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Resumen 

Se presenta una revisién de las principales aplicaciones de las marcadores 

moleculares denominados RAPDs. Se discute la utilidad de estos marcadores y 

se describen brevemente los métodos de anélisis que se han empleado para 

estudios de variacién genética. A ia luz de esta revision y de su aplicacién en 

un estudio poblacional se confirma la utilidad de estos marcadores en estudios 

a nivel infraespecifico. 

Se estudiaron aspectos de la biologia reproductiva y los niveles de variacién 

y estructura genética de una poblacién de C. afternans mediante los RAPDs y 

su relacién con algunos parémetros demogréficos en la selva de Los Tuxtlas, 

Veracruz durante el evento reproductivo de 1995-1996. Con los resultados de 

esta investigacién se proponen estrategias de manejo y conservacion para la 

poblacién. Por otro lado, la generacién de esta informacién basica permitira 

establecer las relaciones de parentesco dentro de la poblacién y hacer 

inferencias sobre el flujo génico via polen. 

Abstract 

In this work a review of the principal applications of the molecular markers 

RAPDs is presented. The utility of this markers is discoused and the methods 

of analyses used to estimate genetic variation are briefly described. This 

review and the application of the RAPDs in a population study confirm the 

utility of this markers in studies to intraspecific nivel. 

Aspects of the reproductive biology and genetic structure of Chamaedorea 

alternans population in “Los Tuxtlas” forest have been analysed, trougth 

RAPDs ; also the relation of these aspects with demografic parameters were 

analysing during the reproductive period of 1995-1996. The results of this 

research proposed conservation and management strategies to the population. 

This basic information will be used to establish the population relativeness and 

it will make inferences of the polen gene flow.



  

INTRODUCCION GENERAL



  

Introduccién general 

Las comunidades tropicales presentan una gran diversidad de 

especies. Raven (1976, en Mooney, 1988) estimé que el 65% de las 250,000 

o més especies de plantas de! planeta se encuentran en regiones tropicales. 

No obstante, ia deforestacién de los bosques humedos tropicales ha 

aumentado considerablemente en los Ultimos afos, representando un grave 

problema debido a sus efectos negativos visibles en aspactos tan importantes 

como cambios climéticos, pérdida de la biodiversidad y alteraciones drdsticas 

del hdbitat. De continuar las mismas tendencias en et manejo de {a tierra este 

proceso de degradacién del paisaje que esta ocurriendo actualmente en varias 

tegiones tropicales podria ser m&s comin en el futuro {Uhi et a/., 1982; 

Toledo, 1988; Nepstad et a/., 1991), lo cual hace urgente ta necesidad de 

estrategias de manejo y conservacién de estas comunidades mas eficientes. 

Los estudios de la variaci6n genética en poblaciones vegetales han 

revelado que ésta no se distribuye al azar y que los niveles y estructura de 

esta variacién son afectados por el sistema de apareamiento, el flujo génico y 

la seleccién (Howe et al., 1985 ; Hamrick y Loveless, 1986 ; Hamrick, 1990 ; 

Hamrick et al., 1992 y Loveless, 1992). En cuanto a fos estudios en plantas 

tropicales los patrones que se han detectado son que los niveles de variaci6n 

son mayores que en plantas templadas y que gran parte de esta variacién se 

presenta a nivel intrapoblaciona! (Loveless, 1992}. En fas plantas tropicales la



tasa de entrecruzamiento por lo general es mayor al 0.80 ; de 22 especies 

estudiadas séio en tres se ha observado una tasa menor (Murawski et al., 

1990 ; Murawski y Hamrick, 1991; Murawski et al., 1994). Estos patrones 

apoyan la hipdtesis de que la alta diversidad biolégica en los trdpicos es el 

resultado de la adaptacién de las poblaciones a nichos especificos definidos 

por componentes biéticos y abiéticos (Hubbell, 1979 ; Bawa, 1990}. 

El conccimiento de! sistema de apareamiento, flujo génico y estructura 

de ta poblacién no sdlo tiene implicaciones tedricas, sino que también tiene 

implicaciones obvias en el establecimiento de estrategias de manejo y 

conservacién. La remocién selectiva de individuos de una poblaciédn puede 

alterar los patrones de aparearmniento con consecuencias desconocidas sobre 

la variacién genética de los frutos producidos. Si las poblaciones presentan 

una estructura genética a una escala local, los vecinos estaran més 

relacionados entre ellos que con individuos més alejados. En este caso ia 

temoci6n de individuos reduciré los aparearnientos entre consanguineos y 

aumentaré el entrecruzamiento. Pero si la remocién selectiva de individuos 

incrementa la distancia entre conespecfficos a una extensi6n mayor que et 

flujo génico de polen, esta remocién resultara en una baja fecundidad (Bawa y 

Krugman, 1991}. Por otro lado, si las especies se presentan en su habitat 

natural como poblaciones pequefias con endogamia, y con elevada 

diferenciacién entre las poblaciones; entonces una especie podria conservarse 

con una coleccién de individuos de cada una de sus poblaciones. Si por ef



contrario, las especies presentan tamafios efectivos poblacionales altos, bajos 

niveles de endogamia, y la diferenciacién entre pobtaciones es baja, entonces 

et conservar poblaciones pequefias serfa imposible debido a los efectos 

deletéreos de la depresién por endogamia y deriva génica (Eguiarte y Pifiero, 

1990). 
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una poblacién es de particular importancia la evaluacién del sistema de 

apareamiento y de los patrones de movimiento del polen y semiilas. El sistema 

de apareamiento esta dado por los patrones de parentesco dentro de una 

poblacién que determinan la composicién genotipica de la progenie, mientras 

que la distancia de dispersién (polen y semillas) determina la escala espacial a 

la cual estas partes del ciclo de vida tienen influencia sobre la estructura 

genética (Nason ef a/., 1997). La generacién de informaci6én acerca del 

mecanismo de polinizacién y fenologla floral es de fundamental importancia 

para el establecimiento de fos patrones de apareamiento dentro de una 

poblacién y por to tanto del movimiento de polen. 

En este trabajo se estudia fa biologfa reproductiva, polinizacién y niveles 

de variacién genética, asi como su relacién con pardmetros demograficos de 

una paima tropical. Con base en estos datos se podrdn proponer estrategias 

de conservaci6én para esta poblacidn.



En la primera parte de este trabajo se presenta una revisién del uso de 

un tipo de marcador molecular (RAPDs) en el estudio de diferentes aspectos 

de la biologia vegetal. Se presenta el principio basico de este marcador y las 

ventajas y desventajas de éste sobre otros tipos de miarcadores para 

diferentes casos de estudio. En la segunda parte del trabajo se presenta el 

estudio de algunos aspectos de la biologia reproductiva de Ch. alternans, \a 

fenologfa floral, el mecanismo de polinizaci6n y se discute sobre los factores 

que pueden estar limitando e! rendimiento de frutos. En la tercera y ultima 

parte se presentan los niveles y estructura genética de esta poblacién y su 

relaci6n con algunos pardmetros demogrdficos. La generacién de esta 

informacién bdsica permitira establecer posteriormente las relaciones de 

parentesco dentro de la poblaci6én y hacer inferencias sobre ei flujo génico via 

polen.



  

Historla natural de Chamaedorea alternans. 

Chamaedorea alternans, como todas las especies de este género es una 

palma dioica. Dentro del género existen aproximadamente 100 especies 

distribuidas desde la parte central de México hasta Brasil y Bolivia (Hodel, 

1992). Esta especie es endémica de México, especificamente de Veracruz 

En la selva de Los Tuxtlas, Ch. alternans es una de las especies mas 

abundantes del sotobosque (Oyama, 1987; Bongers et a/., 1988; Ibarra 

Manriquez et a/., 1997), con densidades de 1,097 individuos/ha (Bongers et 

a/., 1988). Se han llevado a cabo una serie de trabajos ecolégicos de esta 

especie siguiendo fa identificacién taxonédmica con base en Ibarra-Manriquez 

(1988; cf Ch. tepejilote). Sin embargo, un estudio taxonémico posterior 

considera a Ch. tepejilote como Ch. alternans.(G. \barra-Manriquez y D.R. 

Hodel, com. pers.). 

El tallo de tos individuos mds altos puede alcanzar alturas de 5m, con 

tres a siete hojas alternas y raices fulcrantes que contribuyen al sostén de las 

palmas en pie (Oyama, 1984). Las flores son de color verde amarillento, poco 

atractivas. Los machos presentan més flores por inflorescencia que las 

hembras (Oyama, 1987; 1990). La produccién de inflorescencias por 

individuo varia tanto espacial como temporalmente, tal vez debido a un patrén



diferencial en la asignaci6n de recursos (Oyama y Dirzo, 1988) o a ia 

influencia de la heterogeneidad ambiental. 

Se ha reportado que esta especie en Los Tuxtlas se reproduce 

anualmente, floreciendo durante la época de nortes (septiembre a enero) y la 

fructificaci6n se presenta en la segunda mitad de las lluvias yY a veces se 

prolonga hasta enero (Carabias-Lillo y Guevara, 1985; Oyama, 1987). Se han 

observado coleépteros y thysandpteros en las inflorescencias de esta especie 

(Oyama, 1997), y se ha sugerido que las especies de! género Chamaedorea 

pueden ser polinizadas por viento (Bawa y Crisp, 1980), aunque hasta la 

fecha no existe ningtn estudio en el que se determine el mecanismo de 

polinizacién. Se presenta gran variaci6n en la producci6n de frutos, que puede 

ser desde 5 hasta 400 (Oyama, 1987, 1990). Se ha reportado una relacién 

entre el ndmero de flores y frutos de aproximadamente 12%, relativamente 

baja en comparacién con otras especies de los Tuxtlas (Oyama, 1987). Todos 

los frutos contienen una sola semilla cubierta por una pulpa carnosa. 

Datos demograficos de esta especie indican que las semillas y plantulas 

son los estadios dei ciclo de vida donde el riesgo de muerte es mayor. Las 

semillas son depredadas por la larva del curculidénido Eugeraeus unifasciatus 

Campion. La tasa de depredacién es muy variable, pero en promedio son 

dafiados ei 60% de.los frutos (Oyama, 1991). Los frutos de Ch. a/ternans son 

atractivos a diferentes especies de frugivoros. Si bien no se ha estudiado la



distancia de dispersién de las semillas, se han reportado observaciones que 

indican que algunas de ias semillas podrian ser dispersadas a largas distancias 

dentro del sotobosque. Trejo-Pérez (1989) observdé semillas viables de esta 

especie en el tracto digestivo de dos especies de aves: Catharus minimus y 

Turdus assimilis. Escalona (1989) encontré que Ch. alternans es dispersada 

por las aves Hylocichla mustelina, Habia fuscicauda y Turdus assimilis y 

  

feuntuarns (Carnifia hravicauda v Artibeus puoivicnienia por 

pheotis). 

Varios factores influyen en la mortalidad de las plantulas. El crecimiento 

de las plantulas depende en gran medida de las condiciones de luz que llega al 

sotobosque (dei Amo, 1985). Por otro lado, las plantulas son arrastradas por 

corrientes de agua formadas después de intensas !luvias o son aplastadas por 

la caida de ramas del dose! (Oyama, 1987). 

La mortatidad de los adultos se debe principalmente a la caida de ramas 

de! doset de la selva, que pueden romper el meristemo apical, produciendo |a 

muerte de las palmas (Oyama, 1987; 1990). El escarabajo Calyptocephala 

marginipennis Bohem. dafia las hojas jévenes de Ch. alternans, 'o cual 

aparentemente no se traduce en un efecto negativo sobre el crecimiento o la 

reproduccién (Oyama, 1984; Oyama y Dirzo, 1991). Experimentos de 

defoliaci6n mostraron que Ch. a/ternans no sufre consecuencias inmediatas en 

1a produccién de hojas e inflorescencias cuando la defoliacién es del 50%. No



abstante, la formacién de frutos disminuy6 al segundo afio después de la 

defoliacién, sugiriendo la existencia de un efecto acumulativo negativo de la 

remocion foliar (Oyama y Mendoza, 1990). La edad y el tamafio (altura del 

tallo) se correlacionan entre si y la longevidad estimada para Ch. alternans es 

de aproximadamente 50 afios (Oyama, 1987, 1993). 

Ch. alternans ha sido considerada como una especie de 

importancia econémica (Ibarra-Manriquez et a/., 1997b). Tradicionalmente las 

palmas de esta especie han sido utilizadas por las comunidades locales en 

muy diversas formas; p. ej., se emplean las inflorescencias inmaduras como 

alimento (palmito); las hojas se utilizan como ornato en las igtesias o casas 

durante diferentes féstividades. Por otro fado, las palmas de Ch. a/ternans al 

igual que otras especies de Chamaedorea, son explotadas de manera 

irracional por compafias relacionadas con la industria de la floricultura 

(Oyama, 1992). La necesidad de proteger y manejar este recurso natura! es 

prioritaria (Oyama, 1997).
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CAPITULO 1. 

EL USO DE LOS RAPDs COMO MARCADORES 
MOLECULARES EN PLANTAS 

(Publicado en e! Boletin de la Sociedad Botanica de México 60: 85-117, 1997)



Bol. Suc. Bot, México 60: 85-117 (1997) 

EL USO DE LOS RAPDS COMO MARCADORES 

MOLECULARES EN PLANTAS 

ApriaNA OTeRO ARNAIZ, MARLENE DE LA Cruz y Ken Ovama 

Instituto de Ecologia. Universidad Nacional Aut6noma de México, 

Apartado Postal 70-275, Ciudad Universitaria, 04510 México DAF, México. 

Resumen. Se presenta una revision de los marcadores moteculares denominados RAPDs (pronunciado “ra- 

pids”; de su nombre en inglés: Random Amplified Polymorphic DNA; su traduccién al espaitol: Polimorfis: 

mos de ADN Amplificados al Azar). Se presentan sus principales aplicaciones en estudios de mapeo genético, 

identificacién de caracteristicas de interés, genética de poblaciones, identificacion, variacidn genética intra- 

¢ inter-especifica, filogenias y biologia de la conservacién. Se ha demostrado, en general, que los RAPDs como 

marcadores moleculares son titiles en problemas de estimacion de la diversidad gené ica, identificacién de 

taxa, clones, variedades e hibridos. Sin embargo, se ha cuestionado st uso en sistematica en ta resolucién de 

relaciones filogenéticas principalmente por las dificultades en las determinaciones de la identidad, homolo- 

gia ¢ independencia de los caracteres de interés. Se describen brevemente los métodos de andlisis que se 

han empleado para estudios de variacién genética, Al final se presentan algunos de los desarrollos recientes 

tanto en técnicas como métodos de anédlisis de marcadores basados en PCR. 

Palabras clave: estructura genética, filogenias, marcadores moleculares, PCR, RAPDs. 

Abstract. In this paper a review of RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNA) as molecular markers is 

presented. This molecular marker has heen used to genetic mapping, population genetic structure, genetic 

identification, intra and interspecific variation, reconstructing phylogenies and conservation biology. In general, 

RAPDs have been useful 10 estimate genetic diversity, genetic identification of taxa, clones, varieties and hy- 

brids. However, their use in Systematic has been questioned due to the difficulties in the determination of 

identity, homologies and independence of characters. Methods of analyses used to estimate genetic diversity 

        

are briefly described. Finally, some recent advances and new technics based on PCR are presented. 

Key words: molecular markers, PCR, phylogenies, population genetic structure, RAPDs. 

as estrategias cldsicas para la deteccién de varia- 

cién (anatomia, morfologia, embriologia y fisio- 

logia comparadas) han sido completadas con técni- 

cas moleculares. Estas técnicas incluyen el andlisis de 

fos constituyentes quimicos y la caracterizacin de ma- 

cromoléculas. Los marcadores moleculares son una 

serie de métodos de andlisis genético-moleculares que 

se basan en la deteccién de polimorfismos en proteinas 

y ADN, cuyos principios y técnicas se han utilizado para 

resolver problemas especificos en genética y ecologia 

de poblaciones, evolucién de sistemas reproductivos, 

mapeo genético de caracteres de interés agronémi- 

co, procesos de hibridizacién e introgresion, deter- 

minaci6n de patrones biogeograficos, resolucién € 

identificacién de relaciones taxonémicas, reconstruc- 

cién de filogenias y biologfa de la conservacién, 

En los tiltimos afios se han desarrollado las estra- 

tegias generales para la deteccién de polimorfismos 

moleculares como hibridizacién molecuiar, amplifi- 

cacién enzimatica y secuenciacién de ADN. Un ejem- 

plo de esto es fa introduccién de la reaccién en cadena 

de ia polimerasa (PCR; Polymerase Chain Reaction) 

(Saiki et al, 1988; Erlich y Arnheim, 1992), un mé- 

todo in vitro de amplificaci6n enzimatica de segmentos 

especificos de ADN que ha simplificado el estudio de 

la variacidn genética y ha transformado la manera en 

que se llevan a cabo los anilisis genéticos. 

A principios de esta década, dos grupos de inves- 

tigacién independientes describieron simultaneamente 

una técnica para detectar niveles de polimorfismo. Por 

un lado, Williams et af. (1990) describieron aplicacio- 

nes de mapeo genético y denominaron al nuevo
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método como RAPDs (de sus siglas en inglés Random 
Amplified Polymorphic DNA). Por otra parte, Welsh 

y McClelland (1990) se avocaron a realizar estudios 

de identificacién (“fingerprinting”) del genoma y 
denominaron a su ensayo AP-PCR (de sus siglas en 

inglés: Arbitrarly Polymorphisms-Polymerase Chain 
Reaction; su traduccién al espafol: polimorfismos 
arbitrarios-PCR). 

Los RAPDs son marcadores moleculares generados 

por la amplificacion de segmentos aleatorios de ADN. 

La técnica es una variacién de la reacci6n en cade- 
na de la polimerasa. En esta reaccién se amplifican 

segmentos de ADN. Para que se lleve a cabo la reac- 
ci6n se requiere del ADN que se desea amplificar, una 
enzima termoestable conocida como Taq (aislada de 
ia bacteria Thermus aquaticus); magnesio como cofactor 
de la enzima: sccuencias cortas de oligonucleétidos 
(eg. 10 pares de bases) conocidas como “primers” v 

nucleétidos libres. La reaccién de amplificacion se 
lleva a cabo mediante cambios de temperatura. El ADN 
se desnaturaliza por calor a 94°C y af disminuir la tem- 
peratura (aproximadamente 37°C) et oligonucleéti- 
do se alinea a uno 0 varios sitios homédlogos en la 
cadena de ADN desnaturalizada. Para evitar las alinea- 
ciones que no son completamente homdlogas se eleva 
nuevamente la temperatura a 54°C y finalmente se 
mantiene la temperatura éptima para la enzima (72°C) 

y de esta forma comenzar la fase de replicacién. Los 
segmentos de ADN amplificados con esta técnica son 

separados por medio de electroforesis en geles de 

agarosa, teflidos con bromuro de etidio y visualiza- 
dos con luz ultravioleta (Welsh y McClelland, 1990; 

Williams et a£, 1990; Rafalski et al, 1991; Whitkus et 
al, 1994). 

Esta técnica se basa en la probabilidad estadistica 

de que se presenten sitios complementarios al oligo- 
nuclestido a lo largo del genoma. Las bandas son 
generadas por la existencia de varios sitios de acopla- 
miento para un oligonucledtido particular. Los poli- 
morfismos (e.g., las diferencias en el nimero de 

bandas) entre los individuos generados por tos RAPDs 
se deben a cambios en la secuencia de los nuclesti- 
dos en los sitios de acoplamiento y por insercién o 

delecién de los fragmentos en estos sitios (Williams 
et al, 1990}. Como una regla, los productos de am- 
plificacién individuales representan un alelo por lo- 
cus (Waugh y Powell, 1992). Las mutaciones que 
inhiben el alineamiento del oligonucledtido o que de 
alguna forma previenen la amplificacién son detec- 
tadas por Ia ausencia (e.g., pérdida de bandas) de 

fragmentos amplificables de ADN. 
Con esta técnica no es posible distinguir homéci- 

gos dominantes de heterdcigos para un fragmento 
particular (Whitkus et al., 1994; Backeljau ef at, 1995). 

  

Los RAPDs se conocen como marcadores dominantes, 

recesivos ya que el caracter que se obtiene es la pre- 

sencia/ausencia de una secuencia amplificable de ADN. 
Por lo tanto, los términos dominante y recesivo apli- 
cados a los datos de RAPDs solo se refieren a la am- 

plificacién o no durante la reacci6n en cadena de la 
polimerasa. 

Desde la proposicién de los RAPDs como marcado- 
res moleculares se han desarrollado diversas modifi- 
caciones; ademas del ya mencionado AP-PCR, existe la 

propuesta del Hamado DAF (DNA Amplification Fin- 
gerprinting) (Caetano-Anollés et al, 1991). Las ven- 
tajas de los RAPDs en términos de costo y tiempo, han 

hecho de este marcador molecular uno de los mas 

utilizados en diversos campos de la biologia. 

El objetivo de este articulo es presentar una revi- 
si6n del uso de los RAPDs com marcadoies molecu- 
lares tanto de su marco teérico y sus métodos de 

andlisis, como su aplicacién a disuntos problemas de 
las ciencias vegetales. Se discuten las ventajas y des- 
ventajas de estos marcadores comparandolos con otros 
reportados en la literatura. Esta revision consistié en 

una busqueda exhaustiva de la bibliografia disponi- 
ble sobre el tema. Se revisaron un total de 389 de 459 

articulos publicados. Se decriben algunos ejemplos 
representatives de Ia literatura y el resto se presentan 

en diferentes cuadros de acuerdo con su tematica. 

Los RAPDs como marcadores moleculares 

En esta seccidn se presentan las principales aplicacio- 

nes de los RAPDs como marcadores moleculares en 

diversos problemas de genética, ecologia y evolucion 
de las plantas. 

Estudios de mapeo genético ¢ tdentificacion de caracteres de 
interés, La elaboracién de mapas genéticos es una he- 
Tramienta importante para disenar estrategias dentro 
de los programas de produccién, ya que permite ma- 

nipular caracteristicas de interés agricola con cierto 
grado de confiabilidad. Utilizando tanto lineas isogé- 
nicas como diferentes generaciones (F,, F,) de plan- 

tas cultivadas, se ha logrado identificar rapidamente 

marcadores ligados a genes de resistencia a diferen- 
tes enfermedades causados por virus, bacterias, hon- 

gos, insectos y nematodos (cuadros 1, 2 ¥ 3). Una de 
las especies mas estudiadas es el tomate en donde en 
pocos aiios se han detectado genes de resistencia a 
hongos, nematodos y algunos virus (Bai ef al, 1995; 
Klein-Lankhorst et a£, 1991; Kawchk et ai, 1994; Oh- 

mori et al, 1995, 1996), Dweikat ef al (1994, 1997) 

idenuficé marcadores RAPDs asociades a dos o mds 
genes que confieren resistencia contra el insecto 

Mayetiola destructor, una de las principales plagas de 
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Cuadro 1. Estudios sobre identificacion de caracteristicas de interés utilizando RAPOs como marcadores 
moteculares. 
  

Familia 

Anacardiaceae 
Asteraceae 
Cariophyliaceae 
Chenopodiaceae 

Cruciferae 

Euphorbiaceae 
Gramineae 

Leguminosae 

Onagraceae 

Pinaceae 

Rosaceae 

Solanaceae 

Especies 

Pistacia vera 
Helianthus annuus 
Silene latifolia 
Beta vulgaris 

Brassica napus 
8, napus y B. rapa 

Manihot esculenta 
Avena spp. 

Digitalis obscure 

Hordum sp. 
Hordeum suigare 
H. vulgare 

H. vulgare 
Oryza sativa 

O. sativa 
Pennisewm ciliare 
Pennisetum spp 
Triticum aestivum 
Triticum sop. 

Zea mays 
Medicago sativa 
M, sativa 

Phaseolus vulgaris 
P. vulgaris 

P. vulgaris 
P. vulgaris 
P. vulgaris 

P. vulgaris 
Oenothera villaricae 
y O. picensis 
Picea abies 
Pinus pinaster 

Malus floribunda 

Prunus persica 

y & dulcis 
Capsicum spp. 

