pl
Taq buffer 10X 1.5 pl
Enzima de restriccion 20-500/ul 0.1 ul

(Ddel, Dral, y Taql)

Se tomo 3 ul de cada producto de PCR mas 12 pl de la mezcla maestra de digestion.
Cada producto fue encubado por 60 minutos usando 37°C para las enzimas Ddel y Dral, y
65°C para la enzima Taql. Después de la incubacion, las reacciones con las enzimas Ddel y
Dral fueron calentadas a 65°C por 20 minutos y la reacciéon con la enzima Taql fue
calentada a 75°C para detener el proceso de incubacion y desnaturalizar las enzimas. Los
fragmentos de AND obtenidos fueron observados en geles de agarosa 3% tefiidos con

bromuro de etidio y visualizados bajo luz UV.

2.5.6.- Secuenciacion.

Para este andlisis fueron seleccionaron individuos de diferente sexo de las 12 poblaciones
estudiadas. Los productos amplificados obtenidos de las pruebas de cpSSR y PCR-RFLPs
(la region evaluada con PCR-SSCP esta incluida en los fragmentos analizados con PCR-
RFLP), fueron secuenciados directamente en la universidad de Washington (Washington
University Genome Sequencing Center —GSC, http://genome.wustl.edu). Los productos
enviados corresponden a las siguientes regiones: ccmp2, ccmp3, ccmp4, ccmp6, ccmpl0 y

tmTUGU - trnLUAA, tI‘IlTUGU - thGAA: 5’1'p812 - rpl20, I‘pll6(f) — rp116(r), accD - psaI-75R
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y atpB-rbcL. Por disponibilidad de primers, no se secuencio el cpSSR ccmpl, se incluye

atpB-rbcL no explorado anteriormente.

2.5.6.- Analisis de datos.

Los sistemas reproductivos fueron caracterizados de acuerdo al a frecuencia relative de
sexos en cada poblacion. Los sistemas reproductivos ginodioicos fueron denominados
cuando estan presentes morfos hermafroditas y femeninos. Los sistemas reproductivos
trioicos fueron denominados cuando se presentan coexistiendo individuos. Se realizaron
graficas esquematicas que describen la frecuencia relativa de cada morfo sexual para
representar la estructura de los sistemas reproductivos en P. pringlei en toda su

distribucion.

La presencia de productos amplificados fue observada en geles de agarosa 3%, los
cuales fueron teniidos con bromuro de etidio y observados a través de luz ultravioleta. Las
imagenes resultantes se registraron en formato digital, y editados por cuestion de espacio.
Las secuencias obtenidas de los fragmentos cpSSR y PCR-RFLPs fueron limpiadas usando
el programa DNAman v.4. (Lynnon Corp ®. http://www.lynnon.com). La alineacién de los
fragmentos “limpios” se basé en el algoritmo ClustalW usando el programa BioEdit v.
7.0.0 (Hall 1999). Se utilizaron los programas Mega 3 (Kumar et al. 2001) y DnaSP v.
4.10.9 para calcular la posicion de las posibles variaciones entre secuencias, asi mismo se

determine la diversidad de haplotipos (Hp) y el nimero de mutaciones. Estadistica
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parsimoniosa fue usada para reconstruir las relaciones filogenéticas entre haplotipos (red de
haplotipos) combinando las secuencias usadas en microsatélites y PCR-RFLPs (TCS,
v.1.21, Clement et al. 2000). Mediante la prueba y* se evalu6 la asociaciéon entre el

haplotipo y la expresion sexual entre individuos (Zar 1999).
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2.6.- RESULTADOS

2.6.1.- Sistemas reproductivos

P. pringlei expresa a lo largo de su distribucion expresa tres diferentes sistemas
reproductivos: el 13% de las poblaciones expresan sistemas Ginodioicos, el 73% Trioicos y
el 13% Hermafroditas. Los sistemas hermafroditas se encuentran exclusivamente en la Isla
Cerralvo y en la Isla Santa Catalina. Los sistemas ginodioicos se distribuyen, uno en el
extremo norte de la peninsula y el otro en el extremo sur de su distribucion en Sonora. Los
sistemas trioicos son mas numerosos, predominando en casi toda la peninsula y centro-
norte de su distribucion en Sonora (Figura 13). En la Tabla 7, se detalla la localizacion y las
frecuencias relativas que conforman a los sistemas. Es posible observar que en las
poblaciones trioicas de la Peninsula, que los individuos masculinos predominan en la
region sur. Se observa un patréon contrastante con la proporcion de individuos

hermafroditas, que aumenta su numero conforme aumenta la latitud.
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Tabla 7.- Localizacion de los sitios de muestreo para el analisis de los sistemas reproductivos de

Pachycereus pringlei.

También se muestra la proporcion de individuos de diferente expresion

sexual que define a cada sistema. La cifra en patentéis indica el numero de individuos

contabilizados.