Lycopersicon 
esculentum 
L. esculentum 
L. esculentum 

Nicotiana debneyi 

Objetivo 

Determinacidn del sexo 
Resistencia a hongos 
Determinacién de! sexo 
Esterilidad o fertilidad 
masculina 
Esterilidad masculina 
Concentracién de 4cido 
palmitico y linoleico 
Apomixis 
Genes de asimilacién 
de cadmio 
Sintesis de 
cardenoloides 
Resistencia a hongos 
Resistencia a virus 
Requerimiento 
de energia 
Resistencia a hongos 
Resistencia a insectos 
Esterilidad masculina 
Apomixis 
Apomixis 

Resistencia a hongos 
Resistencia a insectos 
Varias caracteristicas 
Embriogénesis somética 
Identificacién de proge- 
mes de autofecundacién 
y de fecundaci6n cruzada 
Resistencia a hongos 

Resistencia a hongos 

Resistencia a plagas 
Resistencia a hongos 
Resistencia a 
enfermedades 
Resistencia a virus 
Morfologfa de polen 

Dominancia apical 
Genes ligados a 
crecimiento 
Resistencia a hongos 

Genes de interés 
econdémico 
Crecimiento anormat 

Resistencia a 
nematodos 
Resistencia a hongos 
Resistencia a virus 

Resistencia a hongos 

Nivel de estudio 

Hibridos 
Progenie F2 
Individuos 
Lineas isogénicas 

Cultivares 
Progenie F2 

Hibridos 

Lineas isogénicas 

Pobtacianes 
(cultivo de tejidos) 
Progenie F2 
Cultivares 
Poblacion doble 
haploide 
Progenie F1 
Progenie F1 
Cultivares 
Culuvares 
Especies y variedades 
Lineas isogénicas 
Lineas isogénicas 
lndividuos 
Progenie Ft 
Poblacién 

Lineas isogénicas 
Cultivares 

Progenie F2 
Lineas isogénicas 

Progenie F2 

Progenie F2 
Especies 

Progenie F2 
Progenie F2 

Cultivares 

Hibridos 
interespecificos 
Hibridos 
interespecificos 
Lineas isogénicas 

Lineas isogénicas 
Lineas isogénicas 

Lineas isogénicas 

Referencia 

Hormaza et af. (1994b) 
Lawson ef af. (1996) 
Mulcahy et af, (1992) 
Lorenz et af. (1997) 

Delourme et ai. (1994) 
Tanhuanpaa et al. 
(1995 a b) 
Grattapagtia et af. 1.996 b) 
Penner et al. (1995) 

Uaviatla ef at. Viy0) 

Barua et al. (1993) 
Ordon et af, (1997) 
Chalmers et al. (1993) 

Kutcher et af. (1996) 
Nair et af. (1995) 
Zhang et al. (1997) 
Gustine et al, (1996) 
Lubbers et ai. 11994) 
Procunier et af. (1995) 
Dweikat et af. (1994, 1997} 
Gourmet & Raybum (19961 
Yu y Pauls (1993) 
Gjurie y Smith (1996) 

Young y Kelly (1996) 
Haley ef af. (1993) y 
Johnson et al. (1995) 
Haley et af. (1994 a) 
Mahé et af. (1995) 
Miklas et al. (1996) 

Urrea et al. (1996) 
Gambier y Mulcahy (1996) 

Lehner et af. (1995} 
Plomion et al. (1996 a) 

Yang y Krueger {1994} y 
Yang et af, (1997) 
Warburton et af. (1996) 

Inai ef af. (1.993) 

Klein-Lankhorst ee al. 
(1991) 
Kawchuk et a/. (1994) 
Ohmori et af, (1995, 
1996) 
Bai et af. (1995) 
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Cuadro 2. Lista de estudios de mapeo de cromosomas utilizando RAPDs como marcadores moleculares. 

  

  

Familia Especie Nivei de estudio Referencia 

Asteraceae Helianthus anomalus Hibrido Rieseberg et al. (1993) 
Caricaceae Carica papaya Progenie F2 Sondur et af. (1996) 
Convolvulaceae Ipomea batatas Progenie F1 Thompson et af. {1997} 
Cruciferae Brassica napus Progenie doble-haploide Foisset et af, (1996) 

B. nigra Progenie F2 Truco y Quiros (1994) 
Cucurbitaceae Citrullus lanatus Hibridos Hashizume ef af. (1996) 

Ericaceae 

Graminae 

Legumingsae 

Liliaceae 
Musaceae 

Myrtaceae 

Pinaceae 

Rosaceae 

Rutaceae 

Salicaceae 

Solanaceae 

Solanaceae 
Sterculiaceae 
Taxodiaceae 

Umbelacaceae 

Cucumis sativus var. sativus 
Vaccinium darrow y 
V. corymbosum 
V. darrowi y V. elliottii 
Daucus carota ssp. sativus 
Hordeum vulgare 
Saccharum officinarum 
5. officinarum y S$, robustum 
Sorghum bicolor ssp. bicolor 
S. bicolor x $. robustum 
Zea mays 
Z. mays 

Mimulus platycalyx y 
M, guttatus 

Vicia faba 
Vigna angularis y 
V. nakashimae 
Asparagus officinalis 
Musa acuminata 

Eucalyptus nitens 

E. urophylla y £. grandis 
Picea abies 
Pinus brutia 
P. elliottii var. effiottii 
P. palustris y P. elfiottii 
P. pinaster 
P, radiata 

Prunus aviurt 
P. persica 

Citrus grandis y 
Poncirus trifoliata 
Poputus trichocarpa y 
P. deltoides 
Lycopersicon esculentum y 
L. pimpinellifolium 
t. esculentum y L. plennentlii 
lycopersicon spp. 

Lycopersicon spp. 
Petunia spp. 
Theobroma cacao 
Cryptomeria japonica 

Apium graveolens var. 
rapaceum y var. secalinum 

Progenies F2 y F3 
Hibridos interespectficos 

Hibridos interespecificos 
Progenie F2 
Progenie doble-haploide 
Progenie Fi 
Hibridos interespeciticos 
Progenies Fl, F2 y F3 
Progenie F2 
Progenie F2 
Cultivares 
Hibridos ‘nterespecificos 

Progenie F2 
Progenie F2 

Cultivares 
Progenie F2 

Segregaci6n en tres 
generaciones 
Hibnidos interespecificos 
Progenie FT 
Progenie F1 (tejido haploide) 
Progenie f1 
Hibridos interespectficos 
Progenie F2 
Poblacién (segregacién en 
tres generaciones) 
Poblacién 
Progenie F2 

Hibridos intergenéricos 

Hibridos interespecificos 

Progenie F2 

Progenie F1 
Progenie F2 e hibridos 
interespecificos 
Hibridos interespecificos 
Cultivares 
Progenie F2 
Segregacidn en tres 
generaciones 
Progenle F2 

Kennard et af. (1994) 
Qu y Hancock (1997) 

Rowland y Levi (1994) 
Schulz et af, (1994) 
Giese et al. (1994) 
Mudge er al. (1996) 
Al-Janabi et af. (1994) 

Pam et af. (1994) 
Chittenden er ai. (1994) 

Beaumont et al. (1996) 
Lin y Chou (1997} 
Lin y Ritland (1996) 

Satovic et af. (1996) 
Kaga et af. (1996 ab 

Jiang et af. (1997) 
Fauré et af, (1993) 

Byrne et af. (1995) 

Verhaegen y Plomion (1996) 
Binelli y Bucci (1994) 
Kaya y Neale (1995) 
Nelson et af, (1993) 
Kubisiak et af, (1995) 
Plomion et af. (1995 a,b) 
Devey et af. (1996) 

Stockinger et a/. (1996) 
Rajapakse ef al, (1995} 
y Chaparro et af. (1994) 
Cai et af. (1994) 

Bradshaw et al. (1994) 

Grandillo y Tanksley (1996) 

Fooland et al. (1993) 
Chunwongse et al. (1994) 

Klein-Lankhorst et af. (1991) 
Peltier et al. (1994) 
Lanaud et ai. (1995) 
Mukai et af. (1995) 

Yang y Quiros (1995) 
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este cultivo (Triticum aestivum), Con 18 oligonucted- 

tides idenuficaron marcadores asociados a once di- 

ferenies loci de resistencia logrando distinguir entre 

lineas con o sin resistencia. 
Michelmore ef aé. (1991) desarroflaron el método 

de anilisis de segregacién en conjumto para identifi- 

car marcadores en regiones especificas del genoma. 
Dentro de cada conjunto los individuos son idénu- 

cos para la caracteristica o gen de interés. Dos con- 
juntos contrastantes para la caracteristica de interés 

pueden ser polimérficos o monomérficos para el resto 
de las regiones. Al analizar ambos conjuntos se iden- 
ufican a los marcadores que los distinguen. Ellos 
identificaron eficientemente marcadores RAPNs liga- 

dos a un gen de resistencia a patégenos para el cual 
no existian lineas isogénicas cercanas. 

Algunos mapas se han elaborado con poblaciones 
dable-haploide, lo cual es mas recomendable si se 

utilizan RAPDs como marcadores va que con estas 

poblaciones hay una mejor estimacién de la frecuencia 

de recombinacién obtenida para marcadores domi- 
nantes (Foisset et ai, 1996). 

En: plantas, uno de los problemas mas intrigantes 
ha sido Ja determinacién del sexo. E) dioicismo por 

ejemplo, ha evolucionado independientemente en 
diferentes familias y géneros y existen diferentes 

mecanismos de regulacion genética. Un andlisis de 
segregacién utilizando RAPDs permite identificar 
mareadores asociados al sexo. El reconocimiento del 

sexo fuera de su fase reproductiva tiene implicacio- 
nes muy relevantes en las investigaciones tanto de 
plantas cultivadas como silvestres. Para mencionar un 
caso, el estudio de la seleccién sexual en las plantas 

perennes podria tener un salto cualitativo si se pu- 

dieran sexar las plantulas y juveniles de las poblacio- 
hes naturales. 

E1 heteromorfismo cromosémico entre sexos es 

peco comun en plantas; uno de los pocos géneros con 

esta diferenciacién es Silene que presenta cromosomas 
femeninos y masculinos. Mulcahy et af (1992) encon- 

w6 marcadores producidos por RAPDs asociados al sexo 
en Silene latifolia. Por su parte, Hormaza et ai. (1994 
b) enconnré oligonucledtidos especificos asociados al 

sexo de Pistacia vera. La expresion del sexo en Aspa- 
vagus officinalis es controtado por el gen M (Jiang et 

al., 1997), sienco los machos heterdcigos y las hem- 

bras homédcigas. Estos autores encontraron dos frag- 
mentos generados por el mismo oligonucledtido para 
diferenciar machos y hembras. 

El andlisis de segregacién en cruzas entre genoti- 
pos cercanos ha revelado algunos genes responsables 

de caracteristicas de los sistemas de apareamiento en 

plantas (Hormaza et al., 199-4 b; Lubbers et ai, 1994, 
Gambier y Mulcahy, 1996). El mapeo de caracteres 

    

cuantitativos permite entender de forma ids preci- 
sa los sistemas de apareamiento. La técnica de RAPDs 

es una de las mds sencillas v accesibles para mapeo 
genético de especies silestres Existen varios mapas 
generados en plantas cultivadas pero éstos no expli- 

can los cambios evolutivos que ocurren en la natura- 

leza . Por esto, es necesario hacer estudios detallados 

en poblaciones silvestres. Hasta el momento, se han 

hecho mapas genéticos con RAPDs para tres géneros 

silvestres: Microsers (van Houten et al, 1994; Homber- 
gen y Bachman, 1995), Helianthus (Rieseberg et al. 

1993). Mimutus (Lin y Ritland, 1996). Estos mapas 

han permitido examinar las bases genéticas de carac- 
teres marfaldaicns en Mismneeric analirar Ins arunne 

de genes ligades para estudios de introgresién e hi- 
bridizacién entre especies de Helianthus y estimar la 
aditividad, dominancia v efectos epistaticos de las 
caracterisucas Cuantitauvas en la evolucién del apa- 
reamiento de Mimuius (Lin y Ridand, 1996). 

    

  

Identificacién genética 

EI andlisis de ADN amplificado usando fa técnica de 
RAPDs ha permitido generar informacion sobre la 

identificaci6n molecular de individuos, la estructura 

de apareamiento local y las relaciones de parentes- 

co {paternidad) (cuadro 4). 

Una de las mejores aplicaciones de de los RAPDs 

como marcadores es ta identificacién genética de 
individuos dado el gran polimorfisino que detectan. 
Esta identificacién incluye casos de clones, hibridos 

somaticos, mutantes, etc. Otra aplicacién paralela es 
la deteccién de uniformidad genética con un marca- 
dor eficiente y répido, lo cual puede ser dl en la 

determinacion de estabilidad genética en programas 

de reforestacion. 
La teoria clasica de regulacién poblacional se basa 

en un concepto de individuo bien delimitado (An- 
tonovics y Levin, 1980). Sin embargo, en plantas clo- 

nales la organizacién jerdirquica no permite la 
delimitacién del individuo o “genet”. Un “genet” 
comprende unidades functonales conocidas como 

“ramets” los cuales son potencialmente independientes 
fisiolégicamente, La mayor parte de tos esiudios de 
dindmica y regulacién de poblaciones de plantas clo- 
nales se han enfocado al nivel de “ramets” ya que es 
muy dificil idenuficar en el campo 2 los “genets”. Sin 

embargo, el probar hipdtesis sobre la estructura de 
las poblaciones de especies clonales requiere de !a 
identificacién inequivoca de los “genes”. 

El andlisis con RAPDs es un método robusto para 
probar hipétesis de estructura poblacional clonal, va 
que permite la identificacién genética de los indivi- 
duos producidos tanto por vias asexuales como sexua- 
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Cuadro 3. Estudios sobre mapeo genético de genes o loci especificos utilizando RAPDs como marcadores 

  

  

moleculares. 

Familia Especie Objetivo Nivel taxonomico Referencia 

Asteraceae Helianthus annus Gen Pil, resistencia a Progenie F2 Mouzeyar et af. (1995) 
Plasmopara halstedii 

Lactuca sativa Gen Tu, resistencia al Variedades (progenie F3) Robbins et al. (1994) 
virus del mosaico 

L. serriola Genes R17 y R18, Progenies F2 y F3 Maisonneuve et al. 
resistencia a Bremia 1994) 
factucae 

Microseris douglasii Gen que regula la Progente F2 Hombergen y Bachmann 
y M. bigelovii formacién de tricomas (1995, 

Chenopodiaceae Beta vulgaris Resistencia a Subespecies, Schoiten et al. 11997 
Heterodera schachtii —_ progenie F2 

B. vulgaris Resistencia a H. Cultivares Uphoff y Wrcke 
schachtif y color del tprogenie F2) (1992) 
hipocétlo 

8. vulgaris y B, patellarts Locus Hs 1", Culuvares Satentijn et al, (1995) 
resistencia a 
a Heterodera schachtii 

Cruciferae Brassica napus Gen Pgi-2-Rfo restau. Cultivares (progenie — Delourme et af. (1994) 
tador de la fertilidad  F2 y doble hapioide) 
masculina 

B. napus Gen Bzh Lineas isogénicas Forsset et al 1995, 
cercanas y progenie 
doble-haplaide 

8, napus Vatias caracteristicas — Progenie doble Foisset et al. (1996) 
haploide 

8. napus Genes responsables de Progenie F2 Hu et al, (1995) 
la concentracién de 
4cido linuleico 

B. oleraceae Gen SI de autoincom- — Hibridos Camargo et al. (1997) 
patibilidad interespecitic os 

8. rapa ssp. oleifera Locus que afecta la Cultivares Tanhuanpaa et af. 
concentracién de (progenie F2* 1996) 
dcido oléico 

Cucurbitaceae Cucumis sativus var. Genes de resistencia y  Progenie F2 Kennard et af. (1994) 
sativus y C. s, var. marcadores morfolégicos 
hardwickii 

Gramineae Oryza sativa Gen Gm2, y Gm 4t re- Lineas isogenicas, Mohan et al. (1994) 
sistencia a Orseolia progenies F5, Fé y F3_ Nair et af, (1995, 1996) 
osyzae 

O, sativa Gen de esterilidad Cultivares Wang et al. (1995) 
masculina (progenies F2) 

Oryza sp. Gen xa-13, resistencia Lineas isogénicas y Zhang et al. 1996) 
a Xanthosomonas oryza_ progeme F2 

Triticum aestivum Loci 1RS de Secale cerale Lineas isogénicas igbal y Rayburn (1995) 
T. spelta Gen Lr9 y Gen Lr24 Lineas isogénicas Schachermayr et al. 

resistencia a Agropyron ‘progenies F2 yF3) (1994 y 19951 
elongatum 

T. turgidum var durum Genes OPC-20 y UBC. Progenie Ft Penner et al. (1995) 
180, Toma de cadmio 

T. aestivum Genes de resistencia —_Lineas isogénicas Procumer et af. (1995) 
Ur29 y tr25 
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Familia 

Leguminosae 

Myrtaceae 

Pinaceae 

Rosaceae 

Solanaceae 

Utmaceae 

Especie 

Glycine max y 
C. soya 
Phaseolus vulgaris 

P. vulgaris 

P. vulgaris 

Pisum sativum 

P. sativum ssp. humile 
y P. sativum ssp. 
sativum 
Eucalyptus grandis y 
E. urophylla 
Pinus elliottsi var. 
elhattii 

P. pinaster 
P. pinaster 
Malus foribunda 

Matus sp. 

Malus sp. 

Prunus persica y 
P. davidiana 

P. persica y P. dulcis 

Lycopersicon 

esculentum 
L. esculentum 

. esculentum y 

. hirsitum re 
re . esculentum y 

. peruvianum 

. esculetum e
r
 

Lycopersicon spp. 

Solanum spp. 

Ulmius spp. 

Objetivo 

Loci que controla el 
peso de ja semitla 
Gen Are, resistencia a 
Collectotrichum 
findemuthianum 
Locus Le-3, resistencia 
a Lromyces 
appendiculantus 
Gen Ace, resistencia a 
Cofletotrichum 
Siadamuthixonm 
Loci que afecta el 
peso de la semilla 
Gen er-t, resistencia 
a Erysiphe pisi O.C., 

Loci que controla la 
propagacién vegetativa 
Resistencia a Cronartium 
quercuum f. sp. 
fusiforme 
Altura de plantulas 
Careno §-3 
Gen Vi, resistencia 2 
Venturia inaequalis 
Gen Sd-1, resistencia 
a Dysaphis devecta 
Gen \‘f, resistencia a 
Venturia inaequalis 

Resistencia a 
Sphaerotheca pannosa 
Varias caracteristicas 

Gen Sw-5, resistencia 
al virus TSWV 

Gen Mi, resistencia a 
nematodos 
Gen O1-1, resistencia 
a Oidium lycapersicum 

Gen Tm-2. resistencia 

al virus del mosaico 
Resistencia al virus 
TSWV 

Gn Ly, resistencia a 
Leveilluia taunca 
Loci que controla la 
latencia del tubérculo 
Gen Bls, resistencia a 
Stegophora ulmea 

Nivel taxonomico 

Hibrides interespecificos 

Lineas isogénicas 

Lineas 1sogénicas 

Cuitivares 

Cultivares 
(progenie F3) 
Lineas isogenicas. 
F3 y Fa 

Progenie F1 

Poblacién iclones y 
su progene) 

Progenie F2 
Progenie F2 
Progenie F1 

Cultwares 

Cultivares 

Hibridos interespecificos 

Hibridos interespeciticos 
{progenies F2 y F3) 
Variedades 
{progenie F2: 
Lineas isogénicas y 
progenie F2 
Hibridos 
interespecificos 
(progenies F2 y F3) 

Hibricios interespeciticos 
(Progenie F2} 
Lineas iogénicas 

Progeme F2 e hibridos 

interespecificas 
Hibridos interespecificos 

Hibridos interespeciticos 

Referencia 

Maughan et af, (1996) 

Adam-Biondon et al. 
(1994) 

Haley et af, (1994b) 

Young y Kelly (1996) 

Timmerman-Vaughan 
eral, (1996) 
Timmerman et af 
(1994) 

Grattapaglia er al. 
(1995 y 1996 a) 
Nelson et af. (1993) 

Plomion et al. {1996a) 
Plomion et af, (1996) 
Tartarini (1996) 

Roche et al. 11997 

Yang y Korban (1996) 
y Yang ef af. 0597) 

Dirlewanger et al. 
11996) 

Warburton et al. (1996) 

Chagué et a/. (1996) 

Williamson et ai. 

(1994) 
van der Beek et af. 
(1994) 

Dax et af, (19593) 

Stevens ef af. (1995) 

Chunwongse et af. 
(1994) 
Freyre et al. (1994) 

Benet ef ai, (1995) 
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les (Castiglione et ai, 1993; Eriksson y Bremer, 1993, 

Trame et al, 1995; Miller et al, 1996; Scheepers et al, 
1997). Eriksson y Bremer (1993) en un estudio de 
regulaci6n poblacional de Rubus saxatilis identifica- 
ron genéticamente a los “genets” y sus resultados 

fueron contrastantes a los encontrados utilizando 
“ramets” (Hutchings, 1979). 

En este tipo de estudios los RAPDs son preferibles 
a las enzimas o a otros marcadores moleculares ya que 

la dominancia no impide la identificacidn, Ja cual se 
ve mas bien afectada por los niveles de polimorfismo 

dentro de la especie. Por ejemplo, Rosetto et al. (1995) 

obtuvieron una probabilidad de 4.3 x 10° de encon- 

trar dos individuos con el mismo patrén de bandeo 

para once oligonucledtidos en poblaciones de Grevi- 
dea scapigera. Esto nos da una idea de la capacidad 
de identificacién individual de este marcador. 

Un factor importante en los programas de apro- 
vechamiento de especies cultivadas es el incremento 
de la capacidad genética de las especies. Las especies 
silvestres emparentadas con las cultivadas son cruza- 
das para introducir genes especificos dentro de las 
cultivadas. Cuando Ja incompatibilidad sexual o las 
distancias genéticas impiden fa introduccién sexual 
de recursos genéticos, la hibridizacion somatica puede 

usarse para combinar genomas completos o parcia- 
les, Esta técnica comprende el aistamiento y fusién 
del protoplasma y la regeneracién de plantas madu- 

ras a partir de las células fusionadas. Una seleccion 
in vitro de los posibles hibridas somaticos se Heva a 

cabo para escoger a los genotipos que tienen las ca- 
racteristicas seleccionadas (Kaendiler et al., 1996). 

Baird ef af, (1992) describe un método basado en 

el uso de los RAPDs para identificar inequivocamente 
hibridos somaticos intra e inter-especificos en los 
primeros estadios de regeneracién utilizando uno y 

dos oligonucledtidos. El uso de un sélo oligonucledtido 

genera una amplificacién tipica para cada genotipo de 

los donadores y confirma la presencia de estos geno- 
tipos en los hibridos. E! uso de dos oligonucledtidos, 
en donde cada uno de éstos ha amplificado fragmentos 
especificos para cada donador, da informacion adi- 
cional para identificar la hibridizacién somatica. 

Por otra parte, existen mutaciones somaticas que 
afectan la estructura y productividad vegetal. Las plan- 
tas con estas mutaciones pueden diferir del resto de 
los individuos de la especie en algunas caracteristi- 
cas morfoidgicas aunque es muy dificil distinguirlas 

genéticamente. El uso de RAPDs ha sido exitoso para 
distinguir mutantes generados con rayos X dei hibrido 

entre Prunus cerasus x P. canenscens con 60 oligonu- 
cledtidos (Yang y Schmidt, 1994) v mutantes del li- 
mon (Citrus limon) con 22 oligonuciedtidos (Deng et 

al, 1995). Sin embargo, Wolf y Peters-van Rijn (1993) 

ho pudieron distinguir treimta mutantes de! crisan- 
temo (Dendranthema grandiflora) que diferian en el 
color de las flores. 

Otra aplicacién interesante es la deteccién de es- 

tabilidad genética en especies de plantas propagadas 

por cultivo de tejidos. Por ejemplo, utitizando RAPDs 

como marcadores, Isabel et af. (1993) en Picea mariana 
y Heinze y Schmidt (1995) en P. abies no detectaron 

variacién en plantas propagadas para programas de 

reforestacion. Por su parte, Martin y Pérez (1994) 
encontraron el uso de los RAPDs como un marcador 

util para detectar tanto diversidad como estabitidad 
genética para propagar plantas en peligro de extincidn. 

Genética de poblaciones 

La extensién y distribucién de ta diversidad genéti- 

ca de las poblaciones es et resultado de la interaccién 
entre mutacion, migracin, seleccién y deriva (Wright, 

1978). El estudio de la estructura genética de pobla- 

ciones es esencial para entender y predecir los efec- 

tos genéticos en la evolucién de las mismas. Ademas, 
estos estudios han recitbido una mavor atencidn re- 

cientemente debido a su importancia dentro del irea 
de la biologia de la conservacidn para la cual la di- 
ndmica poblacional y la variabilidad genética son de 

especial interés. 
Para algunas aplicaciones como la comparacién de 

niveles de heterocigosidad interpoblacional o para 
probar la ventaya selectiva de una proteina, la elec- 

woforesis de enzimas es sin duda la técnica mas prac- 

tica. Pero, para algunos problemas como la esimacién 

del tamaiito efectivo de la poblacién (ver Lande y 
Barrowclough, 1987}, el dilucidar si existe un aisla- 
miento reproductivo entre poblaciones, estimar los 
niveles de entrecruzamiento (Fritsch + Rieseberg, 

1992), estudiar las relaciones de parentesco (Philbrick, 

1993) y el relacionar las distancias genéticas con ca- 

racteristicas geograficas (de la Cruz et al, 1995) 0 

funcionales (Whitty et af, 1994) al parecer los RAPDs 

han sido mas practicos y eficientes. 
Las enzimas son uno de !os métodos mAs frecuen- 

temente utilizados para analizar ja estructura gené- 

tica de las poblaciones debido a que presentan loci 
codominantes, pero en fos casos en que hay poca 

variabilidad genética. los RAPDs son mas adecuados 
(Mosseler et al, 1992) va que han detectado una mayor 
variacién que las enzimas {ver cuadro 3). 

En muchas especies el éxito reproductive femeni- 
no (medida de Ia adecuacién en funcién de la repro- 

duccién) puede estimarse de manera sencilla por 
medio de la produccién de semillas. Por el contra 
tio, el éxito reproductivo masculino es sumamente 
dificil de asignar ya que la descendencia no puede 
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ser asociada directamente con el progenitor mascu- 

lino. Pese a esto, el éxito reproductive masculino es 
un componente importante de la adecuacién y su 
estimacién es de gran interés en biologia evoluuva 

A pesar de su dominancia, ios RAPDs tienen 14 venta- 

ja de presentar un numero mayor de loci que los que 
pueden obtenerse con enzimas, esto aumenta su ca- 

pacidad para estimar la probabilidad de asignacién 
de paternidad. Si el tamane de muestra es pequefio 
¥ se requiere un alto grado de exclusién, probable- 
mente un marcador codominante nos de mavor in- 

formacién, pero conforme aumenta el tamano de 

muestra algunos atttores han sugerido que los RAPDs 
ptieden ser una mejor opcién (Lewis v Snow, 1992 

MIligan y McMurry, 1Y95). 

   

  

Hibridizacién interespecifica 

La identificacién de especies hibridas permite infe- 
rir las rutas evolutivas seguidas por las especies invo- 
lucradas en estudios posteriores de filogenia molecular 
ya que elimina la posibilidad de confusién de resul- 

tados en la interpretacién de andlisis cladisticos. Es- 
tos estudios también son importantes porque sientan 
las bases para investigaciones a nivel poblacional del 
impacto de la hibridizacién en Ja integridad de las 
especies paternas. 

Los RAPDs han sido utilizados para identificar in- 

dividuos de ongen hibrido en diferentes familias 
(cuadro 6). 

Se han utilizado diferentes técnicas para la iden- 
lficacién de hibridos, Sin embargo. el anilisis directo 

del ADN ha dado los resultados mas satisfactorios para 

detectar hibridacién vegetal. Los RAPDs se han prefe- 
rido a otro tipo de marcadores moleculares gracias 
ala gran variacién que detectan (Smith et al., 1996). 

A pesar de que la variacién detectada por RAPDs no 

siempre puede inferirse como el resultado de poli- 

morfismo para un loci especifico, estudios de segre- 

gacién muestran que una gran proporcién de estos 

marcadores pueden ser considerados como caracte- 

res mendelianos (Williams ef a/., 1990: Bucci v Me- 

nozzi, 1993) y que son heredados como dominantes 

(Williams et ai, 1990), Estas caracteristicas son criti- 

cas para la deteccién de hibridacién interespecifica 

(Smith et af, 1996). 

  

    

Identificacién y relaciones genéticas 
de cultivares y variedades 

Desde que Welsh et al, (1991) mosiré que los RAPDs 

son una técnica eficiente para identificar genéticamen- 

te hibridos de imaiz, se han uulizado ampliamente para 

identificar cultivares, variedades e hibridos (cuadro 

4). asi como para revelar los grados de diversidad ge- 
nécica entre cultivares v razas (cuadro 7) 

El conocimiento de la variacién genética intra- e 

mii respee fia sy de las relaciones geneucas cute 
colecuones, \aredades, poblaciones especies de 
plantas silvestres y cultivadas es fundamental para 

diversas aplicaciones. En los programas de entrecru- 
zamiento de plantas, las estimaciones de las relacio- 

nes genéticas entre cultivares pueden ser Gtiles para 
la organizacién del germoptasma, la identificacion de 
cuitivares. la seleccién de progenitores para la con- 

duccién de hibridizaciones v la reduccién del niime- 

ro de colecciones necesarios para asegurar ef muestreo 
de un amplio intervalo de la vanabilidad geneuca 
(Thurman eae, 
son titiles para determinar los sitios de domesticacién 
v origen de cultivos (e.g. de la Cruz e? al. 1995: Hilu 
v Stalker. 1993). 

Al parecer, los RAPDs como marcadores para iden- 
tificar cultivares y sus parientes silvestres son sensi- 

bles al grado de diferenciacin genética entre las 
entidades bajo estudio. Se ha demostrado que se re- 

quieren mus poces oligonucledtidos para distinguir 
cultivares con propagacién vegetativa (Koller ¢ al, 

1993; Harada et af, 1993) 0 con un alto grado de 

autofecundacién (Dwetcat ef al, 1993, 1997; Merca- 

do et ai., 1996) y muchos cuando la diferenciacién 
ha sido muv alta o con polinizacién cruzada (Zain ef 
al,, 1944, de la Cruz et al, 1995). 

  

  
1554). Larus wiascuuuies cuca 

Anilisis filogenético 

En la actuatidad 1a existen muchos estudios filoge- 

néticos con RAPDs (cuadro 8). La unlidad de los RaP- 

Ds para diferentes niveles taxonémicos fue invesugada 
en Juniperus por Adams v Demeke (1993) quienes 

encontraron que algunos oligonucledtidos amplifican 
segmentos de ADN muy conservados que pueden ser 

utilizados para detectar polimorfismo en niveles su- 

periores de clasificacién (subgénero: Caryocedrus, fu- 

niperus y Sabina), mientras que otros oligonucledtidos 
amplifican aDN sumamente variable adecuado para 
la clasificacion ¥ andlisis a nivel de especies. El] estu- 

dio de Wilkie et a/. (1993) demostré que el andlisis 
con los marcadores RAPD: puede ser utilizado para 
estudiar las relaciones filogenéticas entre especies 
cercanas. 

Whitty ef af. (1994) mostraron et potencial de los 

RAPDs para separar el género de Chamaecrista (fijado- 
res de nitrégeno) de grupos previamenie congené- 

ricos de Cassia v Senna. Encontraron una coincidencia 

de la variacién genética con Ia localizacién geogs dfi- 

    

ca para dos especies de Chartaventsta v una gran con- 

sistencia de Ja variacion genética con la observada para 
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Cuadro 4. Listado de trabajos en fos que se han utilizado fos RAPDs como marcadures maleculares para ta 

identificacién genética a nivel infraespectfico. 

  

Familia 

Actinidiaceae 
Amaranthaceae 
Annonaceae 

Asteraceae 

Convolvulaceae 
Cruciferae 

Cucurbitaceae 
Ericaceae 
Euphorbiaceae 
Gesneriaceae 
Gramineae 

Leguminosae 

Leguminosae y Gramineae 
Liliaceae 

Malvaceae 

Moraceae 
Musaceae 
Myrtaceae 

Palmae 
Pinaceae 

Plumbaginaceae 
Rosaceae 

  

Especie 

Actinidia spp. 
Amaranthus spp. 
Annona spp. 
Dendranthema grandiflora 
O. grandiflora 
Ozothamnus diosmifotius 
fpomea batatas 
Brassica napus 
8. oleracea var. capitata 
Citnullus lanantus 
Vaccinium macrocarpon 
Euphorbia pulcherrima 
Cyrtandra spp. 
Agrostis stolonifera 
Arrhenatherum elatius 
Buchloé dactyloides 
Oryza sativa 

Oryza spp. 

Sacharum officinarum 
Secale cerale 
Cajanus spp., Rhynchosia spp., 
Ounbaria ferruginea y 
Flemingia stricta 
Glycine max 

G. max 
Lolium spp. y Festuca spp. 
Mangifera indica 
Medicago coerulea, 
M. falcata y M. sativa 

M. coerulea, M., falcata y 
M. Sativa 
Phaseolus vulgaris 
Pisum sativum 
Glycine max y Zea mays 
Lilium spp. 
Zantedeschia spp. 
Gossypium hirsttum y 
CG. barbadense 
Ficus carica 
Musa spp. 
Eucalyptus spp. 
Phoenix dactylifera 

Picea abies 

P. glauca y P. engelmannii 
P. mariana y P. rubens 
Pseudotsuga mienziesii 
Limonium estevei 
Fragaria ananassa 
Fragaria sp. 
Malus domestica 
Malus spp. 

Nivel taxonémico 

Cultivares y especies 

Especies 
Cultivares 
Cultivares 
Clones 
individuos 
Cultivares 
Cultivares 
Cultivares 
Cultivares 
Variedades 

Cultivares . 
Hibridos interespecificos 
Cultivares. 
Genets 
Cultivares 
Cultivares 

Subespecies 

Intractonal 
Cultivares 
Especies 

Semillas 
Cultivares 
Especies 

Cultivares y progenie F1 
Mutantes meiéticos 

Hibridos interespecificos 

Cultivares 
Cultivares 
Individuos {semillas) 
Especies, hibridos y cultivares 
Cultivares 
Cultivares 

Variedades 
Cuttivares y especies 
Genets 
Cultivares 
Genets 

Especies 
Especies e hibridos 
Razas 
Clones 
Cultivares 
Cultivares 
Variedades 
Especies y cultivares 

Referencia 

Cipriani et al. (1996) 
Teansue et al. (1994) 
Ronning et af, (1995a) 
Wolff et af. (1995) 
Wolif (1996) 
Ko er af. (1996) 

Connolly et af 119941 
Mailer et af. (1994) 
Phippen et af. (1997) 
Lee et af. 11996" 
Novy et af. (1994) 
Ling et al. (1997) 
Smith et al. £1996) 
Golembiewski et af. 1997) 

Miller et af, (1.9961 

Wu y Lin (1994) 

Fukuoka et af, (1992). 
Virk et af. (1995) 
Mackill (1995) y 
Martin er af (1997) 
Tavlar et af (1995) 
Iqbal y Rayburn (1994) 
Ratnaparkhe et al. (1995) 

Shatter ef af, (1995) 
Kianhua et af. 11996a) 

Wiesner et af 1995" 

Schnell et af, 11995) 
Barcaccia et al, 11994) 

Barcaccia et al. (1995) 

Johns et al. (1997) 
Samec y Nasinec (1995 y 1996) 
Jianhua et af, (1996b) 
Yamagishi (1995) 
Hamada y Hagimori (1996) 
Multani y Lyon 11995) 

Khadart et af. 1995+ 
Bhar e¢ af. 11995 

Kerl y Gratin 11994} 

Corniquel v Mercier (199-4) 
Heinze y Schmidt (1995! y 
Scheepers ef al, (1997) 

Khasa y Dancik 1996) 
Perron et al. (1995) 
Aagaard et al. (1995) 
Martin y Pérez (19941 
Gidont et af (1994) 

Parent y Pagé (19957 

Tancred et al, 11994 

Dunemann ef af. (19941 
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Familia 
  

Especie Nivel taxondmico Referencia 

Prunus cerasus y Mutantes en hibridos Yang y Schmidt (1994) 

P. canescens interespecificos 

P petsca Cuitivares. tu Z-N. et al, (1996, 

R-bes nigrum Cultis ares Lanham et af. {1995} 

Rosa sp. Cultuvares Gallego y Martinez (1996) 

Rubus saxatilis Genets Eriksson & Bremer {1993} 

Rubus spp. Cultivares, Parent et af. (1993} 

Rutaceae Citrus sp. Clones Sugawara et af. (1995° 

Citrus sp. Mutantes Deng et af. 11995) 

Salicaceae Populus spp. Genets Castiglione et af, (1993) 

Populus spp. Clones Lin et af, 11994) 

P tremula y Genets Sigurdsson et af, 11995 

P. wichocarpa 

Sapindaceae Stmmondsia chinersss Genets Amarger y Mercier 11993 

feratiiariscase Pugerahe ahweuta Ctnnes Gavidia et af. (1996) 

Solanaceae Lycopersicon esculentum Clones Bogani er af. (1996) 

Nicotiana spp 
Solanum bre.idens + 
S. tuberosum 
S. tuberosum 

$. tuberosum y $. papita 
S. tuberosum y S$. brevidens 
Altium satwum 
Vatts senutera 

Vi vanitera 

Lmbelacaceae 
Vitaceae 

la estructura de! nédulo. Sus resultados niuestran el 

potencial de los RAPDs para examinar caracteres ge 
néricos, especificos ¥ funcionales. 

Algunos autores han explorado la capacidad de los 
RAPDs para inferencias filogenéticas usando métodus 
de parsimonia (Backeljau ef ad, 1995; Rieseberg, 1996). 
La presencia compartida de un fragmento compara- 
ble de RAPDs puede usarse como estados de cardcter 

en el anilisis filogenético de parsimonia aunque se 

requiere necesariamente que fos productos de ampli- 

ficacién (bandas de RAPDs) sean homdlogos, indepen- 

dientes y variables. 

Se han reportado ineficiencias para este proposi- 

10 debido a que presentan algunos problemas con- 

ceptuales planteados por Backeljau ef al. (19 4 

los méiodos de parsimonia carecen de aun modelo 

apropiado para el estado de cambio de caricter de 

los RAPDs, 12] la interpretacion alélica de los RAPD« es 

equivalente al modelo de alelos independientes para 

aloenzimas \ es por lo tanto, invilida y i] la sospes 

cha de que las regiones de alineacién ricas en GC estan 

sesgadas, lo cual podria aumentar la frecuencia de 

homoplasia e incrementar el multialelismo. Por su par 

te. Rieseberg (1995) sefiala algunas consideraciones 

amportames #] la presencia ausencia de tas bandas 

de RAPDs puede depender de la presencia ausencia de 

  

  

   

Hibridos somaticos 
Hibridos somaticos 

De Filipps et af. (19961 
Rokka et af. 1994: 

Cults ares Mor ef af. 11993; y Hosaka 
et af. (1994) 

Kaendier et a/. (1996) 

Xu et af. (1993) 
Maa + Maas (1993! 
Regnery Messner 13993 
Moreno et al. (1995) 

Hibridoy somaticos 
Hibridos somaticos 
Cultsares 
Cultivares 
Clones y cuitivares 

otros productos amplificables. 1] diferentes bandas 

de RAPDs pueden tener pesos moleculares similares 5 

co-mgrar en los geles v a} algunos oligonuclestidos 
pueden producir bandas diferentes a pesar de que un 
andlisis con enzimas de restriccién (RFLPs} (ver M. 
Martinez. este ndmero) muestren fo contrario. 

Catalin et af. (1995) mostraron gue existe homo- 
togia en las bandas co-ntigrantes entre especies cer 
canas \infragenérico), pero que no hav homologia 

cuando se comparan especies mas distantes. Ellos 
sugieren probar la extensién taxonémica de la homolo- 

gia para estudios fitogenéticos con estos marcadores. 

Para probar la homologia entre fragmentos de 
RAPDs en tres especies de girasoles del género Helian- 
thus, Rieseberg (1996) analizé 220 fragmentos de los 

cuales el 91% resuitaron ser homélogos indicando que 
Ja simititud en el tamafo del fragmento es un buen 

indicador o predictor de homologia. al menos entre 
especies estrechamente relacionadas 

   

Biologia de la conservacién 

Uno de los problemas que ha recibido una gran aten- 
cidn en los Ultimos afios es ef deteriora de los eco- 

sistemas naturales © como consecuencia de esto, la 

disminucién de ta biodiversidad. En el area de la 

2c
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Cuadro 5. Estudios de variacién y estructura genética de poblaciones que utilizar RAPS como marcadures 
moleculares. 

  

Famitia 

Alstroemeriaceae 
Araliaceae 
Asteraceae 

Chenopodiaceae 

Cruciferae 
Dipterocarpaceae 

Ericaceae 
Gesneriaceae 
Gramineae 

Lactucaceae 
Leguminosae 

Malvaceae 
Moraceae 

Myrtaceae 

Palmae 
Pinaceae 

Polygonaceae 
Proteaceae 
Rosaceae 
Rubiaceae 
Salicaceae 

Sapindaceae 
Sterculiaceae 

Umbelacaceae 

Especie 

Alstroemeria spp. 
Panax quinquefolius 
Argyroxiphium sandwicense 
Cynara scolymus 
Microseris douglasii 
Beta vulgaris 
Salicornia spp. y 
Arthrocnemum macrostachyum 
Brassica napus 
Shorea spp. 

Vaccinium macrocarpon 
Orobanche aegyptraca y ©. crenata 
Buchloe dactyloides 
Panicum virgatum 
Poa annua 
Sorghum bicolor 
lactoris ternandeziana 

Glicine max 
Gliticidia sepium y G. maculata 
Lablab purpureus 
Medicago tuncatula 
Phaseolus vulgaris 
P. vulgaris 
Trifolium pratense 
Vicia pisitorms 
Hiamnea coret y 1 remota 
Humutus luputus 

Eucalyptus globulus 
Picea abies 

Elaesis guineensis 
Pinus spp. 

P sylvesters 
Pseudotsuga menziesit 
Fagopyrum esculentum 
Grevillea scapigera 
Prunus americana 
Coffea arabica 
Populus tremuloides 
P. tremuloides 
? tremuloides v P. grandidentata 
P. tremutoides 
Simmondsia chinensis 
Theobroma cacao 
T, cacao 
T. cacao 
Allium aaseae y A. simillimum 

Referencia 

Anastassopoulos y Keil (1996) 
Bai et af. (1997) 
Friar et al, (1996) 
Tivang et al. (1996} 
Roelots y Bachmann (1995) 

Lorenz et af. 119941 

Luque et af, 11995) 
Halldén et af. (1944) 
Harada ef af, (1994+ 
y Novi et af, (1996) 
Steward y Excoffier 1996) 
Paran et af. (1997) 
Peakall et af. '1995' 
Gunter et af 11996) 
Sweenev y Danneberger 1995) 
Menkir et a/. 11997) 
Brauner et af. (1992) 
Helms et af. (1997) 
Chatmers et af. (1992) 

Liu 1b990 

Bonnin et af. lye, 
Haley et al. (1994c} 
Skroch » Neenhuis 11995 b) 
Kongkiatngam et af. (1995, 1996} 
Gustafsson y Gustafsson 11994, 
Steward y Porter 19951 
Pillay v Kenny 11996) y 

Brady et al. (1996: 
Nesbitt ev al, (1995) 
Bucci y Menozzi (1995) 

Shah et af. 11994) 

Mosseler ef af. (1992) 
Szmudt et af. 1996) 
Aagaard et af. (1995 
Kump y Javormk (1996: 
Rossetto et al. (1995) 
Gogorcena y Parfitt (1994) 
Lashermes et a/. (1996) 
Tuskan et af. (1996) 
Yeh et af. 11995) 
Liu y Furnier 13993. 

Chong et af. 11994) 
Amarzer y Mercier 11993) 
Whitkus ef af, 11997) 
N’Goran et al. (1994) 
Ruseil et af. 11993: 
Smith y Pham 11996) 
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biologia de la conservacién, uno de los problemas 
relevantes es ef estudio de organismos raros, endé- 
micos o en peligro de extincién. Aunque existe una 
polémica con respecio a Ja relevancia de fos compo- 
nentes eculdgicos o genéticos en los enfoques pobla- 

cionales de conservacién (Lande 1988; Oyama, 1993), 
sin duda el uso de técnicas de PCR en general, ofre- 
ce la oportunidad de obtener informacién genética 

a partir de poco material organico para resolver pro- 
biemas de conservacién en poblaciones pequeflas 

qAmos 4 Hoelzel, 1992). 

Exisien algunas especies en donde la variacién 
detectada con enzimas es poca o nula v utilizando 
RAPDs se ha podido detectar polimorfismos v descri- 
bir su estructura genética (Mosseler ef al, 1992). Este 

es él caso de especies clonales, raras o de distribu- 

cién mav restringida o que han experimentado dis- 
minuciones drasticas en su distribucion + abundancia 

(Brauner ef ai, 1 Mosseler et al, 1992; Gustafs- 

son y Gustafsson, 1994; Rossetto ef al, 1995; Stewart 

y Porter, 1995; Friar ef al., 1996; Tuskan ef a/., 1996). 
El caso de una especie rara en donde se encontré 

un nivel de variacié6n menor que el ce otros géneros 
endémicos de la misina region es Luctorss fernanderana 
(Brauner et al., 1992). Este arbusto es poligamodioi- 

co yes el nico representante vivo de la familia Lac- 
toridaceae que es una familia muy primitiva de 

angiospermas. Su distribucién se restringe a una isla 
det Archipiélago Juan Fernandez de ta costa de Chi- 

te. Esta planta es extremadamente rara + los andiisis 
enzimaticos no revelaron variacién genética (Crawford 

etal., 1991), Para Lactoris el potimorfismo fue detects- 
do con 16 oligonucledtidos que produjeren 106 bandas 

de las cuales 26 fueron polimoérficas para un total de 

27 plantas de 15 poblaciones (Brauner et al., 1992). 
Un caso interesante es el estudio de Adnan aaseae 

(Alliaceae), una especie endémica de distribucién 
restringida, en donde se dete taron niveles de varia- 
cién genética con RAPDs comparables a especies de 
amplia distribucién (Smith y Pham, 1996). Existen 
varios casos en la literatura en donde plantas raras 0 
endémicas con distribuciones restringicdas muestran 
mavor variacién que sus congeneres con mavor am- 
pliuud de distribucién (Karron 1987, 1991; Hamrick 

\ Godt, 1990; Ranker, 1994; Lewis v Crawford, 1995). 
Estos resultados van en contra de lo esperado tedéri- 

camente por lo que resulta interesante fa exploracion 

de hipétesis alternativas. Fendmenos tales como pro- 

cesos de especiacién recientes, cambios recientes en 

los patrones de distribucién geografica (Karron ¢t at, 

1988}, multiples efectos de colonizacién (Ranker, 

1994} o refugios del Pleistoceno (Lewis + Crawford, 

1995) han sido planteados en fa literatura. De esto, 

podemos concluir que el} re-andlisis de los patrones 

    

    

  

  

  

de variacién genética con otros marcadores molecu- 

lares puede cambiar las interpretaciones de las posi- 
bles causas del origen de especies raras o endémicas 
restyingidas, que a su vez pueden tener miplicacio- 

nes importantes para fines de conservacion, 

Métodos de anialisis 

Al analizar los datos obtenidos con RAPDs se deben 

tener en cuenta dos supuestos importantes: 7) cada 
uno de los marcadores representa ub focus mende- 

liano en ef cual ef marcador visible. el alelo donunante. 

esta en equilibrio de Hards Weinberg con un alelo 
recesivo ¥ 2] los alelos marcados para diferentes loc 

no conugran a la misma posicién en el gel (Linch + 

Milligan, 1994.. A pesar de que los heterécigos no 
pueden ser detectados directamente con los RAPDs. 
es posible estimar pardmetros de la estructura pobla- 

cional. Sin embargo, e! poder estadistico de estas 
estimaciones es reducicdo en comparacion a tos siste- 

mas codominantes. Pero se pueden obtener esuma- 
dores de Ja diversidad genética cuando nuestras 

inlerpretaciones incluyen un cuidadoso seguimiento 
de los supuestos ¥ se utilizan sdlo los loci con tas fre- 
cuencias alélicas recomendadas por Lynch v Milligan 

(1994). Algunos trabajos que muestran la aplicacion 

de estos métodos son Aagaard ef af (1995), Friar et 

al, (1996) y Smith y Pham (1996). 
Un anilisis molecular de varianza (AMOvA) de las 

frecuencias de las bandas puede asignar la estruct- 
ra genética de poblaciones diploides en equilibrio 
Hardy-Weinberg 0 con un nivel alto de autofecundacién 

(Steward v Excoffier, 19961. Este método estima in- 
dices de fijacién similares a los obtenidos con datos 

codominantes comparables a los estimadores ubtenidos 

con enzimas usando el método de Weir vy Cockerham 

11984) v con datos moleculares de RFLPs, secuencias 

de ADN o microsatélites (Excoffier et al., 1992). 
Una alternativa para estimar la diversidad genéti- 

ca sin la suposicion de un equilibrio Hardy-Weinberg 

es considerar la diversidad fenotipica de las bandas 
de cada individuo como un genotipo distinto v esti- 

mar las similitndes y diferencias con base en las mis- 

mas (Huff et al, 1993; Whitkus ef af, 1997}, 

Para estudios de diferenciacion y relaciones gené- 

ticas se utilizan medidas de similitud s de diferencias. 