Poblacion Latitud Longitud Hermafroditas  Masculinas ~ Femeninas Sistema

Norte Oeste % % % Reproductivo

1. San Pedro 31°05 43~ 115°21° 327 75 (9) 0(0) 25(3) Ginodioico
2. Catavifa 29° 50’ 27~ 114°55° 15”7 52 (50) 1(1) 47 (45) Trioico
3. Punta Prieta 29°03” 46 114°09° 107 38 (36) 16 (15) 46 (43) Trioico
4. San Francisco 27°26’ 54 113° 15 50” 23 (22) 32 (30) 45 (43) Trioico
5. Bahia Concepcion 26° 32’ 36” 111°42° 437 63 (60) 15(14) 32 (30) Trioico
6. El Guatamote 25°28°55”  111°28° 557 49 (44) 2(2) 49 (44) Trioico
7. El Cien 24°20’ 43~ 111°00° 32 99 36 (35) 55 (54) Trioico
8. El Comitan 24° 07 307 110° 25’ 307 11 (11) 58 (56) 31 (30) Trioico
9. La Matanza 23°38 50~ 110° 15 16” 13 (11) 56 (48) 31 (26) Trioico
10. La Rivera 23°11’ 88~ 110° 07’ 30” 15 (14) 46 (42) 38 (35) Trioico
11. Isla Catalana 25°35’10” 110° 48 25~ 100 (91) 0(0) 0(0) Hermafrodita
12. Isla Cerralvo 24° 09’ 10” 109° 55° 30” 100 (93) 0(0) 0(0) Hermafrodita
13. El Alamo 30°43° 047 112°41° 22» 36 (36) 32 (32) 31 (31) Trioico
14. Bahia Kino 28°51°58”  111°59’ 46” 48 (49) 20 (20) 32 (33) Trioico
15. El Sahuaral 27°59° 277 110° 50’ 30” 73 (70) 0(0) 27 (26) Ginodioico
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Figura 13.- Distribucion geografica de los sistemas reproductivos de 15 poblaciones de
Pachycereus pringlei en el Desierto Sonorense. Las graficas tipo pastel en el mapa indican la
frecuencia relativa de sexos: la porcidn region blanca corresponde al a proporcion de individuos
femeninos, la region gris corresponde a la proporcion hermafrodita y la region negra corresponde a
la proporcion de individuos masculinos.

2.6.2.- Extraccion y amplificacion de ADN

Mediante la modificacion del a técnica de de la Cruz et al. (1997), se obtuvo una

concentracion promedio 894.5 ug/ml de ADN de Pachycereus pringlei, notablemente
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superior a la documentada en estudios previos para la misma especie (210 ug/ml. de la
Cruz et al. 1997). Cabe destacar que en la técnica que se propone en esta tesis se considera
tejido de estructuras florales evitando asi el maltrato de la planta, ya que generalmente se
obtiene el tejido del clorénquima de los tallos (Tel-Zur et al. 1999, de la Cruz et al. 1997).
De igual manera la concentracion promedio de ADN de los productos amplificados

obtenidos con el par de primers trnLyas — trnFgaa fue de 1122.1pg/ml.

2.6.3.- PCR-SSCP

La técnica de PCR propuesta en este estudio ofrecio resultados satisfactorios que permiten
observar productos amplificados en geles de agarosa 3%. No obstante, los tres fragmentos
amplificados (Pp01, Pp02 y Pp03), para todos los individuos seleccionados para esta
prueba (5 individuos por cada una de las poblaciones, 60 en total) mostraron el mismo
patrén de bandeo, indicando que no hay diferencias genéticas dentro y entre poblaciones.
En la Figura 14, se muestra solamente el patron de bandeo en 6 poblaciones, para cada uno
de los tres primers de la region trnL-trnF amplificados. La representacion en los geles
indica el avance de las hebras de acuerdo al arreglo tridimensional que adquieren al
desnaturalizarse, por lo tanto su tamafio no puede ser determinado con el uso de un
marcador de carga debido a que no representa proporcionalmente el tamano del fragmento.
Pruebas preliminares en geles de agarosa 3% indican que los fragmentos presentan una

longitud aproximada de:
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PPO1 ~ 350 a 370 pb
Pp02 ~ 250 a 260 pb

Pp03 ~ 140 a 150 pb
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Figura 14. Gel de poliacrilamida 7% que muestra un patréon de bandeo homogéneo obtenido
mediante protocolos de analisis PCR-SSCP. Pp01, Pp02, y Pp03, los niimeros representan a la

poblacion analizada
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2.6.4.- PCR-CpSSR

Las pruebas preliminares en la estandarizacion de la técnica de analisis con microsatélites
indicaron que de los once microsatélites propuestos, solo siete de ellos ofrecieron productos

consistentes (Figura 15), dirigiendo los esfuerzos posteriores solo a estos.

tmH tmL no
cempl ccmp2 cemp3 cecmp4 cempS cemp6 cemp7 mm- cemp8 cemp9 cempl0 psbA  trnF ADN mm
p p p p p p p p p plUp

Figura 15.- Evidencia que muestra la amplificacion consistente en 7 microsatelites (ccmpl, ccmp2,
ccmp3, ccmp4, ccmp6, cempl0 y trnH-psbA). La tltima columna corresponde al marcador ®X-
174/Haelll

Los resultados de las amplificaciones con los 7 microsatelites seleccionados se
muestran en la Figura 16. Se puede apreciar de manera ejemplar la comparacion de las
bandas en dos poblaciones distantes, confirmando la ausencia de polimorfismo inter e intra-

poblacional. Debido a la falta de primers que amplifica al microsatélite ccmp1, se omite del
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analisis, no obstante se espera que su comportamiento sea similar de acuerdo a la prueba

exploratorio para identificar la presencia de productos en la especie de estudio.

08 13 08 13 08 _13 08 13 08 13 08 13

——1,3353
s 1078
L o o SN
ccmp?2 ccmp3 ccmp4 ccmp6  cecmpl(Q tmH-psbA  mm

Figura 16.- Representacion de la ausencia de polimorfismo entre dos poblaciones distantes
geograficamente de Pachycereus pringlei analizada con microsatélites. La tltima columna
corresponde al marcador ®X-174/Haelll

Debido a la ausencia de polimorfismo entre poblaciones se procedié a secuenciar los
productos PCR-cpSSR en un secuenciador automdtico por capilaridad (ABI 3100)
utilizando el kit “ABI PRISM® Big Dye™ terminator cycle sequencing” (Tabla 8). La falta

de primers para la region microsatelital ccmp1 solo fue posible secuenciar 6 regiones.

Tabla 8. Longitud de fragmentos (pb) correspondientes a seis cpSSR de Pachycereus pringlei. En la tercera
columna se muestra la longitud de los fragmentos en Nicotiana tabacum como comparacion. -) Indica la
ausencia de la region microsatelital en Pachycereus pringlei. *) Corresponde al microsatélite no secuenciado
pero presente en el cloroplasto de la especie.

Nombre Pachycereus  Nicotiana

pringlei tabacum

ccmpl * 139
ccmp?2 223 189
ccmp3 118 112
ccmp4 145 126
ccmp5S - 121
ccmp6 103 103
ccmp? - 133
ccmp8 - 77
ccmp9 - 98
ccmpl0 135 103
trnH-psbA 442 440
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2.6.5.- PCR-RFLP

Pruebas preliminares sugirieron el uso de cuatro regiones del cloroplasto no codificantes
para el andlisis PCR-RFLPR. Se dada la variada disponibilidad de primers en regiones no
codificantes del cloroplasto, se habia optado por evaluar ocho grandes regiones. No
obstante solo se pudo obtener productos de PCR en solo cuatro regiones (Figura 17). La
calidad del ADN es la principal razon por la cual no se pudo obtener productos de gran
tamafio, aunque es suficiente la cantidad del ADN obtenido, la mayor parte se observo
degradado, predominando fragmentos relativamente cortos, insuficientes para obtener
resultados resolutivos. Las regiones utilizadas en el andlisis PCR-RFLP fueron las

siguientes:

e Espacio intergénico trnTygy - trnLyaa
e Espacio intergénico accD - psal-75R
e Espacio intergénico 5’rpS12 - rpl20

e Intron rpl16(f) — rpl16(r)
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Figura 17.- Presencia de productos resultado de la amplificacion de cuatro regiones no codificantes
del cloroplasto: a) accD-psal-75R , b) 5’rpS12-rpl20, c) trnTygy-trnLyaa y d) Intron rpl16(f)—
pl16(r)

Los productos resultantes fueron digeridos con tres enzimas de restriccion (Ddel,
Dral y Taql). La digestion de productos fue observada en geles de agarosa 3% tefiidos con
bromuro de etidio a través de luz UV (Figura 18). De manera ejemplar se muestra la
homogeneidad encontrada entre poblaciones (se omiten el resto de las poblaciones debido a

la presencia del mismo patron de bandeo). Las poblaciones mostradas en la figura 18
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corresponden a las poblaciones 1 (San Pedro, en Baja California) y 10 (La Rivera), dos

poblaciones localizadas e los extremos latitudinales de la distribucion del cardon..