La distancia genénca puede estinarse como el ntimero 
de diferencias dividido entre el total de comparacio- 
nes, Esto bajo el supuesto de que hay un gran nimero 

de loci marcados aleatoriamemte por los RAPDs distni- 
buicdos a lo largo del genoma, de tal forma que ta 
proporcién de diferencias encontradas para estos loci 
serd una buena medida de las diferencias entre los 
genomas. 
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Cuadro 6. Estudios de introgresién, segregacin y tlujo 
marcadores moleculares. 

génico en donde se han utilizadu los RAPDs como 

  

  

Familia Especie Objetivo Nivet de organizacién Referencia 

Agavaceae Agave schottit Niveles de entrecru-  Poblaciones clonates - Trame ef a” 1995) 
zamiento 

Annonaceae Annona cherimolla Segregacién Poblacién Ronning er ai. (1995a) 
Asteraceae Helianthus annus, Introgresién Hibridos interespecfficos Rieseberg et a/. 

H, petiolaris y 1995) 
H. anomalus 
H. anus y H. petiolaris Intragresion Hibridos interespeciticos Riesberg et. 1996) 

Betulaceae Betula alleghaniensis  Segregacion Poblacion Roy et af. 1992) 
8. pendula Segregaci6n y parentesco Individuos Akerman et i! (1995 

Cruciferae Brassica napus y Introgresisn Hibridos interespecificos Marshall et ‘ (1994) 
8. campestris 
8. napus y Introgresion Hibridos interespecificos Mikkelsen « / (1996) 
8. campestris 

8. carinata introgresién Hibridas somsticos Mukhopadn, ay 
et al. (1994, 

8. napus y 8. juncea —_ \ntrogresion Hibridos interespecificos Frello et al, 1995} 
8, oleracea Segregacién Varedades (progenie Kearsey et - (1996) 

doble-haptoide) 
8. oleracea var, botrytis Niveles de endogamia Cultivares (hibridos Ft) Boury et a. .1992) 

Datiscaceae Datisca glomerata Niveles de entrecru-  Poblaciones Fritsch y Rieseberg 
zamiento 1992) 

Ericaceae Vaccinium darrow: y — ntrogresion Hibridos interespecificas Qu y Hance. (1995) 
V, corymbosum 
V. macrocarpon Segregac.6n Progenie F1 Novy y Vorsa (1996) 

Gramineae Pennisetum spp. Segregacién e intro- — Especies Gustine et af (1996) 
Bresion 

Poa pratensis Segregacién y niveles Poblacién Huff y Bara 1993} 
de entrecruzamiento 

T. aestivum introgresi6n Progenie F3 Francis eta (1995) 
T. aestivum introgresion Especie Iqbal y RayL_rn (1995, 
T. aestivum introgresién Hibridos King et af. (993) 
T. spelta Introgresidn Lineas isogénicas cer- Schachermayr et al. 

T. aestivum y 
Secale cereale 

Introgresi6n 
canas (progenie F2) (1995) 

Especies Koebner y Martin 
(1994) 

  

Los estimadores de distancia genética utilizados son 
el indice de Jaccard (Vierling y Nguyen, 1992), el 
indice de diversidad de Shannon (Russell et af, 1993) 
coeficiente de similitud de Dice (Hilu y Stalker. 1995) 

y la distancia genética de Rogers (Wilkie et ai, 1993), 

de Nei (Aagaard et a/., 1995) y la de Nei y Li (Stewart 
y Porter, 1995). Debido a que existen varias razones 
posibles para la ausencia de un fragmento, ¢l uso de 
coeficientes que omitan la consideracién de datos 
negativos (¢.g., Jaccard o Dice) pueden ser mas apro- 
piados. 

Las distancias genéticas pueden ser utilizadas para 
un anidlisis de clusters (UPGMA) y/o para un andlisis 
de componentes principales para revelar las afinida- 
des genéticas. 

Ventajas y desventajas de los RAPDs 
como marcadores mofeculares 

Para el uso de los RAPDs ey importante cons, terar sus 
ventajas y desventajas con respecto a otros marcado- 
res moleculares, En secciones anteriores va se han 
mencionado algunos problemas conceptuales concer 
nientes a la interpretaci6n de los resultados de los frag- 

mentos de los RAPDs (¢.g., homologia de ca: acteres) 
La electroforesis de enzimas es econémica, rapi- 

da y los protocolos son relativamente sencillos. Sin 

embargo, diferentes tejidos o muestras congeladas 
durante diferentes periodos y bajo diferentes condi- 
ciones en ocasionés presentan diferentes patrones de 
bandeo, asi como muestras colectadas en diferentes 
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Familia Especie Objetivo Nivel de organizacién Referencia 

Zea mays Introgresion Especies Gourmet y Rayburn 
(1996) 

Z. mays Segregaciun Poblacion (segregaci6n Heun y Helentjaris 
en 2 generaciones} (1993) 

Leguminosae Arachis hypogaea y Introgresi. % Hibridos interespecificos Garcia et a/. (1995) 
A, cardenasii 

Arachis spp. introgrest Progenie F2 Garcia et af. (1996) 
Gliricidia spp. Flujo gén 29 sinterespecitico Dawson et al. (1996' 

Medicago sativa Niveles d. entrecry- — Individuos Gjuric y Smith (1996) 
zamiento 

Moraceae Humutlus tupufus Segregaci 1 Progenie FI Pillay y Kenny (1996) 

Pinaceae Picea abies Segregaci > Poblacidn Bueei & Manazzi 

(1993) 

P. glauca y Segregacion Progenie F1 Carlson et af. (1991) 
Pseudotsuga menziesii 
Pinus sylvestris Segregacion Progenie Fl (tejido tu et af, (1995) 

haploide y diploide) 
Pseudotsuga menziesii Segregaci‘1 Poblacién (tres gene-  Jermstad ef al. (1994) 

raciones) 

Rosaceae Malus floribunda y Introgresa a Especie Durham y Korban (1994) 

MM, domestica 
Malus spp. Parentesc Cultivares Gardiner et al. (1996) 
Prunus persica Segregac.va Poblacién Pooler y Scorza (1995) 

Rutaceae Coffea arabica y Introgresi 7 Especie Orozco-Castillo et af. 

C. canephora (1994) 
Solanaceae Solanum tuberasum Introgresi. 1 Hibridos soméaticos Masuelli et af, (1995) 

y S$. bulbocastanum 
S. tuberosum y Introgres 9 Hibridos interespecificos Waugh et al. 
5. phureya (1992) 
Solanum spp. Segregac-n Hibridos Quiros et af, (1993) 

interespecificos 

Sterculariaceae Theobroma cacao Segregacion Cultivares Ronning et af, (1995b) 

Umbelacaceae Alfium spp. Intragres ‘nh Especies van Raamsdonk et ai. 
(1997) 

  

estaciones pueden también mostrar una expresién 
diferencial de ciertas enzimas. Si se siguen procedi- 
mientos adecuados de colecta y de congelado la 
mayoria de estos problemas pueden ser controlados. 
El mavor factor limitante de las enzimas es el bajo nivel 
de variabilidad que detectan. Esto reduce su utilidad 

sobre todo a nivel intrapoblacional (e.g., Amos v 

Hoelzel, 1992), Los RAPDs detectan una gran variacién. 
adentds el andlisis directo del ADN es comparable entre 

tejidos, no presenta variabilidad estacional y requie- 
re de pequefias cantidades de ADN. 

Los marcadores de ADN ofrecen una mayor reso- 

lucién v Alexibilidad que Ia electroforesis de enzimas, 

ademds se pueden combinar diferentes técnicas. EB} 

principal factor limitante de estos marcadores son el 

  

uiempo y el costo. Algunas de las ventajas que presen- 

tan los RAPDs sobre otros marcadores moleculares 

como los RFLPs y minisatélites. son el que es un mé- 

todo relativamente facil, que no requiere de un co- 
nocimiento previo de la secuencia de ADN, no 

requieren de la construccién o el mantenimento de 

una libreria gendémica, el ntiimero de loci que pue- 

den ser examinados es ilimitado v no requieren de 
pruebas radiactivas (Reiter et al, 1992; Whitkus e? al., 

1994). Ademas, los RAPDs revelan altos niveles de po- 

limorfismo dentro y entre poblaciones de especies en 
comparacién con los niveles detectados con RFLPs 0 

isoenzimas (van Heusden v Bachmann, 1992a, b). 

A continuacién se describen brevemente algunos 
casos que muestran la eficiencia de los RAPDs como 
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Cuadro 7. Estudios en los que se han utilizado los RAPDs como marcadores molecu ares para establecer di- 
ferenciacién y reiaciones genéticas entre cultivares y/o variedades. 
  

  

Familia Especie Nivel de organizacién Referencia 

Amaranthaceae Amaranthus spp. Cultivares Transue et af. 1994) 
Anacardiaceae Pistacia vera Cultivares Hormaza et af, (1994ar 

Araliaceae Panax quinquetolius Cultivares Bai et af. (1997) 
Asteraceae Cynara scolymus Cultivares Tivang er af, (1996) 

Microseris dougiasii Poblaciones Roelofs y Bachmann (19951 
M. pygmaea Pablaciones van Heusden y Bachmann 

Caryophyllaceae 
Convolvulaceae 
Cruciferae 

Cucurbitaceae 
Ericaceae 

Euphorbiaceae 

Gramineae 

Leguminosae 

Silene tatifolia 
tpomea batatas 
Brassica juncea 
8. napus 
B. oleracea var. capitata 
8. oleracea 
Capsella bursa-pastoris 
Citratlus lanantus 
Vaccinium macrocarpon 

V. macrocarpon 

Manihot esculenta 
Euphorbia pulcherrima 
Avena sterilis 
Buchioe dactyloides 
Echinochloa spp. 
Hordeum vulgare 
Lolium perene 
Oriza sativa 
O. sativa 

O. sativa 
Panicum spp. 

P. virgatum 
Poa pratensis 
Sacharum spp. 
Sorghum bicolor 
Triticum aestivum, Hordeum 
vulgare y Avena sativa 
T. aestivum 
T. aestivum 
T. monococcum y T. urartu 

T. uratu 
Cajanus cajan 
Chamaecytisus profiferus 
ssp. palmensis 
Chiticidia sepium y 
G. maculata 
Glycine max. 
Lens spp. 

Lens spp. 
Lolium spp. y Festuca spp. 
Mangifera indica 
Medicago truncatula 
Phaseolus funatus 

Cultivares y Razas 

Cultivares 
Cultivares 
Cultivares 
Cultivares 
Variedades 
Poblaciones 
Cultivares 
Variedades 
Cultivares 
Cultvares 
Cultivares 
Cultivares 
Culuvares 
Cultivares 
Cuitivares 
Cultivares 
Variedades 
Cultivares 

Poblaciones 
Especies 
Poblaciones 
Cultivares 
Especies 
Lineas puras 
Cultivares 

Variedades 

Cultivares 
Cultivares 
Pobtaciones 
Cultivares y poblaciones 
Poblaciones 

Poblacvones 

Poblaciones 
Cultivares 

Poblaciones 
Especies 
Cuitivares 
Poblaciones 
Cultivares 

992a. by .an Heuten 

et af. (1994' 

Vellekoop et a/ (1996) 

Connolly et a+. (1994, 

Jain et al. (1994) 
Mailer et af. 11994) 

Phippen e¢ af (1997 
Das Santos et al. 19941 
Neuffer (1996. 

lee et al. 1996) 
Novy et al. (1994) 
Novi y Vorsa (1995) 

Marmey et af. (1993) 
Ling et af. (1997) 
Heun ef af. (1994) 

Wu » Lin 1994) 

Huu 11994) 

Ordon et af. (1997) 
Huff (1997. 
Xiao et af, (1996' 
Yu y Nguyen (1994), Virk 
et al. (1995), Macktlt (1995 
y Loarce et af. (1996} 
Suh et af, (1997) 

M'Ribu y Hilu (1994) 
Gunter et al 1996: 
Huff y Bara (1993) 
Huckett y Botha (1995) 
Vierling et al. .1994: 
Oweikat et af. (1993) 

Joshi y Nguyen (1993) 
Mercado et af. (1996) 
Vierling y Nguyen (1992) 
Castagna et af. (1997) 
Ratnaparkhe et af +1995) 
Francisco-Onega eta! 1993 

Dawson et af. (1390. 

Heims et af (1997 
Abo-elwaia et af, 11995) y 
Ahmad et al. (1996) 
Sharma et ai. (1995) 
Wiesner et af, (1995) 
Schnell et af, (1995) 
Bonnin et af, (1996! 
Nienhurs et af. 11995) 
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Familia Especie Nivel de organizacién Referencia 

P. vulgaris Cultivares Johns et af. (1997) 
P. vulgaris Genotipos Skroch y Nienhuis (1995 a) 
Pisum sativum Cultivares Samec y Nasinec (1995 y 

1996) 

Pisum spp. Cultivares Lu et af, 1996) 
Trifolium pratense Cultivares Kongkiatngam et al. (1996) 
Trifolium spp. Poblaciones Bullita (1995) 
Vicia faba Cultivares Link et af. 11995) 

Lilhaceae Alstroemia sp. Cultvares Dubouzet ef af, (1997) 
Malvaceae Gossypium hirsutum y Cukivares Multani v Lyon (1995) 

G, barbadense 
De selene Se Lae Cece pete tee etek 8s 

peciticos 

G, hirsutum. y G. atboreum Variedades Igbal et af. 11997) 
thamna corei e Hiamna remota Poblaciones e Genets Steward y Porter 11995) 

Moraceae Ficus carica Culuvares Khadart et af. (1995) 
Humutus fupulus Cultrvares Pillay y Kenny (1996) 

Musaceae Musa spp. Poblaciones Bhat et af, (1995) 
Myrtaceae Eucalyptus globulus Cultivares Nesbitt et af. (1995) 

E. risdonii y €. amygdalina — Especies y hibridos interes- Sale et af. (1996) 
pecificos 

Myrtaceae Eucal) ptus spp. Genets Keil y Griffin (1994) 
Palmae Elaesis guineensis Cultivares Shah er ai. (1994) 
Pinaceae Picea abies Poblaciones Scheepers et af. (1997) 
Polygonaceae Fagopyrum esculentum Pablaciones Kump y Javornik (1996) 
Rosaceae Fragaria sp. Cultivares Parent y Page (1995) 

Fragana X ananassa Cultivares Graham et af, (1996) 
Malus domestica Cultivares Gardiner et af. (1996) 
Malus spp. Cultivares Harada et al. (1993) 
Malus spp. Poblaciones Dunemann et al, (1994) 
Margyracaena skottsbergii Hibridos Crawford et af. (1993) 
Prunus persica Cultivares Warburton y Bliss (1996) 
Prunus spp. Cultivares Ontiz et al. 11997) 
Ribes nigrum Cultivares Lanham er al. (1995) 

Rubiaceae Rubus spp. Especies Graham y McNicol (1995) 
Coffea arabica Poblaciones Lashermes er af, (1996) 
Coffea spp. Variedades y especies Orazco-Castillo et af. (1994) 

Rutaceae Citrus deliciosa Cuitivares Machado et af. (1996) 

Salicaceae Populus spp. Genets Castiglione et al. (1993) 

P. tremuloides Poblaciones Yeh et af. (1995) 

Solanaceae Solanum mefongena Poblaciones Karihaloo et al, (1995) 

S. chaucha Cultivares Cisneros y Quiros (1993) 

5S. tuberosum Cultivares Hosaka et af. (1994} 

rercularraceae Theobroma cacao Cultivares Russel et af, (19931 

Triticaceae 
Umbelacaceae 
Umbelacaceae 
Vitaceae 

T. cacao ssp. Cacao 

Varias especies 
Allium sativum 
Allium spp. 
Vitis spp- 

Poblaciones 
Especies 

Cultivares 
Cultivares 
Cultivares 

y N’'Goran et af, (1994) 

de la Cruz et af. (1995) 
Wei y Wang (1995) 

Maab y Klaas (1995) 
Wilkie et al. (1993) 
Qu et al. (1996) 
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Cuadro 8. Estudios de relaciones filogenéticas en donde se han utilizado los RAPDs como marcadores mole- 

  

  

culares. 

Familia Especies Referencia 

Caryophyllaceae Silene spp. Oxelman (1996 
Chenopodiaceae Beta spp. Shen et af. (1996) 
Cruciferae Brassica spp. y Raphanus sativus Thormann et af, (1994) 
Cupresaceae Juniperus excelsa y J. procera Adams et af. (1993) 

Juniperus spp. 

Juniperus spp. 

Geraniaceae Pelargonium spp. 
Gramineae 

Hordeum spp. 
Leguminosae Arachis spp. 

Cassia, Senna y Chamaecrista 
Lens spp. 
Lens spp. 

Lens spp. 
Lens spp. 

teucaena spp. 

tolium spp. y Festuca spp. 
Lotus spp. 
Pisum spp. 
Trifolium spp. 
Vigna spp. 
Asphodelus spp. 
Sycinga spp. 

Liliaceae 

Meliaceae 
Pinaceae Abies spp. 

Pinus spp. 

Rosaceae Malus spp. 
Rhododendron spp. 
Rosa spp. 

Salicaceae Populus spp. 
Scrofulariaceae 

y P. taiwaniana 

Allium spp. 
Allium spp. 

Umbelacaceae 

marcadores moieculares. Por ejemplo, Reiter ef al. 
(1992) construyeron un mapa genético de Arabidopsis 
thaliana usando RAPDs con poco esfuerzo; con dos 
trabajadores de tiempo completo en sélo 4 meses, 
Marcaron y mapearon 225 loci. Ademés, calcuJaron 
la eficiencia de mapeo para sus poblaciones y encon- 
traron que los marcadores dominantes pueden ser tan 
eficientes como los codominantes (e.g. RFLPs) cuan- 

do se usan poblaciones recombinantes. Un caso similar, 
se ha reportado para una especie de pino en donde 
Chaparro et al (1992 citado en Tingey et al, 1992) 
crearon 19] marcadores RAPDs en 6 meses facilitando 
con esto el mapeo genético en esta especie arbdrea. 

Los problemas practicos detectados con los RAPDs 

son la presencia de bandas erréneas o artefactos, 14 
replicabilidad de los resultados y la comigracién de 

Grachypodium spp. 

8 especies y 4 generos 

Paulownia tanunei, P. kawakamii 

Adams y Demeke (1993) 
Adams 11994 
Renou ef a/. (11997) 

Catalan et af, 11995 
Mariltia ¥ Scales .1996) 

Hilu y Stalker (1995) 
Whitty et af. 11994) 
Abo-elwafa et af. (1995) 
Ahmad et ai, (1996) 
Ahmad ¥ McNeil 11996) 

Sharma et al. (1996) 

Harris 11995 

Stammers ef af. (1995) 
Campos et al. (1994) 
Hoey et af, (1996) 
Bullita (1995) 
Kaga et af 11996 b: 
Ofaz-Lifante y Aguinagalde (1995) 
Marsolais et af. (1993) 
Chalmers et af. (1994) 
Vicario et af. (1995) 
Furman ef af. 11997) 

Landry et af. (19941 

Iqbal et af. (1995) 
Miltan et ai. (1996) 

Castighione et af. (1993) 
Wang et al. (19945 

van Raamsdonk et af. (1997) 
Wilkue et al, 1993" 

bandas. A menudo se pueden producir muiltiples frag- 
mentos de RAPDs al amplificar ADN genémico con un 
s6lo oligonucleétido; sin un andlisis genético formal 
no es posible determinar si dos bandas en el fenoti- 
po de los RAPDs representan dos loci o si sun dos ale- 

tos distintos de un sdlo locus (Whitkus ef al, 1994) 
En algunos ensayos con RAPDs se ha encontrado que 

existe “competencia” entre los fragmentos de estos 
marcadores (Williams ef al. 1993). Se ha observado 
que los productos finales de la reaccion estén determi- 
nados por competencia entre sustratos, mds que por 

el ntimero total de sitios potencialmente disponibles 
a menos de que ocurra un apareamiento perfecto 

enire la muestra de ADN bajo estudio v el oligonucled- 

tide {Heun v Hefentjaris 1993; Halidén et af. 1996* 
Esto subestima los fragmentos homdlogos porque la 
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presencia o ausencia de una banda particular de RAPDs 
pudo darse por competencia con otro fragmento 
polimérfico mds que por un cambio en el sitio de 

acoplamiento del oligonuctectido (Rieseberg, 1996}. 
La mayoria de los oligonucledtidos tienen un alto 

contenido de GC (50-80%; Bowditch et al, 1993). Este 

alto contenido de GC implica que las temperaturas 

de alineacién deben ser bajas, dando la posibilidad de 
alineaciones imperfectas. Para evitar la presencia de 
bandas erréneas o artefactos provocadas por una ali- 

neacidn no especifica es importante verificar que el 
contenido de GC de los oligonuclestidos no sea ele- 

vado (no mas del 60%), trabajar con la mavor tem- 

peratura de alineacion posible (alrededor de 36 °C) 
y después de la alineacion, elevar la temperatura por 
unos seguios (>4 ~U) para evar allneaciones adel 

oligonucledtido con segmentos que no son 100% 
homdlogos. Aunque se ha estimado que existe un error 
del 5-10% intrinseco en la repetibilidad de los feno- 
tipos en la técnica de los RAPDs (Weeden et al., 1992), 

la repetibilidad y confiabilidad de los resultados puede 
obtenerse si se establecen de manera precisa cada una 
de jas condiciones, tanto de la reaccién de amplifi- 

cacién como de la electroforesis 

El problema casi inflanqueable de esta técnica para 
algunas aplicaciones es que la mayoria de los loci son 
dominantes, por lo tanto los RAPDs dan menos infor- 

macién genética por locus que los marcadores codo- 

minantes. Trabajando con organismos clonales o con 
poblaciones con un alto grado de autofecundidad la 
dominancia obviamente no presenta ningtin proble- 
ma (Carlson, 1991; Bucei y Menozzi, 1993; Bonnin et 

al.. 1996) 

Comentarios finales y perspectivas 

Modificaciones al procedimiento estandard de los 

RAPDs han sido propuestos. Por ejemplo, fa utilizacién, 

de dos oligonucleétidos en lugar de uno amplifica 
nuevas bandas distintas (no-homélogas) a las gene- 

radas en reacciones con un sélo oligonucledtido, lo 
cual indica que fueron amplificados en regiones dis- 
untas del genoma (Hu et af. 1995a), Esta modifica- 
cidn junto con la sintesis de oligonucledtidos mas 

largos (por ejemplo, de 24 bases “24mers”) ampliti- 

ca los fragmentos de RAPDs de manera mis especifi- 
cav¥ confiable. Estos marcadores fueron denominados 

SCARs (“Sequence Characterized Amplified Regions") 

por Paran y Michelmore (1992). Otra alternativa es 

el uso de un par de oligonucledtidos que puedan 

amplificar sitios especificos de un alelo en un locus 

de interés en un fragmento de ADN, Este método fue 
denominado ASAPs (Allele-Specific Associated Pri- 

mers”) (Gu ef af, 1995). Otros método alternauvo es 

el conocidos como STS (“Sequence-Tagged-Site") iver 
Talbert et al, 1994). 
Nuevas técnicas basadas en el uso del PCR para DNA 
fingerprinting se han desarrollado. Uno de ellos es 
el Hamado AFLPs (ver Siinpson 1997 este numero) los 

cuales han revelado niveles significatives de polimorfismo 
al nivel de ADN (Vos et al, 1995). Los primeros estudios 
utilizando esta técnica han mostrado que los AFLPs son 
marcadores moleculares robustos y confiables (Bec- 

ker et al, 1995; Meksen et al, 1995; Paul et al, 1997). 