Ddel Dral Taql mm Ddel Dral Taql mm Ddel Dral Tagl mm Ddel Dral Tagql mm
— — s — —

_ ) — — _§1,353

p— -u—-—*:'-”.‘...ai :-ﬂ“-ﬂ“:\\lgs

- - _ — : — —

i E == == V.
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trn'T-trnl. rpl16 intron Accd-psal S'rps12-1pl20

Figura 18.- Patron de bandeo observado en dos poblaciones distantes de Pachycereus pringlei. La
digestion de 3 enzimas fue dirigida a productos de cuatro espacios intergénicos. La tiltima columna
corresponde al marcador Lambda HindIII - ®X-174/Haelll (pb)

2.6.6.- Secuenciacion

2.6.6.1.- Polimorfismo

Las secuencias de los diferentes fragmentos analizados previamente fueron limpiadas y
unidas para forma una sola secuencia de 4091 pb y asi facilitar el andlisis. El alineamiento
de secuencias entre miembros de diferente poblacion, detectd un in-del (una Insercion —
Delecion) en la region correspondiente al especio rbcL-atpB. También se detecto InDel y
un substitucion o la region flanqueada por rpl20-5°rps12. En la Tabla 9 se muestran algunos

datos obtenido a través del programa TCS v.1.21 (Clement et al. 2000).
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Tabla 9. Resumen del polimorfismo detectado en 12 poblaciones de Pachycereus pringlei.

Diversidad (genética) de Hp 0.167
haplotipos

Diversidad nucleotidica T 0.00004
Numero relativo de On 0.00008

mutaciones por secuencia

2.6.6.2.- Asociacion del sexo y haplotipos

La red de haplotipos descrita para el polimorfismo genético de Pachycereus pringlei, esta
esquematizado en la Figura 19a. Se observa de manera esquematica la diferenciacion
genotipica de la especie en base a regiones no codificantes del cloroplasto. Los siguientes
haplotipos estan compuestos por las siguientes poblaciones:

Haplotipo 1: 6, 8, 10, 11,y 14.

Haplotipo 2: 1, 3, 12,13,y 15

Haplotipo 3: 4

Haplotipo 4: 5

De acuerdo ala distribucion geografica de los haplotipos (Figura 19b), se observa
que no se ajusta al menos al patron geografico descrito por los sistemas reproductivos. De
igual manera, se determind que la expresan sexual de los individuos no se asocia con el

haplotipo que representa (X?=15.2, df=6, p=0.05). Los bajos niveles de variacion genética
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detectada en la especie, sugieren que la estructura de los sistemas reproductivos no se ve

afectada por la variacion del cpADN de Pachycereus pringlei.
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Figura 19.- Red de haplotipos por alineamiento de nucle6tidos mostrando substituciones (m) €
indels (@) dada por cuatro haplotipos (a). Distribucion geografica de los haplotipos observados en
Pachycereus pringlei (b)
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2.7.- DISCUSION

Esta investigacion documenta la estructura de los sistemas reproductivos de Pachycereus
pringlei en el rango de distribucion natural de la especie. El cardon representa una de las
pocas especies documentadas hasta el momento que expresa un cambio evolutivo que va
del sistema hermafrodita al trioico a través del ginodioicismo (Charlestworth 1999,
Richards 1986). Los sistemas unisexuales (o sistema dioico, compuestas por individuos que
expresan un solo sexo en sus flores) se consideran la culminacion de dicho proceso
evolutivo. En la Figura 13 se muestra que en las poblaciones de la region sur de la
Peninsula la proporciéon de poblaciones hermafroditas estd pobremente representada y
sugiere que de continuar esta tendencia se reducird aun mads, posiblemente hasta su

desaparicion.

La teoria indica que en el proceso de evolucion de sistemas hermafroditas a trioicos
y luego a dioicos, la proporcion procedente de padres con auto-fecundacion en flores
hermafroditas se ve numéricamente reducida por la desventaja que representan las
generaciones con endogamia; en contraste, el desarrollo de generaciones resultantes de
fecundacion cruzada proveniente de la proporcion de individuos mono-sexuales
generalmente presentan mejores condiciones de sobrevivencia, de tal manera que en un
periodo de tiempo relativo la abundancia de estos ultimos individuos supera y desplaza a la

proporcion de los primeros.
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De acuerdo a la frecuencia sexual detectada en las poblaciones peninsulares (Figura
13), en la peninsula se observa una relacion inversa entre la latitud y la proporcion de
individuos masculinos, al grado que estos desaparecen en la region extremo norte; en
contraste, se observa que la presencia de individuos hermafroditas se ve notablemente
incrementada conforme se aumenta la latitud. Tedricamente, los sistemas trioicos
representan un proceso evolutivo mas avanzado que los sistemas ginodioicos (Figura 11),
por lo que se puede suponer que las poblaciones con baja o nula presencia de individuos

masculinos iniciaron tempranamente el proceso.

En Sonora se observa un patréon de distribucion inverso al de la peninsula. En la
region norte y centro, las poblaciones estdn conformados por sistemas trioicos y al sur por
el sistema ginodioico. Cabe destacar que la poblacion ginodioica de esta region, presenta la
mayor proporcion de individuos hermafroditas que femeninos en todos los muestreos
(exceptuando las poblaciones insulares, donde todos los individuos son hermafroditas),
haciendo suponer que representa poblaciones con el menor grado de desarrollo en el

sistema reproductivo registrado para la especie.

Como se menciono, la condicién hermafrodita de las poblaciones islefias representa
una condicion antes no descrita y que no se adecua al patrén latitudinal de la peninsula y de
Sonora. La isla Catalana se localiza en el rango latitudinal de la poblacion El Guatamote
BCS (poblacion 6, Figura 13), donde se observa un sistema trioico con muy baja
proporcion de individuos masculinos, lo cual sugiere cierto grado de comunicacion. De

manera opuesta, la isla Cerralvo corresponde latitudinalmente en tierra peninsular al
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complejo de sistemas trioicos de la region del cabo, en donde se sugiere un efectivo
aislamiento entre estas regiones. Esto parece indicar que los sistemas hermafroditas han
evolucionado independientemente en la condicion peninsular, presumiéndose que las

condiciones ambientales locales son las que determinan este tipo de sistemas.

El aislamiento y las condiciones ambientales en el las islas del Golfo de California
pueden forzar al establecimiento de un grupo de organismos con caracteristicas
demograficas distintas que aquellas en tierra firme; ejemplo esto son las poblaciones de P.
pringlei, las cuales muestra altas densidades en ciertas islas que en la Peninsula de Baja
California y Sonora (Medel-Narvaez et al. 2006). Estas caracteristicas distintivas se
asocian a una supuesta baja presencia de depredadores y polinizadores. Dado que el modelo
de evolucion sexual sefialado en la Figura 11, obedece mas a la necesidad de economizar
recursos hace suponer que los sistemas hermafroditas de las islas no se encuentran bajo la
misma presion que en continente, por lo que han derivado en un sistema de fecundacion

que no requiere necesariamente el concurso de polinizadores.

Se proponen que la conformacion geografica actual de los sistemas reproductivos en

el cardon obedece al efecto latitudinal.

Primeramente, las poblaciones trioicas con baja proporcion de hermafroditas
expresan un desarrollo relativamente mas avanzado que aquellas trioicas con alta
proporcion de hermafroditas y ginodioicas, y estas mas que las puramente hermafroditas

(ver Figura 11). La congruencia de este modelo ubica entonces a las poblaciones insulares
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como las que mas recientemente han colonizado esos sitios, y adicionalmente se mantienen
en tal condicion debido a la relativa carencia de polinizadores. Las nortefas poblaciones de
la peninsula, con una franca tendencia a la condicidon ginodioica, representan el paso
subsiguiente en el modelo de desarrollo ya que estas han colonizado en los tltimos miles de
afios esa region geografica ante la implantacion de las condiciones calidas del actual
periodo interglacial. Mientras que las poblaciones del sur de la peninsula parecen haber
permanecido mucho mas tiempo en esa misma zona y presentan el desarrollo mas avanzado
(antes del dioicismo) caracterizdo por el trioicismo franco, y reflejan en cierto modo el

denominado “efecto peninsular” (Taylor y Regal 1978; Brown 1987)

La estructura geografica de los sistemas en Sonora es descrita por sistemas trioicos
al norte y centro de la region y ginodioicos solamente en la porcion sur. Es conveniente
sefialar que las poblaciones Sonorenses de cardon, como otras varias especies vegetales,
como el cirio Fouquieria columnaris, son de claro origen peninsular que recientemente han
colonizado tierra continental. Por esta razon es dificil considerar un desarrollo milenario de
los sistemas reproductivos en esas poblaciones, y posiblemente estas representen algun otro
patrén como se ha sugerido en relacion con la actividad de polinizadores (Citas de Fleming

y Molina).

Paralelamente es necesario considerar algunos hechos geo-climaticos registrados en
la region de Norteamérica y su influencia en la conformacion floristica del Desierto
Sonorense. En los ultimos 40,000 afios, gran parte del hemisferio norte estuvo sujeto a

periodos de cambio climatico global denominados periodos glaciares, en donde por lapsos
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del orden de miles de afios se presentdé un descenso significativo de la temperatura,
alternandose con periodos inter-glaciales de naturaleza calida y seca. La glaciacion de
Wisconsin fue el ultimo gran periodo glaciar en Norteamérica que en terminos generales
corresponde desde hace 90,000 anos hasta hace 10,000 afios, en el cual se advierten hasta
tres eras de hielo alternadas por periodos inter-glaciales calidos. La tltima era de ellas,
denominada episodio Tioga fue caracterizada por ser un periodo severo (por duracion y
presencia de temperaturas extremas), iniciando hace unos 20,000 afios y culminando hace

10,000 afios.