El uso de Jos métodos de PCR incluyendo los RaP- 

Ds v sus modificaciones han sido muy importantes en 

el estudio de diverso. problemas de biologia evoluti- 

va \ sus aplicaciones en diferentes campos. Sin em- 
bargo, ¢s notorio que la mayoria de los estudios se 

fan Aecho CON plantas CWuvauas por iv que en er 
futuro sera neresario realizar mds estudios en espe- 

ctes de ecosistemas naturales. 
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CAPITULO 2. 

POLINIZACION Y FENOLOGIA REPRODUCTIVA DE 

Chamaedorea alternans H.A. WENDL. EN LA SELVA 

DE LOS TUXTLAS, VERACRUZ



Resumen 

Se documentan el mecanismo de polinizacién y ia fenologia reproductiva de la 
palma dioica Chamaedorea aiternans en la selva de Los Tuxtlas, Veracruz 

durante el evento reproductive de 1995-1996. 

Los resultados de las observaciones sobre los insectos visitantes y de jos 
experimentos de polinizacién dan evidencia de anemofilia en Ch. affernans. No se 
encontraron diferencias significativas en {a produccioén de frutos entre 

inflorescencias excluidas y no excluidas de insectos. 

El periodo de floracién de la poblacién fue del 15 de octubre de 1995 al 17 de 

enero de 1996, presentandose una gran variacién entre los individuos en la 
duracién de la floracién (2 a 39 dias) v en el nimero de inflarescencias 

producidas (1 a 12 pistiladas y 1 a 23 estaminadas). El numero de individuos 
reproductivos, de inflorescencias y flores por inflorescencia fue mayor en los 
machos que en las hembras. Sélo cinco individuos femeninos y ocho masculinos 
(de un total de 25 y 37 respectivamente) contribuyeron con e! 45% de las 
inflorescencias producidas por la poblacién a lo largo del periodo de estudio, 
estos cinco individuos femeninos contribuyeron también con cerca del 75% de la 
preduccién de frutes, lo cual implica que una fraccién muy pequefia de la 
pobiacién contribuye de manera importante a la cohorte de semillas del afio de 

estudio. 

Se observé un incremento significativo en ta produccién de inflorescencias @ 
infrutescencias con la altura de la palma. Ei rendimiento de frutos medido como la 
relacién entre ef namero de frutos en funcién de las flores producidas no se 

relacioné directamente con la altura, debido a que el 27% de las inflorescencias 

no produjeron frutos. Este rendimiento se incremento significativamente con la 

produccién de flores e inflorescencias. Dos evidencias sugieren que el 

rendimiento de frutos puede estar limitado por la disponibilidad del polen: i) el 

rendimiento de frutas se incrementa significativamente conforme aumenta el 

numero de flores estaminadas en un radio de distancia de entre 5 y 7 m y ii) 

existié un mayor rendimiento de frutos en las inflorescencias producidas durante 

el pico de floracién poblacional, cuando la cantidad de polen producido fue mayor. 

Se concluye que Ch. alfernans es polinizada por viento y que su floracién es 

anual, con un patrén regular que va de mediados de octubre a mediados de 

enero. Existe gran variacién entre tos individuos en la duracion del periodo de 

floracién y en la produccién de estructuras reproductivas. Se sugiere que el 

rendimiento de frutos puede estar influenciado por la disponibilidad espacial y 

temporal de polen, mas que por una limitacién de recursos. 
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Introduccién 

Dos eventos interrelacionados de ta biologia reproductiva de las plantas 

son la fenologia floral y la polinizacién. La fenologia se refiere a la manera en 

cémo se manifiestan morfolégicamente los organismos a to largo del tiempo, en el 

cual ocurren fendmenos o procesos recurrentes dentro de su ciclo de vida 

(Rathcke y Lacey, 1985). La variacién en la fenologia floral afecta el flujo génico 

dentro y entre poblaciones (McNeilly y Antonovics, 1968; Fripp ef a/., 1986) y 

varios aspectos relacionados con las semillas; particularmente ta produccién de 

semilias (Augspurger, 1980; Schmitt, 1983; Zimmerman, 1984; Galen y Stanton, 

1991), el tamafio (Roach, 1986; Wulff, 1986), ia dispersién (Lacey y Pace, 1983) y 

el riesgo de depredacién (Augspurger, 1981, Collinge y Louda, 1989). Por otra 

parte, los factores abidticos pueden limitar el periodo de floracién al afectar la 

capacidad de producir flores o la actividad de {os vectores de polen (Rathcke y 

Lacey, 1985; van Schaik ef a/., 1993). 

Existe un importante numero de trabajos de fenologia floral que se han 

llevado a cabo principaimente a nivel de la comunidad y han mostrado que este 

fenédmeno es muy variabie, aunque responde generaimente a la estacionalidad 

climatica de las selvas tropicales. En particular para las seilvas calido humedas el 

pico de floracién ocurre durante la época de secas, no obstante, todo el afio se 

presentan especies en floraci6én (Frankie ef al, 1974; Opler et af, 1980; 

Lieberman, 1982; Baker et a/., 1983; Carabias-Lillo y Guevara, 1985; Gentry y 

Emmons, 1987; Putz y Windsor, 1987; Heideman, 1989; Corlett, 1990; Ibarra- 

Manriquez et a/., 1991; Opler et a/., 1991; Ibarra-Manriquez, 1992). En términos 

generales, se ha sugerido que existen dos patrones principales de floracién: 1) fa 

floracién en masa y de corta duracién, que es comun entre arboles que florecen 

durante la época de secas y II) una floracién prolongada, en donde los individuos 

producen pocas flores por dia, durante largos periodos de tiempo y la cual se ha 

observado en algunas especies de] sotobosque (Gentry, 1974; Augspurger, 

1980). 
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La diferente estacionalidad reproductiva de las especies de selva no se 

restringe a nivel comunitario sino que puede observarse incluso dentro de 

unidades taxondémicas, particularmente a nivel de familia (Gentry, 1974; Bullock, 

1981; de Steven et a/, 1987; Ibarra-Manriquez, 1992). Sin embargo, existe 

escasa informacién acerca de los patrones fenolégicos intrapoblacionales de las 

especies de las selvas calido himedas (p.ej, Augspurger, 1980, 1981; Henderson, 

1984; Ippolito y Armstrong, 1993; Bernal y Ervik, 1996), y se conoce aun menos 

acerca de la importancia de la variacién fenotégica sobre la produccién de frutos y 

semillas. 

Por lo general, en las especies vegetales solo una proporcién de sus flores 

producidas se desarrollan hasta frutos maduros (Winsor ef a/., 1987). El 

rendimiento de frutos es una medida relativa del éxito reproductivo femenino y se 

determina cuantificando el nimero de frutos maduros entre el numero de flores 

femeninas (Sutherland, 1986). Se ha sugerido que el rendimiento de frutos puede 

estar limitado por la disponibilidad de poten (especialmente en plantas con 

entrecruzamiento obligado) y/o por recursos o capacidad fisiolégica (Platt ef a/., 

1974 ; Silander, 1978; Allison, 1990; Honig ef a/., 1992; Kunin, 1992; 1993; Mack, 

1997). 

Los escasos estudios del efecto de la distancia a la fuente de polen sobre 

la praduccién de semillas en especies dicicas de selva han encontrado que, 

conferme aumenta !a distancia entre individuos masculinos y femeninos, la 

posibilidad de apareamiento es menor (House, 1992; Mack, 1997). Por otro iado. 

se ha propuesto que entre mas grande es una planta, mayor es su capacidad para 

adquirir recursos y a su vez de producir semillas (Schmitt, 1983; Venable, 1992). 

Sutherland (1986a, b) examiné los patrones de rendimiento de frutos para 

447 especies y encontré que éste es menor en las plantas auto-incompatibles 

(0.33) que en las auto-compatibles (0.69) y que estas diferencias varian con et 

sistema de apareamiento. El rendimiento de frutos ” evaluado para algunas 

especies tropicales se presenta en el cuadro 1, con el valor minimo detectado en 

Bernoullia flammea (0.00001) y el maximo en Ochroma lagopus (0.92). 
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Cuadro 1 Rendimiento de frutos evaluado para diferentes especies vegetales, incluyendo 1a 
familia a la que pertenece y su forma de crecimiento (FC): hierba, H; arbusto, AR; Arbol, A 

  

  

y palma, P. 

Especie Familia Fe frutos/flores Cita 
Bemoullia flammea Bombacaceae A 0.00001-0.00023 7 
Enterotobium cyclocarpum Leguminosae A 0.001 3 

Spondias mombin Anacardiaceae A 0.01 3 

Tabebuia rosea Bignonaceae A 0.01 3 
Hirtella racemosa Chrysobalanaceae A 0.01 3 

Caesalpinia eriostachys Leguminosae A 0.01 3 
Lonchocarpus costaricencis Leguminosae A 0.01 3 
Guazuma tomentosa Ulmaceae A 0.01 3 
Tabebuia neochrysanta Bignonaceae A 0.02 3 

Hymenaea courbaril Leguminosae A 0.02 3 
Tabebuia paimeri Bignonaceae A 0.04 3 
Pterocarpus rohnii Leguminosae A 0.07 3 
Comus sanguinea Comaceae AR 0.078-0.216 8 

Pithecelobium saman Leguminosae A 0.09 3 

Cochlospermun vitifolium Cochlospermaceae A O41 3 
Chamaedorea altemans Arecaceae P 0.12 16 
Cordia aliodora Boraginaceae A 0.15 12 

Malpigia glabra Maipighiaceae AR 0.15 3 
Cordia elaeagnoides Boraginaceae A 0.15-0.2 13° 
Acrocomia aculeata Arecaceae P 0.13-0.16 14 
Calyptrogyne ghiesbreghtiana Arecaceae P 0.17-0.22 7 
Bauhinia ungulata Leguminosae A 020 10* 
Cordia colloccoca Boraginaceae A 0.21 12 
Cordia panamensis Boraginaceae A 0.21 12 
Cordia dentata Boraginaceae A 0.23 12 

Bauhinia unquata Leguminosae A 0.23 3 

Byrsonima crassifolia Malpighiaceae A 0.25 3 
Nectandra ambigens Lauraceae A 0.25-0.35 4° 
Cordia inermis Boraginaceae A 0.27 12 

Bauhinia pauletia Leguminosae A 0.28 9° 
Ranunculus adoneus Ranunculaceae H 0.306 6 
Cordia prongleii Boraginaceae A 0.32 12 
Siparuna spp. Monimiaceae A 0.36-0.87 5 

Curatella americana Diltenaceae A 0.42 3 
Homstedtia scottiana Zingiberaceae H 0.427 sal 
Byrsonima crassifolia Malpighiaceae A 0.47 - 0.58 2° 
Curafelia americana Dillenaceae A 0.56-0.74 2 
Astrocaryum mexicanum Arecaceae P 0.60 13* 

Ardisia revoluta Myrsinaceae A 0.66 3 
Ochroma pyramidale (lagopus) A 0.75-0.92 7 
Mabea fistulifera Euphorbiaceae A 0.782 15 

Orbignya phalerata Arecaceae P 0.784 1 
Ochroma pyramidale A 0.97 3 
  

citas: ‘Anderson y Overal, 1988; “Ataroff, 1975*; “Bawa, 1974; “Cérdova, 1985; "Feil, 1992. "Galen 
y, Stanton, 1991; "Garcia Gutiérrez, 1976*; °Guitian ef al, 1996; “Heithaus, ef al., 1974*; 
°Heithaus, ef af. 1982*; ''Ippotito y Armstrong, 1993; “Opler, Baker y Frankie, 1975; 
Sarukh4n, 1980°: “Scariot y Lteras, 1995; “Vieira y Carvalho-Okano, 1996; “Oyama, 
1887, "Cunningham, 1998. 

* Rendimiento de frutos citado en Cordova, 1985 
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En particular para Chamaedorea ailternans se ha reportado un rendimiento 

de frutos de aproximadamente 12% (Oyama, 1987). Este rendimiento de frutos es 

menor que el promedio para especies auto-incompatibles (Sutherland, 1986a) y 

menor con relacién a e! de otras especies tropicales (Cuadro 1), lo que 

probablemente se debe a ciertas restricciones morfoldgicas entre el tamafio de las 

raquilas de la inflorescencia y el tamajio de los frutos (Oyama, 1997). 

Las palmas del género Chamaedorea presentan caracteristicas asociadas 

con ia anemofilia, como son flores pequefias, numerosas, unisexuales, con 

perianto pequefio o ausente y de colores amarillo verdosos, con las anteras y 

estigmas expuestos y los estambres con granos de polen pequefics y 

abundantes. Con base en estas caracteristicas, Bawa y Crisp (1980) han sugerido 

{a posibilidad de que las palmas de este género puedan ser polinizadas por 

viento, Hodel (1992) considera que la anemofilia es poco probable y que muchas 

de estas caracteristicas florales son posibles adaptaciones que confieren un 

medio para evitar la depredacién por insectos. Una posicién intermedia es 

adoptada por Oyama (1997). quien sugiere que algunas especies son polinizadas 

por viento, mientras que otras como Ch. elatior requieren probablemente de un 

insecto o de algun otro vector para el transporte de polen, basicamente porque 

presentan polen pegajoso. 

El presente trabajo sobre la biclogia reproductiva en Ch. alternans es un 

primer avance en la generacién de informacién basica para determinar los 

patrones de apareamiento dentro de la poblacién mediante un andlisis de 
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patemidad. Primeramente, se determin6é et mecanismo de polinizacién en Ch 

alternans mediante observaciones y experimentos en el campo. Por otro lado. se 

determiné el efecto de la fenologia floral (duracién y ef tiempo de floracién), de 

algunas caracteristicas de la paima (la altura, el numero de inflorescencias por 

palma y el numero de flores por inflorescencia y por palma) y de la disponibilidad 

espacial y temporal del polen sobre ta fecundidad femenina, medida esta ultima a 

través del rendimiento de frutos. 

Objetivos. 

1. Determinar el mecanismo de polinizacién de Ch. alternans en su habitat 

natural. 

2. Describir ia variacidén de la fenologia floral de los individuos de una 

poblacién de Ch. alternans en la selva de Los Tuxtias. 

3. Estimar la variaci6n inter-individual en la produccién de frutos y 

determinar su relacién con respecto a la fenologia floral, el namero y tamafio de 

las inflorescencias, el tamafo de la planta y ja disponibilidad de flores 

estaminadas en individuos masculinos a diferentes distancias. 

5a.



Sitto de estudio 

Este trabajo se realizo en ja Estacién de Biologia Tropical Los Tuxtlas, en 

un sitio permanente de 600m? (Fig. 1) en el cual se tienen individuos de Ch 

alternans marcados desde hace 10 afios (Oyama, 1987). 
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Figura 1. Ubicacién de los individuos de Ch. aifemans en un sitio de 600 m2 en ia selva de Los 

Tuxtlas, Veracruz. Los individuos que se reprodujeron durante ef periodo de 1995-1996 se 
simbolizan segun su sexo, el resto de los individuos se representan con cuadros. 

En la figura 1 se ubica a los individuos de fa poblacién. Esta reserva 

biolégica tiene una extensién de 640 ha, se localiza al SE de Veracruz (95°04’- 

09'W y 18°34'-36'N), a una altitud de 150-450 m snm. La regién de Los Tuxtlas 

presenta un relieve principalmente volcanico de composicion basaltica, algunos 
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de los sedimentos son arcillas tob4ceas y areniscas marinas (Martin del Pozzo, 

1997) El clima es calido humedo. del tipo Af(m)w’(i')g de acuerdo con la 

clasificacién de Garcia (1981). La precipitacion promedio anual es de 4725 mm y 

la temperatura media anual de 24°C, con una oscilacién media mensual de 

aproximadamente 7°C (Soto y Gama, 1997). 

En funcién de la precipitacién y {a temperatura el afio puede dividirse en 

tres periodos: i) la época de secas que se presenta de marzo a mayo, con una 

precipitacién promedio de 331 mm y en donde se registran las temperaturas mas 

altas (maxima de 35.3°C), is) la época de fluvias que abarca de junio a octubre, 

con una precipitacion media de 3,184 mm y temperaturas de 15.2°C a 33.5°C y iii) 

la @poca de nortes que inicia en noviembre y termina en febrero; en esta 

temporada es cuando se presentan los vientos humedos mas intensos dei ario, 

provenientes det norte, que contribuyen a los valores de precipitacién media de 

1,169 mm durante la época invernal y con las temperaturas mas bajas del afio 

(valor minimo de 13.2°C). Los climogramas y graéficas ortogonales de viento de las 

estaciones meteorolégicas mas cercanas a la estacién (Coyame, Catemaco y San 

Andrés Tuxtla) se presentan en Soto y Gama (1997). 

Siguiendo la clasificaci6n de Miranda y Hernandez-X. (1963) el tipo de 

vegetacién presente en !a Estacién corresponde a la selva alta perennifolia o bien 

a el bosque tropical perennifolio segun la clasificaci6n de Rzedowski (1968). La 

selva presenta un dosel de 30 a 35 m de altura, ocasionalmente algunos arboles 

llegan hasta los 40 m. Descripciones detalladas sobre ia vegetacion (estructura y 
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dinamica) y ta flora se presentan en Bongers et af. (1988), Ibarra-Manriquez y 

Sinaca (1995; 1996a,b) e ibarra-Manriquez et a/. (1997). 

A pesar de que sdlo existen once especies de palmas, se irata de la forma 

de crecimiento mas abundante en esta selva (Ibarra-Manriquez, 1988); el censo 

de una hectarea indica que alrededor del 45% de las plantas en esta area 

pertenecen a esta familia, con algunas especies con densidades de mas de un 

‘iia Ue uividuUs, CUOMO @S el Caso de Cn. aifernans (antes desccita como Ch. 

tepejilote) y Astrocaryum mexicanum (Bongers et al., 1988). Una descripcion de Ia 

historia natural de Ch. alternans se presenta en la introduccién general. 

Métodos. 

Polinizaci6n. 

Para determinar el mecanismo de polinizacién en Ch. aiternans se lievaron 

a cabo tres tratamientos, cada uno de estos realizados en una inflorescencia 

distinta del mismo individuo, la asignaci6n de cada inflorescencia a un tratamiento 

fue a! azar. Sdlo fue posible encontrar 19 paimas femeninas que presentaran tres 

inflorescencias en periodos similares de maduracién y antes de la antesis. El 

primer tratamiento excluy6 a los insectos de las inflorescencias por medio de una 

bolsa de nylon de aproximadamente 0.1mm de ancho en !a abertura de la tela, 

que permite el paso de polen acarreado por viento pero que crea una barrera 

fisica para los insectos. El segundo tratamiento se realizé con el fin de determinar 

si ocurre apomixis, evitando el acceso de insectos y poten a las inflorescencias 

por medio de una bolsa especialmente disefada para este efecto (Pollen-Tector 
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No. 1140/OT). El tercer tratamiento fue ef control, en ef que no se ttevé a cabo 

ninguna manipulacién experimental. Durante e! periodo de fructificaci6n se 

cuantificé el numero de frutos producidos por cada inflorescencia. Para 

determinar si existian diferencias significativas en la produccién de frutos de cada 

tratamiento se llevé a cabo una prueba de ¢ pareada, debido a que en el 

tratamiento de exclusién de polen no hubo produccién de frutos, Paralelamente, 

se llevaron a cabo observaciones diurnas de los insectos visitantes, cada seis 

dias a !o largo de todo e! periodo de floracién de todos los individuos 

reproductivos dentro del sitio de estudio. 

Fenologia reproductiva. 

La fenologia floral incluye ef seguimiento o cuantificacién desde la 

iniciacién del buibo o yema floral, et periodo de antesis y la persistencia floral 

(Rathcke y Lacey, 1985). Este estudio se referird a la floracién limitada al periodo 

de antesis durante e! cual se lleva a cabo /a polinizacion. Se observa ta fenologia 

de 440 inflorescencias producidas por un total de 62 plantas reproductivas de Ch. 

alternans cada seis dias durante el periodo reproductivo de la espec.e (octubre de 

1995 a enero de 1996). Se registré la altura de cada una de las 62 plantas 

reproductivas. Para evitar confusién en e! seguimiento de las inflorescencias en la 

misma palma, cada una de éstas se marcaron con etiquetas Para determinar ia 

duracién de las inflorescencias individuales se llevaron a cabo observaciones 

diarias durante 2 periodos de 15 dias (del 31 de octubre al 14 de noviembre y del 

20 de noviembre al 5 de diciembre). En cada observacién se registré el numero 

de inflorescencias considerando Unicamente a las que se encontraban en antesis 
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Debido a la disposicién y alta densidad de ias flores en las inflorescencias, 

su conteo es un proceso necesariamente destructivo. Por lo anterior, se realizd 

una estimacién del numero de flores de {as inflorescencias de los individuos 

localizados dentro del sitio, mediante un andlisis de regresion entre la jongitud del 

raquis y el numero de flores en un muestreo de inflorescencias de individuos 

masculinos (n=38) y femeninos (n=72) creciendo fuera del sitio de estudio. De 

     Anta mannee mare nade iE cota mancra, para cada inflorcsccn   
Wal SG TSyisud ta tung ue 

cada raquis y se estimd ei numero de flores. Para determinar si existen 

diferencias entre sexos en la produccién de flores por inflorescencia y por 

individuo, de inflorescencias y en la duracién de la inflorescencia en antesis y se 

llev6 a cabo una prueba no paramétrica de Mann-Whitney. 

Durante el periodo de fructificacién de 1996 se cuantificd el numero de 

frutos por infrutescencia de ios 25 individuos femeninos reproductivos. Para cada 

infrutescencia se obtuvo el rendimiento de frutos. Para determinar la relacién 

entre el tamajio de la palma (medido como Ia longitud del tallo) con la produccién 

de estructuras reproductivas (Inflorescencias, flores, infrutescencias y rendimiento 

de frutos) y la produccién de inflorescencias y flores sobre el rendimiento de 

frutos. se llevaron a cabo modelos lineales paramétricos. E! ajuste a estos 

modelos se llevo a cabo con regresién por minimos cuadrados. 

Finalmente, con el propésito de evaluar si la distancia a la fuente de polen 

afecta el rendimiento de frutos, se relacioné el numero de flores e@ inflorescencias 

estaminadas coincidentes en floracién con cada palma femenina y el rendimiento



de frutos para distintos radios de distancia. Estas relaciones se determinaron 

mediante modelos lineales paramétricos, ajustados por minimos cuadrados 

Resultados 

Polinizacién 

Ninguna de las inflorescencias excluidas de las fuentes de polen produjo 

frutos, lo cual indica que en Ch. alternans el fendémeno de apomixis no se 

presenta. La exclusién de los insectos visitantes a las inflorescencias no inhibio la 

produccién de frutos. La produccién de frutos para el control fue de 70 (+7.1) y 

para el tratamiento en e! que se excluyeron a los insectos fue de 70.59 (16.08), de 

Manera que no se presentan diferencias significativas entre estos tratamientos 

(P<0.05). 

En Jas inflorescencias pistiladas no se observé ningun insecto visitante a lo 

largo del periodo de floracién. Los insectos visitantes presentes en las 

inflorescencias estaminadas fueron thysandpteros y escarabajos aun no 

identificados. 

Fenologia reproductiva 

En Ch. alternans el periodo de floracién de la poblacién fue de mediados 

de octubre de 1995 a mediados de enero de 1996. La frecuencia de los individuos 

con flores a través de este periodo mostré una distribucién unimodal (Fig. 1) E! 

pico de la floracién se presenté durante ia segunda quincena de noviembre. La 

probabilidad reproductiva de la poblacién fue de 0.37 durante este periodo. es 

decir que de fos 166 individuos de ja poblacién sdlo 62 se reprodujeron (37 
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masculinos y 25 femeninos). Con excepcién de dos registros (dic.24 y ene 5), ja 

frecuencia de individuos masculinos reproductivos observada fue siempre mayor 

que e! de femeninos, dandose inclusive una situacién extrema en dos registros 

donde no se presentaron plantas femeninas reproductivas (Fig. 1). En tos cuadros 

2 y 3 se observa la variacién inter-individual en ia produccién de inflorescencias y 

los periodos de floracién de la poblacién estudiada. Ambos atributos varian 

ampliamente. La amplitud de la floracién por individuo varié entre 2 y 39 dias. El 

numero de inflorescencias producidas también fue muy variable: los individuos 

femeninos produjeron entre 1 y 12 inflorescencias y los masculinos entre 1 y 23. 