Los periodos o eras glaciales fueron caracterizados por un cambio significativo en la
composicion de la biota en todo el hemisferio norte, donde por ejemplo, basado en muestras
fosiles de polen recolectados en lagos y pantanos, la region peninsular la vegetacion estaba
compuesta por vegetacion de tipo sabanoide (Ray y Adams 2001). Posterior al periodo
glacial, la cobertura de las temperaturas frias se contrajo hacia el norte, siendo sustituidas
por condiciones calido-secas que promovieron cambios en toda la biota, conllevando al
desarrollo y expansion hacia el norte de los desiertos Sonorense y Chihuahuense, tal y

como se perciben (Ray y Adams 2001).

Se ha documentado que al concluir las eras o periodos glaciales, se presenta un
periodo de cambio de temperaturas frias a calidas. De esta mera después de la era de hielo
Tioga, se ha estimado la presencia de tres periodos frios de corta duracion seguidos de tres
periodos calidos, el ultimo de los cuales impera en la actualidad. El pentltimo periodo

inter-glacial (de naturaleza calido-seca) es documentado uno de los mas célidos y
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prolongados, iniciando hace aproximadamente 8500 afios, con una duracion aproximada de
5000 anos (Heine 1973, Toledo 1976). Se presume que durante ese tiempo la biota del
Desierto Sonorense se expandié a lo que es actualmente su distribucion. P. pringlei, como

parte de esa vegetacion, debid experimentar una expansion amplia.
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Figura 20. Representacion de las condiciones climaticas prevalecientes en los tltimos 40,000 afios
(retomado de Heine 1973 y Toledo 1976)

No obstante, se registra un posterior periodo frio de una duracion aproximada de
1,000 afios que limitd la expansion de la vegetacion desértica, confinando nuevamente su
distribucion hasta ocupar la superficie de hoy en dia. Es de suponer que el cardon ya se

encontraba en la tierra peninsular al término desde al menos el final del episodio Tioga, y
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que sus poblaciones se han expandido y contraido geograficamente de acuerdo a los

episodios frios y calidos que alternadamente han aparecido desde entonces.

Lo anterior hace supone que esta cactacea ha estado sujeta a cuellos de botella como
resultado a la contraccion y expansion de sus poblaciones provocada por la incidencia de
episodios glaciares intensos. Los cuellos de botella son eventos evolutivos en los que de
manera significativa se reduce el tamafio de las poblaciones o el nimero de las poblaciones.
La reduccion en el nimero de individuos de una especie promueve la deriva génica o deriva
alélica, que es la pérdida de diversidad genética de una generacion a otra reduciendo la
probabilidad de adaptarse a nuevos ambientes o condiciones ambiéntales cambiantes. La
endogamia es otro fendémeno resultado del bajo nimero de individuos en una poblacion,
esto promueve la generacion de genotipos “mal adaptativos” (maladaptatives) que son

eliminados por medio de la seleccion.

Es posible que durante los periodos glaciales e inter-glaciales, la variabilidad
genética de la especie se viera reducida de manera que lo que se observa actualmente como
resultado del andlisis de esta investigacion es el resultado de la expansion de un grupo de
individuos con baja variabilidad genética a partir de un periodo climatico favorable hace
pocos miles de afios. Razoén por la cual no ha habido aun el tiempo suficiente para expresar

variabilidad genética con los marcadores y técnicas que se manejan en la actualidad.

Si se considera que hace proximadamente 3,000 afios terminé el ultimo periodo frio

e inici6 el presente periodo calido, es posible que hasta el momento se hallan expresado
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unas 20-30 generaciones de P. pringlei, considerando que cada 100 afios (aprox.) se lleva a
cabo el reclutamiento de una nueva generacion. Esta idea debe ser congruente
considerando que esta especie se expande dramaticamente a partir de un relativo bajo
nimero de individuos, en una regién geografica localizada posiblemente en el sur de la
peninsula, y que gracias a la disponibilidad de nichos alcanza en “pocas” generaciones la

amplia region que hoy ocupa.

Debe considerarse también que el cloroplasto es un genoma con una tasa evolutiva
muy baja, que aunado al lento reclutamiento generacional son elementos suficientes para

proponer que en su distribucion no halla variabilidad genética en el cloroplasto.

El estudio del cloroplasto, por su relativa corta longitud y herencia uni-parental en
casi todas las angiospermas, permite indagar sobre procesos evolutivos de una manera mas
accesible que el ADN nuclear (Provan et al.2001, Taberlet et al. 1991, Eguiarte et al.
2003). Dado el pequefio tamafio del genoma cloroplastico se ha podido detectar un
numero limitado de primers-consenso que detecta variacion genética inter-especifica en
poblaciones de angiospermas. Los intrones y espacios intergénicos exhiben los mas altos
niveles de polimorfismo intra-especifico por que su seleccion esta menos limitada por
seleccion que los genes que mantiene alguna funcion (Hamilton 1999). Las regiones no
codificantes del genoma cloroplastico evaluadas en esta investigacion han sido
ampliamente utilizadas para analizar la variabilidad genética entre poblaciones vegetales
(Horning y Cronn, 2006, Weising y Gardner 1999, Hamilton 1999, Taberlet et al. 1991).

Aunque el genoma cloroplastico evoluciona lentamente, a través de ciertos marcadores

DISCUSION



CAPITULO Il 104

moleculares como RFLP y microsatélites se ha podido detectar variacion a nivel inter-
especifico (Taberlet et al. 1991, Provan et al. 2001). No obstante, primers que amplifican
largas regiones de cpADN usualmente no detectan sustituciones nucleotidicas o eventos de
insercion-delecion (indeles), es por ello que se recomienda utilizar un variado juego de

enzimas de restriccion en analisis PCR-RFLP.

Hasta el momento no se tienen documentados estudios que evaliien la variabilidad
genética de cpADN en otras cactaceas, siendo el ADN nuclear el genoma mas explorado y
en el que se han evaluado relaciones filogenéticas y variabilidad intra-poblacional (Arias et
al. 2003, Otero-Arnaiz et al. 2003, Nassar et al. 2001). Los resultados descritos en este
estudio indican una baja variabilidad genética entre las diferentes poblaciones de P.
pringlei basandose en la secuenciacion de 4.1 kb localizando solo una substitucion y dos
insercion-delecion en regiones no codificantes del cpADN. La distribucion geografica de
las poblaciones evaluadas supera una distribucion geografica de 1,000 kilometros. La baja
variacion haplotipica detectada para P. pringlei solo es comparada con la baja variacion
genética demostrada para varias especies de pinos y abetos (Provan et al. 1999, Fu-Lung et
al. 2007. Ledig y Conkle 1983, Stehlik 2002). La baja variacion genética detectada en P.
pringlei, al igual que varias especies de pinos, contrasta los altos niveles de polimorfismo
detectados en muchas especies de porte arbustivo en el reino vegetal (Hamrick et al. 1979).
Tedricamente se asume que los cuellos de botella a los que estuvieron expuestos los
individuos de P. pringlei en su historia evolutiva en el territorio peninsular, promovieron la

existencia de muy escasos ¢ incluso un solo genotipo maternal que en el transcurso de
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aproximadamente 25-30 generaciones se ha expandido a la actual distribucion en el

Desierto Sonorense.

La baja tasa de sustituciones en el cpADN en comparacion con el ADN nuclear
ofrece ciertas ventajas en la evaluacion de la variabilidad genética intra-especifica. No
obstante en especies como P. pringlei en el que se detectaron pocos haplotipos en regiones
no codificantes, necesitan ser exploradas mediante marcadores nucleares, que permitan
reconocer el grado de variacion entre poblaciones y permitan realizar suposiciones mas

certeras acerca de la relacion existente con su patron geografico.

Por otro lado, dada la nula asociacion encontrada entre la variacion de los sistemas
reproductivos de P. pringlei con la variabilidad genética del cpADN, sugiere que la
esterilidad masculina no se asocia con la estructura no codificante del cloroplasto. Esto
permite concluir que a diferencia de otras especies no hay asociacion entre el cpADN,
mtADN vy citotipos en poblaciones ginodioicas. En este aspecto se recomienda enfocarse
exclusivamente al andlisis mitocondrial a fin de evaluar los elementos que determinan la
variacion citoplasmatica y su asociacion con la esterilidad masculina, permitiendo proponer
un patron geografico en base a frecuencias alélicas mitocondriales con la variacion

geografica de los sistemas reproductivos.
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2.8.- CONCLUSIONES

En la amplia distribucion del cardon fue posible caracterizar en base a
caracteristicas morfologicas y demograficas 3 grandes regiones de establecimiento:

Peninsula de Baja California, Islas del Golfo y Region costera de Sonora.

Solo en la peninsula de Baja California fue posible apreciar el efecto latitudinal en
la conformacion morfoldgica y abundancia inter-poblacional: al norte se pueden localizar
las poblaciones menos densas, los individuos mas altos, con una talla de tronco basal mayor
y un didmetro basal promedio mayor. De manera contraria, al sur de la peninsula se
caracteriza por albergar individuos de porte bajo, con un didmetro basal promedio menor el
cual que se presume se asocia con el tamafio de sus individuos y poblaciones mas
abundantes (en tierra firme). Todas estas caracteristicas se asocian con el efecto de la

precipitacion, y la temperatura minima de invierno.

Las Islas se caracterizan por albergar la mayor cantidad de individuos por area en
toda su distribucion donde predominan los individuos menores de un metro, por lo que
presentan indices de regeneracion mayores que el resto de las poblaciones. Debido a la baja
muestra representativa de islas consideradas, no fue posible comparar el efecto latitudinal

en sus caracteristicas morfologicas ni observar su asociacion con caracteristicas climaticas.
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Es posible que la relativa corta distribucion de P. pringlei en la region costera de
Sonora no permita observar el efecto latitudinal en la abundancia y caracteristicas
morfoldgicas. No obstante, los individuos sonorenses presentan mayores semejanzas con

los individuos del norte de la peninsula que los del sur de la peninsula e islas.