En ambos sexos sdélo algunos individuos son los que contribuyen de manera 

significativa a la produccién de inflorescencias totales de la poblacién. De igual 

forma, sélo cinco individuos contribuyen con mas del 70% de los frutos 

producidos durante este periodo reproductivo. 
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Figura 1. Numero de individuos reproductivos en una poblacién de Ch. alfernans a to fargo del 
periodo de floracién de octubre de 1995 a enero de 1996 en Los Tuxtlas, Veracruz.    



Cuadro 2. Numero de inflorescencias de los individuos femeninos de C. altemans presentes en cada fecha de registro. Numero 

total de inflorescencias, duraci6n total de /a floracién, infrutescencias y frutos producidas por cada individuo en la selva de 

Los Tuxtias. La secuencia de los individuos obedece al tiempo en el que comenzaron a producir inflorescencias. 

Octubre Noviembre Diciembre Enero Dias en 

  

19 3 6 12. 18 24 0 6 12.16 24 3% S 11 17 Inflorescencias floracin Infrutescencias  Frutos 

F29 1 2 2 > 3 4 2 2 4 2 7 1 33 1 O17 
F1$ + 3 6 4 3 10 20 10 360 
Ft 1 9 2 4 4 2 2B 1 32 

F24 6 8 2 2 3 1 3 1 12 46 10 307 
F24 4 85 1 3 1 9 B 4 60 
F12 2 5 § 3 6 3 10 3 7 268 
Ftp 2 4 2 2 1 12°41 7 35 1 6 
F16 1 3 4 4 3 4°45 7 3 7 68 

F22 1 3 4 4 1 5 24 t t 
Fit 1 2 2 1 2 2 2 100 
F225 1 92 4 4 «45 4 19 1 3 
F4 1-4 1 rr er 3 31 2 a 

Fa 1 4 1 ' 13 1 46 
F7 1 4 1 2 18 2 45 
F13 7 3 4 4 44 9 B 9 324 
FI9 3 3 3 t 3 1 1 7 26 7 248 

Fa 1 1 91 2°39 45 3 2 3 
Fa 1 1 41 1 10 1 7 
Ft4 +1 1 6 4 19 
F23 1 4°4 1 " 0 0 

FQ 14 1 9 + 4 
Fi0 241 2 7 2 12 
FS 101 14 2 16 2 2 
FI7 14 1 3 ° 0 

F3 | 1 4 4 6 
  

£1 indiiduo mund antes de ta época de fructificacién 

 



Cuadro 3. Numero de inflorescencias de los individuos de Ch, aiferans presentes en cada fecha 
de registro, asi como et total de inflorescencias producidas y la duracién total de la 
floracién para cada individuo masculino en la selva de “Los Tuxtlas”. La secuencia de los 

individuos obedece al tiempo en el que comenzaron a producir inflorescencias. 
  

  

‘Octubre Noviembre Diciembre Enero Floracién 
9 BN 6 12 1 2% 6 12 18 24 3S 11 17 inforescencias en dias 

wz 64 29 12°39 4 4° 2 B 
M373 1 4 4 2 1 4° 3 " 16 
Mig 22 3 5 31 3 24 4 41 2 2 a 
Mia 204 1 3 14 1 9 18 
MIZ 01 1 #4 2 2 1 7 16 
M7 14 1 4 14 8 15 
M3200 4 23 2 +1 10 14 
M2304 201 2 4 4 2°15 9 14 
M30 3°93 2 2 2 ni 11 
tena a se es 
M28 13 1 14 2 42 1 3 4 + 2 2 2B 30 
M18 1 3 1 21 2 416201 14 20 
M20 1 22 4 3 1 13 18 
Mi6 1 22 3 2 2 8 13 
M24 12 2 1 5 " 
M25 30414 2 31 9 14 
“5 +177 4 4 4 15 18 
M22 1301 1 4 4 2 9 19 
M14 12201 1 5 16 

M8 1 2°44 1 14 6 18 
M4 1 124 2 1 8 13 
M36 2 2 2 
Nat 1 4 1 4 2 2 4 9 7 
M3 14 1 2 
M2 1 2 1 2 6 " 
Mi 1 2 2 2 1 1 2 10 17 
M27 51 4 6 6 1124 3 2 28 
M26 491 2 1 4 " 
M10 744 21 1 1 8 7 
M12 1 4 1 3 8 

M6 1 1 2 
M35 21 2 5 8 
w2i 1 4 3092 2 14 4 10 2 
MI7 1 1 2 
M33 1 4 4 1 6 10 
wg ‘ 1 4 
MI5 4 4 3 
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En consecuencia con lo anterior, en la poblaciédn el numero de 

inflorescencias estaminadas fue mayor que el de pistiladas durante casi todo el 

periodo (Fig. 2). Durante el pico de a fioracién se invirtieron ligeramente estas 

diferencias, !o cual puede atribuirse a la duracién de cada estado sexual (Cuadro 

4). Esto se refuerza al observar ta produccién de inflorescencias nuevas ya que la 

produccion de inflorescencias estaminadas es siempre mayor que el de pistiladas 

(Fig 3). 

Cuadro 4. Resultados de la prueba de Mann-Whitney para las diferencias en la produccién de 

inflorescencias y flores (numero de individuos entre paréntesis); asi como los dias de 
duracién de la inflorescencia con flores en antesis entre plantas masculinas y femeninas, 
en una poblacién de Ch. altemans en tos Tuxtias. 
  

  

  

  

  

Caracteristica Machos Hembras Zz P 
Media + ee. 

inflorescencias (62) 88425 4.642 2.76 . 
Flores/inflorescencia (62) 790.8219.9 181£10.7 5.11 . 
Flores/individuo (62) 8817.7233 858.37422 4.45 * 
Duracién (244 inflorescencias) 2.8409 8.341.8 “11.14 * 

*P<0.05 
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Figura 2 Numero de inflorescencias en antesis de una poblacién de Ch. altemans a !o largo det 

periodo de floracién de octubre de 1995 a enero de 1996 en Los Tuxtlas, Veracruz '   
 



  

  

MW Pistiadas 

UO €staminadas 

Nu
me
ro
 

de
 i

nf
lo
re
sc
en
ci
as
 
pr
od
uc
id
as
 

8 E 

4 
8 bon I [ 

o yall LM ML dd 
7RaPRLsapgeore “2rraR 
BPePPEEE Se ees Eg as: 

Figura 3. Numero de inflorescencias nuevas de Ch. alternans producidas a (o iargo del periodo de 
floracion de octubre de 1995 a enero de 1996. 
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En las figuras 4 y 5 se muestran los modelos lineales y el coeficiente de 

correlacién para la longitud de la raquila y el numero de flores producidas por 

inflorescencias pistiladas y estaminadas, respectivamente. Estos modelos fueron 

utilizados para la estimacién det numero de flores. 
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Figura 4. Relacién entre la tongitud de la raquila y el numero de flores por inflorescencia en 
individuos femeninos de Ch. aitemans.     
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Figura 5. Relacién entre ta longitud de las raquilas de las inflorescencias con e! numero de flores 

producidas pata individuos masculinos de Ch. aftemans. 
  

Las palmas masculinas fueron mas abundantes que las palmas femeninas 

en una proporcién de 37:25. Esta proporcién no fue significativamente distinta de 

la proporcién esperada 1:1 (@?=2.32, 1g). Por otro lado, ta produccién de 

inflorescencias, flores por inflorescencia y flores totales fue significativamente 

mayor en los machos que en las hembras (Cuadro 4). 

No se produjeron frutos en 27% de las inflorescencias producidas por los 

individuos femeninos. E! numero total de frutos de la poblacién fue de 2,716 de un 

total estimado de 21,374 flores. El numero promedio de frutos por infrutescencia 

fue de 33 (+5.0 e.e., n=83). El rendimiento de frutos por infrutescencias fue de 

0.13 (40.27 e.e., n=83). En el cuadro 5 se observa que las plantas con mayor 

longitud de talto produjeron mas inflorescencias. Sin embargo, la ventaja de 

producir mds inflorescencias e infrutescencias en las plantas de mayor altura no 

se refleja directamente en e! rendimiento de frutos. No obstante, existe una 

relacién significativa entre la produccién de inflorescencias y flores con el 

rendimiento de frutos. 
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Cuadro 5. Valores del coeficiente de correlacion (7) para ta relacién de la longitud del tallo (LT) 

con ia produccién de estructuras reproductivas y para la produccién de flores, 
inflorescencias y ta duracién tota! de la floracién (dias) con el rendimiento de frutos de C. 

aiternans en ja selva de Los Tuxtlas, Veracruz. 
  

  

  

_Regresién lineal c n P 
LT vs. inflorescencias mascutinas 0.141 35 * 
LT vs. inflorescencias femeninas 0.262 25 . 
LT vs. Infrutescencias 0.212 23 . 
LT vs. Rendimiento de frutos 0.072 22 ns. 
Inflorescencias vs. rendimiento de frutos 0.298 22 . 
Flores vs. Rendimiento de frutos 0.239 22 * 
Duraci6n vs. rendimiento de frutos 0.004 22 ns, 

© P<0.05 

La disponibilidad espacial de polen a radios de distancia de 5 a7 m afecté 
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inflorescencias estaminadas por debajo o mas alla de estos radios de distancia no 

tuvieron efectos significativos. Este efecto fue mas marcado evaiuando del 

numero de flores que el de inflorescencias (Fig. 6). En la figura 7 se muestra el 

incremento en el rendimiento de frutos conforme aumenta e} numero de flores 

estaminadas en un radio de vecindad de 5m. 
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Figura 6. Coeficientes de correlacién entre ef rendimiento de frutos y el numero de flores e 
inflorescencias disponibles a diferentes distancias para una pobiacién de Ch. aitemans en 

Los Tuxtias, Veracruz. Los valores de con el simbolo vacio son significativos (P<0.05).     
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Figura 7. Relacién entre el nimero de flores estaminadas en un radio de vecindad de 5m y el 
rendimiento de frutos de Ch. aitemans en ta selva de Los Tuxtlas. 
  

Por otro iado, también se observa un efecto de fa disponibilidad temporal 

de polen sobre e! rendimiento de frutos (Fig. 8). Si no se consideran los registros 

de principios y finales del periodo de floracién, en los que Unicamente se produjo 

una infrutescencia (octubre 19; diciembre 24, 3 y enero 11), las inflorescencias 

producidas durante el pico de floracién de la poblacién presentaron mayores 

niveles en ei rendimiento de frutos. 
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Discusion 

Polinizacién 

Las caracteristicas florales, la alta densidad poblacionai y los resultados 

del experimento de polinizacién, ademas de las observaciones de campo son 

evidencias que apoyan !a anemofilia de Ch. alternans esta paima, lo que confirma 

lo supuesio por Bawa y Crisp (1980) para el género Chamaedorea y en particular 

para esta especie, por Oyama (1987). Aun cuando uno de los experimentos fue 

una varrera tistca que impide ef acceso de los animales a Jas inflorescencias 

estaminadas, no se encontraron diferencias significativas en el numero de frutos 

producidos por estas inflorescencias y el control, de manera que es mas probable 

que los animales observados desempefien una funcién como depredadores de 

polen que como polinizadores, lo cual coincide con los resultados de trabajos 

desarrollados previamente para otras especies anemofilas (Bullock. 1994). Si bien 

se observaron algunos insectos thysandpteros y escarabajos durante este periodo 

de floracién y trigonas en periodos anteriores (L. Eguiarte, com.pers.) como 

visitantes de la especie, éstos animales sélo se registraron en las inflorescencias 

estaminadas. Durante el periodo de floracién no se observaron insectos visitantes 

en las inflorescencias pistiladas, incluyendo observaciones durante periodos 

nocturnos (G. {barra, com. pers.). 

Fenologia reproductiva 

La fenologia floral de Ch. alternans observada a nivel poblacional durante 

el periodo de 1995-1996 concuerda con las datos fenolégicos obtenidos en 

trabajos anteriores (Carabias-Lillo. 1985; Oyama. 1987). Siguiendo la clasificacion 

de fenologia vegeta! sugerida por Newstrom y Frankie (1994), la floracién de esta 

poblacién es claramente anual y manifiesta un patron regular. Se requiere de 

observaciones por un mayor numero de afios para determinar si este patrén se 

cumple a nivel individuai. Su floracién se inicia a finales del periodo de mayor 

precipitacién durante la época de nortes, cuando los vientos son mas intensos. 
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Durante esta época, las condiciones ambientales de precipitaciéa y humedad 

relativa puede estar limitando el transporte de polen por el viento. Otro factor que 

puede estar afectando la anemofilia en Ch. alternans es la estructura de la 

vegetacién, la cual crea barreras fisicas que impiden fuertes corrientes de viento 

dentro el sotobosque. 

Sélo cinco individuos femeninos y ocho masculinos (20%) contribuyen con 

el 45% de las inflorescencias producidas por la poblacién. Estos cinco individuos 

femeninos contripuyen con cerca del 75% de la produccidn de frutos, lo que 

implica que una fraccién muy pequefia de la poblacién contribuye en gran medida 

a la cohorte de semillas producidas durante el aio de estudio. Se requiere de mas 

afios de estudio para entender si tal dominancia se manifiesta en la estructura 

genética de la poblaci6n de manera persistente. 

Rendimiento de frutos 

Las plantas por lo general producen un mayor numero de flores que las que 

se pueden desarroliar hasta frutos. En Ch. alternans algunas inflorescencia no se 

desarrollaron a infrutescencias, como ha sido reportado para Acromia aculeata, 

otra especie de palma (Scariot y Lieras, 1995). Se presentaron tres diferentes 

circunstancias que disminuyeron la produccién de infrutescencias en esta 

poblacién de Ch. aifernans: i) la palma reproductiva de menor longitud y una de 

las mas altas produjeron una sola inflorescencia cada una, las cuales no Ilegaron 

a desarrollarse hasta infrutescencias, ii) en siete palmas con mas de una 

inflorescencia sdlo se desarroflaron a infrutescencias el 50% en promedio (14- 

83%), y iii) un individuo femenino con cinco inflorescencias murid entre el periodo 

de floracién y el de fructificacién. 

El rendimiento de frutos observado en Ch. alternans fue de 0.13. Este 

rendimiento fue similar al encontrado en periodos reproductivos anteriores 

(Oyama, 1987) y es menor que el reportado para otras especies de palmas 

(Cuadro 1). Este réendimiento es muy similar al reportado para Acromia aculeata 

otra especie aneméfila y menor al encontrado en las otras especies de palmas las 
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cuales son polinizadas por animales. Calyptrogyne ghiesbreghtiana es polinizada 

por murciélagos y Astrocarium mexicanum y Orbignya phalerata por insectos. Esta 

comparacién confirma que {a polinizacién por viento puede ser considerada 

menos eficiente. 

La variacién en el rendimiento de frutos observado en la poblacién no 

tesponde a la altura de la paima. Las palmas de mayor tamafio, capaces 

potencialmente de captar una mayor cantidad de recursos, no presentaron una 

mayor produccién de frutos. Lo anterior nos permite sugerir que el rendimiento de 

frutos no esta limitado por recursos (por eiemolo: nutrientas, tu7) Fr nlantes 

dicicas con entrecruzamiento obligado ta limitaciébn de polen ha sido citada como 

un factor que afecta el rendimiento de semillas y frutos, particularmente en 

plantas polinizadas por viento o por animales poco especializados (Bierzychudek, 

1981; Hainsworth et a/, 1985; Ayre y Whelan, 1989; Fox, 1992; Weis y 

Hermanutz, 1993; Cunningham, 1996). Para Ch. alternans dos hechos sefalan 

que el éxito reproductive femenino puede estar limitado por el poten: i) el 

incremento significativo en e! rendimiento de frutos en funcién del numero de 

flores estaminadas disponibles a una distancia de 5 a 7m y ii) el producir 

inflorescencias durante el pico de floraciédn, cuando la cantidad de polen 

disponible es mayor, se refleja en una ventaja en el rendimiento de frutos. Sin 

embargo, la evidencia de que una mayor disponibilidad temporal de poien 

incrementa el rendimiento de frutos no necesariamente refleja una limitacién por 

polen ya que su efecto se confunde con otras variaciones temporales en el 

ambiente. Se ha hecho notar que para probar si existe una limitacién de polen es 

necesario llevar a cabo experimentos de polinizacién con poten compatible y 

viable (Fox, 1992; Cunningham, 1996). 

En conclusién, los resultados de este trabajo dan evidencia que apoya la 

anemofilia en Ch. alfernans. Las observaciones fenoldgicas indican que la 

floracién de la poblacién de Ch. alternans en ja selva de “Los Tuxtlas’” es 

claramente anual y con un patrén reguiar, cuya duracién va de mediados de 

octubre a finales de enero. Existe una gran variacion en el rendimiento de frutos 
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entre los individuos de Ch. alfernans A manera de hipdtesis se puede proponer 

que tal variacion responde a ja disporubilidad de polen mas que a una limitacion 

en los recursos. 

Algunes aspectos importantes para estudiar en el futuro serian los 

siguientes: Cual es la distancia real de dispersi6n de polen ?. ¢qué relacién 

existe entre ésta y la distancia a la cual se encontré un efecto sobre el 

rendimiento de frutos ?, esta podria ser investigada mediante la tincién y 

seguimiento del polen y por otro lado podria investigarse el flujo efective de polen 

mediante el uso de marcadores moleculares y andlisis de paternidad, gpor qué la 

produccién de frutos esta dada sdlo por una pequefia fraccién de ia pobiacién?, 

en Ch alternans ios individuos con una mayor fecundidad femenina son tos 

mismos durante periodos reproductives consecutivos, ; qué tan frecuente es esto 

en otras especies ? 
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CAPITULO 3. 

VARIACION GENETICA DE Chamaedorea alfemans 

H. A. WENDL. Y SU RELACION CON ALGUNOS 
PARAMETROS DEMOGRAFICOS EN LA SELVA 

TROPICAL DE LOS TUXTLAS



  

Resumen 

Se describen la variacién y estructura genética a nivel de ADN de una poblacién 

de la palma Chamaedorea aiternans de |a selva de “Los Tuxtlas” revelada por medio de 

jos marcadores moleculares RAPDs. Se analiza la relacién entre la variacion genética y 

algunos parametros demograficos como categorias de edad, tamario, produccién de 

estructuras reproductivas y sexo. Se amplificaron un total de 53 fragmentos con 5 

oligonucleétidos. El polimorfismo fue de 0.75 en los individuos adultos y de 0.89 

cuando se incluyeron los datos de las plantulas. La probabilidad de encontrar 2 palmas 

adultas con e! mismo patrén de bandeo fue de 1.5 x 10" con los 5 oligonuclestidos 

utilizados. Los elevados niveles de diversidad genética (H=0.35, t=0.52) encontrados 

pueden ser mantenidos por el flujo génico causado por !a dispersién de las semillas y 

sugieren que C. alternans no ha sufrido efectos importantes por deriva génica o por 

endogamia. Los bajos niveles de diferenciaci6n genética entre subpoblaciones 

(Gu=0.018), categorias de edad (G,=0.028) y tamafio (Ge=0.013) confirman la 

existencia de un elevado flujo génico. La migracion estimada fue de 13.7 individuos por 

generacién entre subpoblaciones. El unico coeficiente de diferenciacién (Gx) 

significativamente distinto de cero fue e! estimado entre plantulas y adultos. El 26% de 

los loci presentaron diferencias significativas en las frecuencias alélicas para plantulas 

y adultos. Lo cual se puede ser un efecto de la dispersion de semillas y de la 

reproduccién diferencial de los individuos. 
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Introduccion 

La estructura genética de una poblacién determina el potencial evolutivo de una 

especie y es afectada tanto por factores demograficos como genéticos. Los factores 

demograficos incluyen todos los procesos que determinan fa historia de vida de una 

especie y los factores genéticos incluyen procesos como la mutacién, recombinacién 

deriva génica y seleccién (Nei, 1987; Hartl y Clark, 1989) 

La variacion genética de una poblacién esta formada por la suma de la variacién 

entre los individuos dentro de una poblacién y se mide con parametros como ef 

polimorfismo (P) y la diversidad genética o heterocigosidad promedio (H) Un locus se 

considera polimérfico si su alelo mas comun presenta una frecuencia mayor de 0.95 (Hart! 

y Clark, 1989). La diversidad genética, H es e! porcentaje de heterdcigos por locus 

esperados de {a poblacién, es decir, la proporci6n esperada de loci heterécigos en un 

individuo escogido al azar. Para medir {a distribucién de la variacién genética, la diversidad 

genética total de la poblacion (Ht) puede descomponerse en la diversidad genética dentro 

(Hs) y entre (Dst) subpoblaciones. La magnitud relativa de la diferenciacién genética entre 

subpobiaciones puede ser medida mediante ei coeficiente de variacion genética. 

Gst=Dst/Ht, que varia de 0 a 1 (Nei, 1987). 

Utilizando estos parametros se han determinado fos niveles de vaniacidn y la 

estructura genética en diferentes especies mediante la variacién en {a electroforesis de 

proteinas (Hams, 1966; Lewontin y Hubby, 1966). Revisiones recientes de un gran numero 

de este tipo de estudios han revelado que |) !a mayor parte de los estudios de genética de 

poblaciones se han llevado a cabo con especies de comunidades de climas templados, 

principalmente anuales, perennes de vida corta o coniferas: I!) son escasos los trabajos de 

este tipo con herbaceas de vida larga. especies de Arboles de! grupo de las angiospermas 

© de monocotiledéneas y lil) la variacion genética en las poblaciones vegetales no se 
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distribuye al azar y que los niveles y estructura de esta variacién son afectados por el 

sistema de apareamiento, flujo génico, dispersion y seleccién (Howe et a/.. 1985. Hamrick y 

Loveless, 1986; Hamrick, 1990; Hamrick et a/.. 1992: Loveless, 1992). 

Uno de los factores mas importantes que moldea la estructura genética de las 

poblaciones es el flujo génico; niveles elevados de flujo génico aumentan el tamafho 

efectivo de las poblaciones y reducen {a diferenciacién local por deriva génica o seleccion 

natural; en tanto que si el flujo génico es limitado se reduce el tamafio efectivo de las 

poblaciones y aumenta la diferenciacién entre subpoblaciones (Fleming y Heinthaus, 1981. 

Levin, 1988; Howe, 1989; 1990: Slatkin. 1993). El fluio aénico esta dado nor la disnersidn 

de polen y de semillas (Levin, 1981). 

Una baja dispersion de polen puede resultar en elevadas tasas de 

autofecundacién o fecundacién entre individuos cercanos. La mayoria de los arboles 

tropicales presentan altos niveles de fecundacién cruzada y el dicicismo es relativamente 

comun (Bawa y Opler, 1975; Bawa, 1980; Bullock, 1985). Ef estudio de la estructura 

genética pobiacional y de los sistemas de apareamiento de tos arboles tropicales ha 

mostrado que, con pocas excepciones (ver Murawski et a/., 1990; Murawski y Hamrick, 

1991; Murawski ef a/., 1994), fa tasa de entrecruzamiento estimada con datos de enzimas 

es mayor de 0.80 (e.g. O'Malley y Bawa, 1987: O'Malley et a/., 1988; Eguiarte ef a/., 1992: 

Boshier et a/, 1995). Fritsch y Rieseberg (1992) reportan elevados niveles de 

entrecruzamiento (0.65-0.92) en dos poblaciones de Datisca glomerata, una especie 

androdioica. Este es el Unico trabajo en el que se han utilizado estimado tasas de 

entrecruzamiento con datos de RAPDs. 

Mientras que en fa dispersién del polen se trata del movimiento de un genoma 

haploide, ia dispersién de semillas involucra el movimiento de genes de ambos 

progenitores. por ello !a contribicién det poten al flujo génico es la mitad que la de la 

73



dispersion de semillas (Crawford, 1984). Con base en la unidad de dispersion las semitlas 

debieran contribuir de una manera mas efectiva que el polen a la diferenciacion entre 

poblaciones. Sin embargo, et efecto de la distancia de! movimiento de semillas sobre la 

estructura genética. no es simplemente una funcién del nivel de dispersion. En contraste 

con el flujo de polen que migra entre poblaciones establecidas, el flujo de semillas puede 

resultar en migracién entre poblaciones establecidas o colonizacién de nuevos ambientes 

(Silvertown y Lovett Doust, 1993). 