De igual manera se observo que las temperaturas minimas de invierno se asocian a

la densidad poblacional, donde inviernos menos frios se asocian a una mayor abundancia.

Nuestras expectativas, basadas en observaciones en campo, sugerian que la
estructura poblacional de las islas fuera monoténica, donde el niimero de individuos en
primeras etapas eran sustancialmente superior a etapas de crecimiento posteriores, tal como
lo expresan poblaciones en crecimiento constante. Sin embargo, analisis estadisticos
demostraron que la estructura poblacional presenta un desarrollo en pulsos, supuestamente
asociesta asociada a la presencia de condiciones en el rango de decenas de afos que

promueven un reclutamiento sustancial en pulsos.

Aunque la abundancia de P. pringlei es menor en la franja costera de Sonora que en
el sur de la peninsula e islas, no se consideran que estén en peligro de desaparecer, debido a
que se observa un significativo indice de regeneracion. No obstante es necesario resaltar
que las poblaciones con mas baja densidad (norte de la peninsula y cosa de Sonora), se
asocian a la presencia de asentamientos humanos, y aunque la presencia de individuos
menores de un metro son relativamente abundantes, estos se encuentran en el rango mayor

a 50 cm. (datos no mostrados). Esto quiere decir que no se observa un reciente
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establecimiento de individuos en el rango de 30-40 afios, que se estima tengan los
individuos cercanos a los 50 cm. de altura. Este dato puede ser comprobado con estudios

demograficos e historicos que muestren la relacion de este supuesto.

De igual manera se propone un estudio detallado a fin de determinar las causas que
promueven una significativa alta presencia de individuos en las islas de golfo, tanto en
condicién Sonorense como Peninsular. Se propone por un lado evaluar los elementos que
promueven la depredacion de semillas y por otro lado evaluar la presencia y abundancia de

polinizadores y dispersores de semillas.

En el presente estudio se describen de manera detallada la variacion geografica de
los sistemas reproductivos en el cardon. Ello incluye haber considerado dareas
representativas en todo su rango de distribucion, y haber considerado un relativo alto

nimero de organismos en cada sitio de muestreo.

Se documenta por primera vez la presencia de sistemas hermafroditas para P.
pringlei, presentandose exclusivamente en las islas Santa Catalina y Cerralvo, cercanas a la
peninsula de Baja California. De esta manera el cardon experimenta un proceso evolutivo
que va de los sistemas hermafroditas a trioicos, con la presencia de sistemas ginodioicos.
De acuerdo a la frecuencia relativa de sexos presentes en las poblaciones trioicas hacen
suponer que eventualmente se pueden presentar poblaciones dioicas originadas de aquellas

con baja frecuencias de individuos hermafroditas.
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Mas del 70% de los sistemas son trioicos, y el resto ginodioicos y hermafroditas. La
representatividad de poblaciones en condicion peninsular y sonorense se considera
adecuada, no obstante es necesario explorar un mayor nimero de islas del golfo para
corroborar de manera significativa el efecto latitudinal y de aislamiento espacial y la

conformacién de sistemas reproductivos, abundancia y estructura poblacional.

La notablemente baja variacion genética del cloroplasto podria ser consecuencia de
la expansion de individuos provenientes de un solo linaje maternal provocado por el efecto
de cuellos de botella asociados a las eras glaciales y xerotérmicas. Esto hace suponer que
por contraccion y expansion del Desierto Sonorense la actual distribucion en la peninsula es
el resultado de un proceso de colonizacion donde las poblaciones progenie se localizan en
la regién del cabo. Asi mismo en su proceso de colonizacion hacia las partes mas nortefias
de la peninsula, el cardon se expandi6 hacia el estado de Sonora mediante la dispersion de
semillas a larga distancia promovidos por ejemplo, por el murciélago nectarivoro

(Leptonycteris curasoae).

P. pringlei, al igual que algunas gimnospermas estuvieron sujetas a procesos de
expansion y contraccion, y por consiguiente a varios cuellos de botella que promovieron
una reduccion en su variabilidad genética, misma que se reflejan actualmente.
Paralelamente el cpADN tiene una tasa de mutacion mucho menor que el ADN nuclear,

esto apoya la idea de la homogeneidad genética en regiones no codificantes del cloroplasto.
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Se recomienda evaluar ADN nuclear que permita reforzar los resultados de este
estudio o bien. Asi mismo se recomienda evaluar la variabilidad genética de los sistemas
reproductivos mediante el andlisis de mtADN, principalmente en la region COI

(citochrome oxidase 1), region asociada a la esterilidad masculina en Silene vulgaris.
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