Estas diferencias entre el flujo de polen de semillas y el de polen pueden explicar 

en parte por qué el mecanismo de polinizacion predice de manera mas adecuada [a 

distribucién de la variacién genética dentro y entre poblaciones que los sindromes de 

dispersion de semillas (Hamrick y Godt, 1989). Aunque cuando se consideran categorias 

mas generales para el tipo de dispersion, se encuentra una mayor relacién con la 

estructura genética. Las especies tropicales con dispersién bidtica presentan una 

diferenciacién genética significativamente menor entre subpoblaciones separadas por 

kilémetros que las especies con dispersién abiotica (Loveless, 1992). Hamrick et 

al.,(1993) estudiando tres especies tropicales con diferentes densidades poblacionales y 

mecanismos de dispersi6n de semillas, encontraron que las especies con semillas 

dispersadas por viento y con baja densidad poblacional presentan una mayor estructura 

genética en sus plantulas que las especies con semillas dispersadas por animales o con 

densidades mayores. 

El flujo génico via polen y semillas, asi como la distribucién espacial de los 

individuos dentro de una poblacin tienen importantes efectos sobre la estructura genética, 

McCauley (1994) al comparar dos métodos moleculares encontré que tanto la dispersién 

de semillas como de polen contribuyen significativamente al flujo génico en Silene alba En 

particular las comunidades de selva tropical presentan una gran diversidad de especies, 

de las cuales algunas presentan una gran abundancia y densidad mientras que otras son 

poco abundantes (Hubbell y Foster, 1983: Bongers ef a/, 1988). Los individuos 
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reproductivos de especies poco abundantes pueden estar muy separados entre si, to cual 

podria resultar en autofecundacién (Murawski et a/., 1990; Murawski y Hamrick, 1991} o 

bien, promover el flujo de polen a largas distancias (Boshier ef a/., 1995). En las especies 

con elevadas densidades poblacionales podria ser mayor la probabilidad de 

apareamientos entre individuos cercanos y posiblemente emparentados (Hamrick y 

Loveless, 1986; Bawa y Ashton, 1991; Loveless, 1992). 

Los datos de 97 estudios acerca de la genética de especies tropicales lefiosas 

mediante enzimas (Loveless, 1992) han mostrado que los niveles de diversidad genética 

aul! viuvaUUS Para IOS arDoles tropicales y que gran parte de esta diversidad se presenta a 

nivel intrapoblacional (Hamrick y Godt, 1989; Hamrick, 1990; Loveless, 1992). Esto se 

explica por las elevadas tasas de fecundacién cruzada en arboles tropicales debido a 

sistemas como el dicicismo, protandria, heterostilia e incompatibilidad genética (Bawa, 

1974; Bawa y Opler, 1975; Baker et a/., 1983; Bawa ef a/., 1985). 

Aiin cuando el conocimiento actual sobre la ecologia, genética y evolucién de las 

especies de selva es fragmentario, el uso de las técnicas de la electroforesis de enzimas y 

de los marcadores moleculares, asi como el estudio de la polinizacién, biologia 

reproductiva y sistemas de apareamiento incrementaran nuestro entendimiento sobre la 

biologia de estas especies (Bawa, 1990, Bawa y Krugman, 1991). 

Como se mencions anteriormente, la estructura genética de las poblaciones ha 

sido determinada comunmente mediante la variacién enzimatica, aun cuando el 

polimorfismo que revelan es limitado. Esta técnica se basa en las diferencias de carga 

eléctrica y peso molecular entre variantes de enzimas especificas, las cuales pueden ser 

diferenciadas por medio de una electroforesis (Schaal et a/., 1991). 
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Existen varias formas de detectar un mayor polimorfismo genético directamente de 

la molécula de ADN. Los marcadores moleculares basados en la reaccién en cadena de la 

polimerasa (PCR, “Polymerasa chain reaction’; Saiki ef a/, 1985; Scharf ef a/., 1986) 

incluyendo el polimorfismo en longitud de endonucleasas de restricci6n (RFLP-PCR, 

“Restriction fragment iength polymorphisms based on PCR"). microsatélites o repeticiones 

de secuencias simples (SSR, Simple Sequence Repeats, Morgante y Oliveri, 1993), 

minisatélites (DNA fingerprinting, Jeffreys et a/, 1985) y RAPDs ("Random Amplified 

Polymorphic DNAs’, Welsh y McClelland, 1990; Williams et a/, 1990; Caetano- 

Anoliés et a/., 1991) son una variedad de técnicas apropiadas para estudios de genética 

de poblaciones en plantas (Bachmann, 1994). En particular ios RAPDs, aun cuando se 

trata de marcadores dominantes, han sido mas utilizados a nivel infraespecifico debido a 

que es una técnica sencilla y el numero de oligonucledtidos disponibles es ilimitado, 

muestrean aleatoriamente el genoma y no requieren de un conacimiento previo de ia 

secuencia de ADN. Esta técnica se basa en la probabilidad estadistica de que se 

presenten sitios complementarios a un oligonuclestido diseftado aleatoriamente a lo 

largo dei genoma. Los polimorfismos (diferencias en ef nimero de bandas) entre los 

individuos generados por los RAPDs se deben a cambios en la secuencia de los 

nucleotidos en los sitios de acoplamiento y por insercién o delecion de los fragmentos 

en estos sitios (Williams et a/., 1990 ). 

Los resultados de los estudios que utilizan los RAPDs para describir la 

variacién y estructura genética de las poblaciones (e.g. Mosseler ef af, 1992; 

Gustafsson y Gustafsson, 1994; Peakall et a/, 1995; Roelofs y Bachmann. 1995; 

Steward y Excoffier, 1996; Paran et a/,, 1997) han encontrado niveles mayores de 

variacion y han permitido estudiar la estructura genética en especies en {as cuales se 

habia detectado poca o nula variacién con enzimas (Brauner ef a/., 1992; Rossetto et 

al., 1995; Friar et al.. 1996; Tuskan ef a/., 1996). 
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En este trabajo se estudian ios niveles de variacién y la estructura genética, asi 

como su relacién con parametros demograficos como categorias de edad, tamafio, sexo y 

Produccién de inflorescencias de una poblacién de C. aiternans en la selva tropical de Los 

Tuxtlas mediante el uso de los marcadores moleculares RAPDs. 

Objetivos: 

1. Describir fa variaci6n y estructura genética de una poblacién de Chamaedorea 

alternans en la selva de “Los Tuxtlas” por medio de los marcadores moleculares RAPDs. 

2. Estimar si existen diferencias en ta variacién genética entre las diferentes 

categorias de tamafio, edad y sexo. 

3. Determinar la relacién entre la variaci6n genética y !a produccién de estructuras 

reproductivas durante el periodo reproductivo de 1995-1996. 

Sitio y sistema de estudio 

La colecta de material se llevé a cabo en un sitio permanente da 600m? dentro 

de la Estacién de Biologia Tropical “Los Tuxtlas” (Fig. 1), cuyas caracteristicas se 

describieron en el capitulo anterior. En este mismo sitio, previamente se llevaron a 

cabo estudios demograficos y ecoldgicos de la especie Ch. alternans (cf. Ch. tepejilote; 

Oyama, 1984; 1987; 1990; 1991; 1993; Oyama y Mendoza, 1990; Oyama y Dirzo, 

4991); por lo que se tienen individuos marcados desde hace dies afios. Una 

descripcién de la historia natural de la especie se presenta en la introduccién general. 
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Figura 1. Ubicacion de tos individuos reproductivos de Ch. aftenans dentro de 600 m2 en la selva de 
Los Tuxtlas, Veracruz. Los circulos relienos tepresentan a fos individuos de dos 
Subpoblaciones. 

Métodos 

Trabajo de campo 

Se ubicéd y se midié fa longitud del tallo de tedos jos individuos que se 

reprodujeron durante 1995 de la poblacién dentro de un area de 600 m? y se registro 

Su S@xo correspondiente (en 1995 se registraron 62 individuos en total 25 femeninos y 

37 masculinos). Se colectaron hojas de cada uno de estos individuos, se lavaron y se 
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congelaron en nitrégeno liquido para su transporte y se almacenaron a -80°C hasta la 

extraccién de ADN. Durante ia época de fructificacién se colectaron semillas de cada 

individuo femenino, germinaron y se dejé crecer a las plantulas en una camara de 

crecimiento hasta tener un tamafio adecuado para la extraccién de ADN. 

Trabajo de laboratorio. 

Extraccién de ADN. Se llevé a cabo siguiendo el protocolo recomendado para 

arboles trcpicales (de la Cruz et a/., 1995). Los extractos de AUN se analizaron en 

geles de agarosa al 0.8% y se cuantificd utilizando un mini-fluorémetro DyNA Quant 

200 (Hoefer Scientific Instruments). 

Amplificaci6n de ADN. Se probaron 20 decameros de la serie F de Operon 

Technologies Inc. (Alameda Calif, USA) come oligonucledtides para la amplificacién. 

Con 11 de estos oligonucledtides se obtuvieron amplificaciones. Se utilizaron 

oligonucledtidos con un contenido de guanina (G) 0 citosina (C} no mayor del 60%, 

éstos se eligieron tomando en cuenta la cantidad y claridad de las bandas amplificadas 

y la replicabilidad (ver Clark y Lanigan, 1993). El volumen total de !a reaccién fue de 

25 ul conteniendo 10 ng de ADN gendémico, 1 x buffer (Promega; 50mM Kel, 10 mM 

Tris HCI, pH9. 0.1% Triton x-100=, 2 mM Mg(Ci.), 0.1 mM de cada nucledtide dATP, 

dCTP, dGTP y dTTP, 0.2 uM del primer y 1.5 U de Taq DNA polimerasa (Promega). 

Cada reaccién se llevé a cabo con aceite mineral estéril para evitar {a evaporacién 

durante la reacci6n (ver Fig 2). 
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Figura 2. Esquema de la amplificacién de ADN mediante la técnica de RAPDs. Se mezclan cantidades 
exactas de ADN genémico del organismo de interés (A. Bo C), un oligonuctedtido, 
nuclestidos, buffer conteniendo iones de Mg2+ y polimerasa termoestable (Taq) afadiendo 

finalmente aceite mineral en un tubo de reaccién, ei cual es sujeto a ciclos de temperatura. Los 
oligonuctedtidos se alinean en los sitios del AON genémico complementanos a Su Secuencia. 
Si se alinean dos oligonucledtidos en direcciones opuestas y a une distancia adecuada ei uno 

del otro el fragmento es amplificado. Los productos amptificados son separados mediante una 

electroforesis en gel (Figura modificada de Weising et al., 1995). 
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Las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociciador modelo PTC-100 

(MJ Research) programado a 45 ciclos de 1min a 94°C (desnaturalizaci6n), 1min a 

38°C (alineacién), 30s a 54°C (para evitar alineaciones erréneas), 2min a 72°C 

(extension) con una extensién final de 15 min a 72°C (Fig. 3). Los productos de la 

amplificacién fueron separados en geles de agarosa al 1.4% corridos a 120V en 0.5x 

TBE por 4 h. Los geles se tifiieron con bromuro de etidio, se visualizaron y 

fotografiaron con luz UV. 
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Figura 3. Ciclo de amplificacién de ADN. Cada ciclo consta de cuatro cambios de temperatura. !) a una 

temperatura de 94°C se desnaturaliza la doble cadena de ADN de la palma, 2) 38°C, se alinean los 

oligonucledtides en los sities complementarios, 3) 54°C, se desalinean los oligonucleétides que n0 

presentan una coincidencia precisa y 4) 72°C. es la temperatura de extensién en 1a que se sintetiza nucvo 

ADN mediante !a polimerasa Taq, usando nuctedtidos libres en una secuencia determinada por el ADN’ 

de la palma. Estos cuatro cambios de temperatura se repiten 45 veces y se finaliza la amplificacion con 

una extension final de 15 minutos a 72°C.     
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Anéflisis. Los fragmentos de cada locus fueron tomados como presente (1) 0 

ausente (0) para cada uno de los individuos. Cada banda fue considerada como un 

locus independiente, denominado segtin el nombre del oligonuciedtido y el tamafio de! 

fragmento amplificado (p ej. 9,1 para la banda mas pequefa amplificada por el 

oligonuclestido F9). 

Si cada banda representa un caracter estadisticamente independiente, la 

probabilidad de que n bandas puedan encontrarse en dos individuos tomados al azar, 

asumiendo un nive! de similitud en ef patron de bandeo de § entre fos individuos de la 

poblacién, es: P=S", donde P es la probabilidad de encontrar dos individuos con el 

mismo patrén de bandeo, S es [a similitud promedio encontrada entre los individuos de 

la poblacién, calculada mediante el coeficiente de similitud de Jacard y n es el numero 

promedio de bandas por planta (ver Nybom y Hall, 1991). Esta probabilidad fue 

calculada para cada uno de tos oligonucledtidos utilizados 

Se llevé a cabo una prueba estadistica de la desviacién de los adultos 

reproductives del equilibrio de Hardy-Weinberg mediante la prueba de ¢ 

evaluando las frecuencias observadas en adultos, 2, y 1-Z (donde z es la proporcién 

de individuos en los que no se observé la banda), contra las espeadas en la 

descendencia, 2, y 1-2p. En tos loci donde no hay evidencia significativa de que 
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F.s+0. es razonable estimar las frecuencias alélicas para ambas generaciones (Lynch y 

Milligan, 1994). 

Para asegurar e! muestreo de un solo locus se llev6 a cabo una correlacion 

pareada de Spearman entre las bandas obtenidas. Las bandas para las cuales fa 

correlacién fue perfecta (1 6 -1) fueron eliminadas (Whitkus ef a/.. 1998). Para efiminar 

sesgo en las estimaciones de los parametros de diversidad genética se eliminaron los 

loci cuya frecuencia de homécigos recesivos fuera mayor de 3/N, donde N es ej 

ndmero de individuos de la poblacién (Lynch y Milligan, 1994). 

La poblacién fue subdividida en diferentes categorias. Para ver si existe una 

estructura espacial de la poblacién se consideraron dos parches de 16 individuos en 

100 m’ cada uno, separados entre si por 10m de distancia (Fig. 1). El resto de tas 

categorias de subdivisién de la poblacién se presentan en ef cuadro 1. Los individuos 

masculinos produjeron significativamente mas inflorescencias que los femeninos 

durante el periodo reproductivo de 1995-1996 (ver Cuadro 4, capitulo anterior). Por 

elio. en este caso la subdivisién de la poblacién se hizo de manera diferencial entre 

Sexos.



Cuadro 1. Categorias de subdivisién de la poblacién en funcién de la altura (longitud del tailo), edad, 
produccién de inflorescencias durante el periodo reproductivo de 1995-1996 y sexo de ta 

poblacién de Ch. aitemans en la selva de Los Tuxtlas. 
  

  

Categoria Subdivisiones (n) 
Altura 1. S 1m (25) Wl. > im (7) 
Edad Adultos (52) Plantulas (86) 
Produccién de inflorescencias Baja (27) Alta (25) 

individuos femeninos S$ 2 (10) > 2 (7) 

Individuos masculinos $8(17) > 8 (18) 

Sexo Femenino (17) Masculino (35) 
  

Para cada caso y cada componente de la pobiaciédn se estimaron las 

frecuencias alélicas totales considerando que la poblacién se encuentra en equilibrio 

de Hardy-Weinberg. Se determiné z como la frecuencia de genotipos en los que una 

banda particular no amplifico. Entonces, la frecuencia del alelo nulo en la poblacién se 

estimé como q = z'”. El sesgo de este estimador puede ser substancia! cuando el alelo 

nulo es raro, para disminuir este sesgo se siguieron las restricciones sugeridas por 

Lynch y Milligan (1994); alin cuando en las simulaciones descritas por Clark y Lanigan 

(1993) el error en las estimaciones fue negligible. Con las frecuencias alélicas basadas 

en estas restricciones se estimaron el indice de diversidad de Shannon (I) y la 

heterosis esperada (Nei, 1973). Ademas se llevé a cabo el andlisis de diversidad 

genética para poblaciones subdivididas (Nei, 1987). Todos los paraémetros 

poblacionales fueron calculados por medio del programa POPGENE (Yeh et a/., 1997) 

para datos dominantes y diploides. 

EI indice de diversidad de Shannon se calculé mediante ia formula : 

|=-Z(pilogzp,), 
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donde p; es la frecuencia del alelo i, de un locus. Este estadistico siempre tiene 

valores mayores de cero, conforme mayor es el valor indica una mayor diversidad. 

Esta medida es aditiva y ha sido utilizada para calcular la diversidac dentro y entre 

poblaciones (Chalmers et a/., 1992; Russel! ef a/. 1993). 

La diversidad genética total (Hr) fue calculada promediando la heterocigosis 

(H=2pq) de cada locus para la poblacién total. Asi mismo se determind ia heterosis 

promedio de cada subpoblacisn y la diversidad genética dentro de cada subpoblacién 

(Hs) fue calculada promediando la heteracigosis de fas subpoblaciones (Nei, 1987). La 

proporcién de la variaci6n genética totai encontrada entre subpoblaciones (Gx) fue 

calculada para cada locus (G,=(Hy-H,)/Hy). La significancia estadistica de los valores 

de Gu fue examinada mediante una prueba de x? =2nGy(a-1) con g./.=(a-1)(n-1), 

donde N es el numero total de individuos, a es el numero de alelos por locus y n es el 

numero de subdividiones de !a poblacién (Workman y Niswander, 1970). El flujo 

génico entre las subpoblaciones, Nm fue estimado indirectamente mediante el valor de 

Gy (Slatkin y Barton, 1989), donde: 

Nm = (1-Gu/4Ga 

Para determinar si existen diferencias en las frecuencias alélicas entre cada 

subdivision de la poblacién, se llevé a cabo una prueba de heterogeneidad mediante la 

prueba de x’. Considerando como los vaiores observades el numero de alelos calulado 

mediante las frecuencias aléticas de cada subdivision de la poblacion y los esperados 
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con las frecuencias alélicas de la poblacién sin subdivisién. debido al gran numero de 

comparaciones se considero una significancia conservadora de P>0,02 

Resultados 

El numero de fragmentos de ADN amplificados por cada primer varia de 8 a 13 

(Cuadro 2). El tamafio de tos fragmentos va de 452 a 2028 pb. Se amplificaron un total 

de 53 fragmentos producidos por los 5 oligonucledtidos, de los cuales e! 75% fueron 

polimérficos en los individuos adultos, aumentando el polimorfismo a 89% cuando se 

incluyeron Ics datos de las plantulas. 

  

Cuadro 2. Resumen de los datos obtenides con los marcadores moleculares RAPDs con § oligonucledtides para 
n=138 plantas de Chamaedorea atemans (52 aduttos y 86 plantulas) Se muestran fa secuercia de 
nucledtides, el numero de bandas obtenidas, el nimero de bandas promedio asf como el intervato por 
genotpo y el tamafio de las bandas amplificadas por cada oligenuclestido. La probabilidad de encontrar 
a 2 individuos con ef mismo patrén de bandeo (P. ver texto) para cada primer fue calculada para los 
individues reproductivos. 
  

  

‘Secuencia det primer Nomero de bandas No. promediode  Tamafio P 
saa (polemérficas aduftes, bandas/pianta (pares de bases} 

poblacién total) _(intervalo’ 

GeAAGcTTCS 13(3, 11) 6.9 (6-11) 452-1845 0.33 

GGCTGCAGAA 118.11) 907-11) 492-2028 053 

TOCTECAGGT 13(11, 12} 87 (G22 522-1660 019 

EcAGTACTEC 86.7) 61 (38) 676-3722 354 

GGAGTACTOS a6 6) 4737) 675-1170 058 

total 53 (40 47) 37 33 (32.43) 452-2028 +510" 
  

Con el oligonucledétide F14 la probabilidad de encontrar 2 individuos con ei 

mismo patron de bandeo fue de 0.19 (cuadro 2). Con los datos generados por 2 (F9 y 
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F14) y 3 oligonuctedtidos (F9, F13 y F14) esta probabilidad disminuye a 1.6 x10? y 

3.14 x 10°, respectivamente. Para cada individuo adulto se obtuvo un patrén unico con 

los 5 oligonucledtidos utilizados (P = 1.5 x 10). 

Para ninguno de tos foci polimdrficos se encontré una desviacién del equilibrio 

de Hardy-Weinberg mediante ia prueba de x’, El andlisis de correlacién por rangos de 

Spearman, asi come la restriccién en el numero de bandas a aquellas cuya frecuencia 

dei aleio nulo fuera mayor a 3/N (Lynch y Milligan, 1994) redujo el numero de loci en 

todos los casos (Cuadro 3). De esta forma se reduce la posibilidad de duplicar el 

muestreo del mismo locus y se disminuye ei sesgo en los estimadores. 

Variacion genética de la poblacién 

La diversidad genética de la poblacién total, considerando plantulas e 

individuos reproductivos fue de H=0.349+0.127, I=0.52+0.15 (34 foci); de los 

individuos reproductivos fue de H=0.356+0.13; [=0.53+0.16 (31 loci) y para las 

plantulas fue de H=0.34+0.13; I=0.51+0.16 (33 loci). En ef cuadro 3 se presentan tos 

estimadores genéticos obtenidos para las subpobiaciones y categorias de subdivisién 

de la poblacién obtenidos a partir de las frecuencias aléticas. 
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Cuadro 3 Variacién genética promedio y desviacién estandar (D. $.) de una poblacién de Ch aiernans en la selva 

de Los Tuxtlas. Datos de dos subpoblaciones separadas por 10m de distancia. de adultos reproductives 

y plantulas, de categorlas de aitura, produccién de Infiorescencias y sexo Se presenta el tamafio de la 

muestra, N; el numero de loci, ei Indice de diversidad de Shannon, |. la diversidad genética. H y el 

analisis combinado para cada subdividion de ta pobiacién de la diversidad genética de Nei (1987) 
  

  

N n l H Hr Hs Get 

Subpobiacién A Media 16 «28 053 0 357 

DS 0.18 0.45 
Subpodlaciéa B Media 16 28 0.48 0 316 

DS. 020 0.159 

Total Media 320 (28 O81 0 343 0343 0337 0018 

OS. 0.18 0.149 0022 0.021 

Plantulas Media 86 34 050 0 330 
Ds 018 0 144 

Aduitos Media 52 34 0.52 0 348 
teproductivos DS 016 013 

Total Media 138 34 052 0 349 0349 0339 0 028° 

DS. 0.15 0.126 0.016 0014 

Altura | Media 231 0.82 0.349 
Os. 0.16 0.134 

Altura II Media 27 34 0.53 0.355 
DS. 0.17 0.144 

Total Media $2 34 0.53 0 357 0357 0.352 0013 

os. 016 0 133 0.078 0017 

Produccién baja = Media 27.341 083 0359 
Os. 018 0127 

Produccién alta. Media 2 34 0.50 0.336 
D.S. 0.18 0.143 

Total Media 52 314 053 0.356 0.356 0347 0023 

DS. 016 0.133 0.018 0.017 

Masculinos Media 35 0O41 0.53 0352 
D.S. 015 0.128 

Femeninos Media 7H ost 0.344 
Os. 018 0.143 

Total Media 52. 31 0.53 0,356 0.356 0.348 0.023 

DS. 016 0.133 0.018 0,017 
  

*significativamente diferente de 0 

Estructura de la poblacién 

De manera generat en todos los casos la mayoria de la variacién genética se 

presenta entre los individuos, con valores de H, muy cercanos a Hr y un coeficiente de 

diferenciacién (Gx) entre las subpoblaciones no mayor a 0.3. El valor mas alto de Gy 
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sé presentd entre plantulas y adultos reproductivos (2.8%). y es er unico que fue 

significativo (y2=7.73, 19./, P>0.01). 

En ei caso de la estructura espacial de la poblacién se estimd una migracién 

(Nm) de 13.75 por generacién entre las subpoblaciones. Ninguno de los toci presenté 

diferencias significativas en las frecuencias alélicas entre las subpoblaciones al aplicar 

la prueba de x? (Cuadro 4). Por otro fado, al comparar las frecuencias alélicas entre 

plantulas y adultos reproductivos, el 26% (9) de los loci presentan diferencias 

significativas. La heterocigosis es mayor en adultos que en piantulas lo que indica que 

no hubo inmigracién de alelos nuevos via polen (Cuadro 5). 

Con respecto a las categorias de produccién de inflorescencias solo para el 

locus 13.9 se presentan diferencias significativas en las frecuencias alélicas. En este 

focus ei alelo nulo present6 una frecuencia menor en la categoria de produccién baja 

de inflorescencias y mayor en la categoria de produccién alta (Cuadro 6). Al comparar 

las frecuencias alélicas entre sexos, también fue un sdlo locus el que presentd 

diferencias significativas. Para ej locus 14,8 la frecuencia del alelo nulo fue menor en 

los individuos femeninos y mayor en fos masculinos (Cuadro 7). 
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Cuadro 4. Frecuencias alélicas para dos subpoblaciones de Chamaedorea aiternans y |a prueba de 7” 
para la heterogeneidad en frecuencias alélicas entre las Subpoblaciones para 28 loci 
_polimdrficos. La poblacién total fue de 800m? y cada subpoblacién fue de 100m*. 
  

  

  

Poblacién A (16) Poblacién 6 (18) 

Locus Alelo 0 Aleio 1 Alelo 0 Alelo i ¢ P 
9.2 0.3536 0.6484 0.3538 0.6464 0.00 1.00 
9,3 0.866 0.134 0.7071 0.2929 1.20 0.27 
95 0.6124 0.3878 0.6614 0.3386 0.08 0.77 
9.6 0.866 0.134 0.7908 0.2004 0.32 0.57 
99 0.433 0.567 0.433 0.567 0.00 1.00 
9,11 0.9354 0.0646 0.9682 0.0318 0.18 0.66 
9,12 0.868 0.134 0.9014 0.0986 0.09 0.75 
13,6 0.6124 0.3876 0.7906 0.2094 1.21 0.27 
13,9 0.5 0.5 0.7071 0.2929 1.43 0.23 
13,10 0.6614 0.3386 0.866 0.134 1.85 0.17 
141 0.433 0.567 0.25 0.75 1.19 0.27 
14,2 0.8292 0.1708 0.7906 0.2094 0.07 0.78 
14,3 0.5 0.5 0.25 0.75 2.13 014 
14,4 0.7906 0.2094 0.8292 0.1708 0.07 0.78 
14,5 0.6614 0.3386 0.6614 0.3386 0.00 1.00 
14,8 1 0 0.9354 0.0646 1.06 0.30 
14,7 0.559 0.441 0.5 0.5 0.14 0.73 
14,8 0.5 05 0.433 0,567 0.14 0.70 
14,14 0.866 0.134 0.9014 0.0986 0.09 0.75 
15,2 0.9014 0.0986 0.9354 0.0646 0.12 0.72 
15,4 0.8292 0.1708 0.9682 0.0318 1.70 0.19 
15,5 0.3536 0.6464 0.433 0.567 0.21 0.64 
15,8 0.433 0.567 0.433 0.567 0.00 1.00 
16,4 0.9354 0.0648 0.9682 0.0318 0.18 0.66 
16,5 0.6614 0.33868 0.8292 0.1708 1.18 0.27 
16,6 0.7074 0.2929 0.7071 0.2929 0.00 1.00 
16,7 65 0.5 0.6124 0.3876 0.40 0.52 
16,8 0.9014 0.0986 1 Q 1.65 0.19 
 



Cuadro §, Prueba de ¢ para la heterogeneidad de las frecuencias alélicas entre plantulas y adultos de 

Chamaedorea aiternans para 34 loci polimérficos. 
  

  

  

Aduitos (54) Plantulas (86) 

Locus Alelo 0 Alelo 1 Alelo 0 Alelo 1 ¢ Pp 
9,2 0.3922 0.6078 0 1 39.58 0.001* 
9,3 0.8321 0.1679 0.9705 0.0295 8.28 0.004* 
9.5 0.6651 0.3349 0.5807 0.4193 0.97 0.324 
9.8 0.7845 0.2155 0.7625 0.2375 0.08 0.766 
9,7 0.1961 0.8039 0.5603 0.4397 17.6 0.001° 
9.9 0.4804 0.5196 0.6647 0.3353 457 0.032 
9,10 0.1387 0.8613 0.2853 0.7147 3.93 0.047 
9,11 0.8987 0.1013 0.9524 0.0476 1.47 0.224 
9,12 0.866 0.134 0.8283 0.1717 0.34 0.555 
13,2 0.2402 0.7598 0.2853, 0.7147 0.33 0.562 
13,6 0,6934 0.3086 0.7548 0.2452 0.62 0.428 
a maaan A tena niaeen naan aaa nena 

13,8 0.1387 0.8613 0.3235 0.6765 5.84 0.015* 
13,9 0.5883 0.4117 0.8283 0.1717 9.64 0.001° 
13,10 0.7596 0.2404 0.7924 0.2076 0.20 0.651 
14,1 0.3397 0.6603 0.3888 0.6112 0.33 0.562 
14,2 0.7966 0.2034 0.8141 0.1859 0.06 0.800 
14,3 0.416 0.584 0.3735 0.6265 0.24 0.619 
14,4 0.7721 0.2278 0.8826 0.11474 2.96 0.085 
14,5 0.6651 0.3349 0,341 0.659 13.6 0.001° 
14,6 0.9707 0.0293 0.9584 0.0416 0.13 0.710 
14,7 0.5718 0.4282 0.4313 0.5687 2.55 0.108 
14,8 0.5189 0.4811 0.8422 0.1578 16.8 0.001* 
14,11 0.7966 0.2034 0.8069 0.1931 0.02 0.882 
15,2 0.8987 0.1013 0.6988 0.3012 7.40 0.006" 
15,4 0.8987 0.1013 0.876 0.124 0.16 0.688 
15,5 0.4599 0.8401 0.3735 0.6265 4,00 0.316 
15,7 0.3397 0.6603 0.6195 0.3805 10.1 0.001° 
15,8 0.3669 0.6331 0.2157 0.7843 3.73 0.053 
16,4 0.9507 0.0483 0.9645 0.0355 0.15 0.691 
16,5 0.8204 0.1796 0.8069 0.1931 0.03 0.844 
16,6 0.7468 0.2532 0.7701 0.2299 0.09 0.755 
16,7 0.5371 0.4629 0.5807 0.4193 0.25 0.616 
16,8 0.9405 0.0595 0.9022 0.0978 0.62 0.429 
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Cuadro 6. Prueba de ¢ para la heterogeneidad de tas frecuencias alélicas entre las categorias de 
tamafho de Chamaedorea aitemans para cada uno de fos 31 loci polimarficas. 
  

  

  

Altura | Altura Ih 
Locus Alelo 0 Aleto 1 Aleto 0 Alelo 1 ¢ P 
9,2 04 06 0.385 0.615 0.01 0.91 
9.3 0.825 0.175 0.839 0.161 0.01 0.89 
9.5 0.693, 0.307 0.638 0.362 O17 0.67 
96 0.721 0.279 0.839 0.161 1.05 0.30 
99 0.346 0.854 0.577 0.423 2.78 0.09 
9,11 0.872 0.128 0.923 0.077 0.37 0,54 
9.12 0.894 0.106 0.839 0.161 0.34 0.55 
13.2 o2 0.8 0.272 0.728 0.37 054 
13.6 0.748 0.262 0.638 0.362 073 039 
137 02 08 0.272 0.728 0.37 054 
13,9 0.49 0.51 0.667 0.333 1.66 019 
13,10 0.721 0.279 0.794 0.207 0.37 0.54 

14,1 0.346 0.654 0.333 0.667 0.01 0.92 
44,2 0.721 0.278 0.861 0.139 1.54 0.21 
14,3 0.4 08 0.43 0.57 0.04 0.82 
144 0.775 0.225 0.77 0.23 0.01 0.96 
14,5 0.663 0.337 0.667 0.333 0.01 0.97 
14,6 0.98 0.02 0.962 0.038 0.14 0.70 
147 O6 04 0.544 0.456 0.16 068 
14,8 0.566 0.434 0.471 0.529 0.46 049 
14,11 0.872 0.128 0.72 0.28 1.81 0.17 

15,2 0.894 0.106 0.903 0.097 0.01 0.92 
15.4 0.894 0.106 0.903 0.097 0.01 0.92 
15,5 0.49 0.51 0.43 0.57 0.18 066 
15,7 0.346 0.654 0.333 0.667 0.01 0.92 

15,8 0.346 0.654 0.385 0.615 0.08 0.77 
16,4 0.938, 0.062 0.962 0.038 0.16 0.68 
16.5 0.775 0.225 0.861 0.139 0.64 0.42 
16,6 0.872 0.128 0.609 0.391 4.61 0.03 
18.7 0.529 0.471 0.544 0.456 6.01 0.91 
16,8 0.938 0.062 0.943 9.057 0.01 0.94 
  

“P<0.02



Cuadro 7. Prueba de 7? para la heterogeneidad de las frecuencias alélicas entre las categorias de 
produccién de inflorescencias durante el periodo de 1995-1996 de Chamaedorea alternanis para 
31 loci polimérficos. 
  

  

  

Praduccién baja (27) Producci6n alta (25) 

Locus Alelo 0 Alelo 1 Alelo 0 Alelo 4 ¢ P 
9,2 0.3333 0.6667 0.4472 0.5528 0.70 0.39 
9.3 0.7454 0.2546 0.9165 0.0835 2.66 0.10 
9,5 0.6667 0.3333 0.6633 0.3367 0.001 0.97 
a6 0.8185 0.1835 0.7483 0.2517 0.35 0.55 
9.9 0,4303 0.5697 0.5292 0.4708 0.50 0.47 
O11 0.8819 0.1184 0.9165 0.0835 0.17 0.67 
9,12 0.7935 0.2065 0.9381 0.0619 2.28 0.42 
13,2 0.1925 0.8075 0.2828 0.7172 0.58 0.44 
13,6 0.6867 0.3333 0.7211 0.2789 0.18 0.67 
13,7 0.1925 0.8075 0.2828 0.7172 0.56 0.44 
13.9 0.3333 0.6667 0.7746 0.2254 10.1 0.001* 

13,10 0.7698 0.2302 0.7483 0.2517 0.03 0.85 
14.1 0.4303 0.5697 uz vo 3.10 uur 
14,2 0.7454 0.2546 0.8485 0.1515 0.84 0.35 
14,3 0.5092 0.4908 0.2828 0.7172 2.76 0.09 

14,4 0.7698 0.2302 0.7746 0.2254 0.001 0.96 
14,5 0.6383 0.3617 0.6928 0.3072 O17 0.67 
14,6 0.9623 0.0377 0.9798 0.0202 0.14 0.70 
14,7 0.6086 0.3914 0.5292 0.4708 0.33 0.56 
14,8 0.4714 0.5286 0.8657 0.4343 0.46 0.49 
14,11 0.8185 0.1835 0.7746 0.2254 0.14 0.70 

15,2 0.9027 0.0973 0.8944 0.1056 0.01 0.92 
15,4 0.9027 0.0973 0.8944 0.1056 0.01 0.92 
15,5 9.4303 0.5697 0.4899 0.5101 0.18 0.66 
15,7 0.3333 0.6667 0.3464 0.6536 0.01 0.92 
15,8 0.4303 0.5697 0.2828 0.7172 1.22 0.26 
16,4 0.9428 0.0572 0.9592 0.06408 0.07 0.78 

16,5 0.8165 0.1835 0.8246 0.1754 0.005 0.93 
16,6 0.7935 0.2085 0.6928 0.3072 0.69 0.40 
16,7 0.6086 0.3914 0.4472 0.5528 1.35 0.24 
16,8 0.923 0.077 0.9592 0.0408 0.30 0.58 
  

*P<0.02 
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Cuadro 8. Prueba de ¥¢ para la heterogeneidad de las frecuencias alélicas entre sexos de Chamaedorea 
aiternans para 31 loci polimérficos. 
  

  

  

  

Femininos (17) Masculinos (35) 

Locus Atelo 0 Alelo 1 Alelo 0 Alelo 1 ¢ P 
9,2 0.343 0.657 0.414 0.586 0.24 0.62 
9.3 0.8044 0.1956 0.8452 0.1548 0.13 0.71 
9,5 0.7276 0.2724 0.6325 0.3675 0.48 0.49 
96 0.767 0.233 0.7928 0.2072 0.04 0.83 
9,9 0.5941 0.4059 0.414 0.586 1.48 0.22 
911 0.9075 0.0925 0.8944 0.1056 0.02 0.88 
9,12 0.9701 0.0299 0.8106 0.1894 2.46 0.11 
13,2 0.2425 0.7575 0.239 0.764 0.001 0.97 
13,6 0.5941 0.4059 0.7368 0.2632 1.08 0.29 
13,7 0.2425 0.7575 0.239 0.761 0.001 0.97 
13,9 0.7276 0.2724 0.5071 0.4929 2.28 0.13 
13,10 0.767 0.233 0.7559 0.2441 0.01 0.93 
14,1 0.4201 0.5799 0.2928 0.7072 0.83 0.36 
14,2 0.8402 0.1598 0.7746 0.2254 0.30 058 

14,3 0.4851 0.5149 0.378 0.622 0.54 0.46 
14,4 0.767 0.233 0.7746 0.2254 0.003 0.95 

14,5 0.6417 0.3583 0.6761 0.3239 0.08 0.80 
14,6 0.9701 0.0299 0.974 0.029 0.0003 0.98 
14,7 0.343 0.657 0.6547 0.3453 4.49 0.03 

14,8 0.2425 0.7575 0.6094 0.3806 6.18 0.01* 
14,11 0.8402 0.1598 0.7746 0.2254 0.30 0.58 
15,2 0.9075 0.0925 0.8944 0.1056 0.02 0.88 
15,4 0.8402 0.1598 0.9258 0.0742 0.91 033 
15,5 0.4201 0.5789 0.4781 0.5219 0.15 0.69 
15,7 0.4201 0.5799 0.2928 0.7072 0.83 0.36 

15,8 0.343 0.657 0.378 0.622 0.06 0.80 
16.4 0.9701 0.0299 0.9411 0.0589 020 065 
16,5 0.767 0.233 0.8452 0.1548 0.47 0.49 

16,6 0.686 0.314 0.7746 0.2254 0.47 0.49 
16,7 0.5941 0.4059 0.5071 0.4929 0.34 0.55 
16,8 0.9701 0.0299 0.9258 0.0742 0.40 0.52 
P<0.02 

Discusi6n 

Variacién genética de la poblacién 

Los niveles de variaci6bn genética encontrados entre los individuos de C. 

alternans (H=0.35) de esta poblacién san elevados en comparacién con los reportados 

para otras especies mediante RAPDs (Cuadro 9). Debido a la alta densidad de 

individuos y al mecanismo de polinizaci6n por viento existe una mayor probabilidad de 
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apareamiento entre individuos cercanos. Sin embargo, la alta variacién genética 

encontrada y el sistema de apareamiento (tasa de entrecruzamiento = 1) sugieren que 

C. alternans no ha sufrido efectos importantes por deriva génica o por endogamia. 

Cuadro 9. Niveles de variacién genética en poblaciones vegetales detectados mediante distintos marcadores moleculares. 
  

  

  

  

Especie Enzimas. RAPDs Otros Referencia 

Pseudotsuga meiiziest RAPDs Aagard ef af, 1995 
mitocondrial 

yh 0 2140.05 0.49+0.05 076 
Hs 0.16+0.03 0.13+0.03 0.29 
Gsr 0.26+0.03 0,7340.09 0.62 

Finus syvestris RAPDs Szmidt of a, 1998 
(tefido haploide) 

P 070 (20) 0.909 (22) 0.50 
Hr 0,26240.054 0.356+0.030 0.22320.049 
Gsr 0.022 0.023 0.082 

Populus tremuloides Rr Guy Momie, 1250 

P 0.77 (14) 4.0 (61) 0.74 (41) 
Hr 0.320.086 0.30£0.03 0.3510.04 

Populus grandidentata Liu y Fumier, 1993 

P 0.29 (14) 0.87 (56) 0.65 (37) 
Hr 0.28+0.11 0.35+0.08 0.1920.03 

Quercus petraea Corre et a, 1997 

Pp 0.65 (48) 
Hr 0.39240.008 0.239+0.023 

Hs 0.381+0.008 9.23340.013 
Gst 0.027+0.007 0.02440,.012 

Afium aasese Smith y Pham, 1996 

P 0.57 (65) 

Hr 0.323 
Hs 0.274 

Gst 0.126 

Alum simiimum Smith y Pham, 1996 

P 0.59 (65) 
Hy 9.329 
Hs 0.278 
Gst 0.126 

Argyroxiphium sandwicense Friar et af, 1996 

P 0.13 (82) 

Hy 0.173+0.068 
  

En plantas, ios RAPDs han mostrado por lo general niveles similares o 

mayores de polimorfismo que marcadores codominantes (dos Santos ef ai, 1994; 

Heun ef a/., 1994; Cisneros y Quiros, 1995; Lu ef a/., 1996). En ef cuadro 9 

observamos aigunos de los escasos trabajos en los que se emplean RAPDs y otros 

marcadores para determinar la estructura genética en especies vegetales. En estos 

casos no hay un patrén general en los valores de H; y Gx, detectados mediante 
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RAPDs y otros marcadores. Sin embargo, es necesario tomar en cuenta que en cada 

trabajo varia el numero de toci muestreados, el numero de poblaciones, tas distancias 

entre éstas, ademas del marcador molecular utilizado, afectando las estimaciones de 

la estructura genética de jas especies. No obstante, se han presentado niveles 

elevados de variacién intrapoblacional en especies con fecundacion cruzada (Russell 

et al, 1993; Nesbitt ef af, 1995; Yeh ef a/., 1995; Gunter et a/., 1996, Paran ef ai., 

4997) como es el caso de Ch. alternans y niveles de variacién intrapoblacional 

menores en especies con autofecundacién como Hordeum spontaneum y Mendicago 

truncatula por medio de tos mascadores RAPDs (Dawson ef a/., 1993, Bonnin et a/., 

1996). 

Estructura genética de la poblacién 

En este trabajo se muestra que la variacién genética detectada por los RAPDs 

en C. alternans no se agrupa en subpoblaciones, to que confirma la existencia de un 

elevado flujo génico espacial. La diferenciacién genética entre subpoblaciones no fue 

significativa, lo cual indica que las presiones de seleccién no han permitido una 

diferenciacién local como se ha reportado para las especies de arboles Abies 

lasiocarpa y Pinus edulis entre subpoblaciones separadas hasta por menos de 10m, en 

respuesta a presiones de seleccién como viento, temperatura 0 parasitismo (Grant y 

Mitton, 1977; Mopper et a/., 1991 en Linhart y Grant, 1996). 

Por otro lado, los valores de G, entre categorias de tamafio, produccién de 

inflorescencias y sexo tampoco no fueron significativos. Lo anterior concuerda con los 

resultados de Bai ef af. (1997) quienes no encontraron diferencias entre categorias de 

tamafio en una poblacién de Panax quinquefoliu y con los datos reportados para 

Astrocaryum mexicanum en ja misma selva, donde tampoco se encontro una 

correlacién entre el tamario y la heterocigosidad (Eguiarte ef a/., 1992). En trabajos 

anteriores se han reportado asociaciones de la variacién genética de un locus 
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codominante y caracteristicas relacionadas con la adecuacién (Wolff y Haeck, 1990, 

Bush y Smouse, 1991; Lénn ef a/., 1996). En este trabajo se detect6 un locus (13.9) 

asociado significativamente con la produccién de inflorescencias (Cuaaro 7). 

La diferenciacién genética encontrada entre plantulas y adultos reproductivos 

puede responder a !a reproduccidn diferencial de los individuos, ya que la produccién 

de frutos esta dada principalmente por una pequefia fraccién de la poblacién (ver 

Capitulo anterior). Por otro lado, la dispersién de semillas también juega un papel 

importante, ya que la variacién genética fue mayor en los adultos que en la progenie. 

Identificacion genética 

Los marcadores moleculares RAPDs pueden ser muy utiles en estudios de 

identificacién individual. Este es el primer trabajo con una especie de selva tropical 

creciendo en su habitat natural, en el que se logra identificar genéticamente a cada 

individuo reproductivo. Sdlo se utitizaron 5 primers con fos cuales se lograron 

identificar 53 loci para los cuales cada una de las palmas adultas resulté 

genéticamente unica (Tabla 1). Esto nos indica !a gran variacién genética presente en 

la poblacion de C. alfemans, ya que estos marcadores son sensibles al grado de 

diferenciacién genética entre las entidades bajo estudio (Otero-Amaiz et al, 1997). 

Aunque existen trabajos previos en los que se ha resaitado la capacidad de estos 

marcadores para detectar variacién genética por medio de la identificacién de 

individuos, clones 0 genets, éstos se han ilevado a cabo con plantas cultivadas (p.¢j. 

Wolff et af, 1995; Ko ef a/., 1996; Miller et a/., 1996). Lo anterior ha llevado a sugerir 

que estos marcadores pueden también ser muy utiles en estudios de sistemas de 

apareamiento para andlisis de paternidad (Lewis y Snow, 1992; Dweikat ef a/., 1993; 

Akerman et a/., 1995; Gjuric y Smith, 1996). Sin embargo, hasta la fecha no se ha 

ltevado a cabo ningiin trabajo de paternidad en pobiaciones naturales de plantas 

utilizando estos marcadores.



En conclusién, se puede decir que la poblacidén de C alfernans presenta 

elevados niveles de variacién genética detectados por los RAPDs, lo cual sugiere un 

elevado flujo génico y que la deriva génica no ha tenido efectos importantes sobre la 

poblacién No se presenta una estructura genética entre subpoblaciones, categorias 

de tamafio, produccién de inflorescencias o sexo, es decir, que la diferenciacién 

genética es mayor entre fos individuos que entre las categorias consideradas en este 

estudio. La variacién genética entre individuos permitié identificar a cada individuo 

reproductivo mediante et patrén de bandeo determinado por los RAPDs. 
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Discusién y conclusiones generales 

Ch. aiternas presenté gran variaci6n interindividual en el tiempo de la 

floracién y en el numero de flores e inflorescencias, lo cual se refieja en la 

produccidn de frutos. Esta variacién no responde a la altura de la planta, es decir 

que jas plantas con una mayor capacidad potencia! de obtener recursos no son 

las que presentaron un evento reproductivo mas exitoso. El éxito de este evento 

teproductivo se vio limitado por la disponibilidad de polen a un radio de distancia 

de 5 a 7m. Lo cual da indicios de que debido al mecanismo de polinizacion, la 

dispersién del poien en esta especie puede ser una funcién leptokurtica de la 

distancia, con algunos eventos raros de dispersi6én de polen a distancias 

mayores. 

Si bien, se han reportado distancias de dispersién de polen por viento de 

mas de 500 m en coniferas con tasas de migracién entre poblacianes altas 

(Hamrrick, 1989), las condiciones ambientales del sotobosque de la selva creadas 

por la estructura de la vegetacién y ia elevada humedad relativa y precipitacién 

durante la época de floracién de Ch. altemans contribuyen para limitar la 

dispersion del polen por viento. Aunque ja tasa de migracién calculada Para las 

subpoblaciones separadas por aproximadamente 10m es suficiente para evitar 

una diferenciacién. Como se ha mensionado anteriormente el flujo génico es uno 

de los principales factores que moldean la estructura genética de la pobiacidn. El 

flujo génico esta dado por la dispersi6én de polen y de semillas. Para Ch. alternans 
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‘a dispersion de semitlas por aves (Trejo-Pérez, 1989 ; Escalona,1989) parece 

contribuir en mayor grado al flujo génico que la dispersion del polen. Aunque esto 

solo puede ser probado mediante el establecimiento de las distancias reales de 

polinizacién. 

tos RAPDs son marcadores moleculares que revelan niveles elevados de 

polimorfismo dentro y entre poblaciones en comparacién con los RFLPs 0 las 

enzimas (van Heusden y Bachmann, 1992), aunque no como regia general (ver 

Liu y Furnier, 1993 ; Core et a/. 1997). Se han utilizado en distintas aplicaciones 

y aunque el uso de este marcador es mas adecuado en estudios de poblaciones o 

de especies cercanas son pocos los que se han llevado a cabo hasta la fecha con 

poblaciones naturales y aun menos con especies tropicales (Otero et a/, 1997). 

No se detecto una diferenciacién genética local entre subpobiaciones, 

categorias de tamafio, produccién de inflorescencias ni sexo mediante los 

marcadores moleculares RAPDs. Los elevados niveles de variacién y la gran 

diferenciacién genética encontrados entre los individuos de Ch. alternans, asi 

como la elevada tasa de migracién indican que el flujo génico se presenta a 

distancias mayores que la distancia entre conespecificos y sugieren que la 

poblacién no ha sufrido efectos importantes por deriva génica o por endogamia 

Estos resultados coinciden con los patrones encontrados para otras especies 

tropicales mediante enzimas (Loveless, 1992). 

108



Las estrategias de manejo que se sugieren con base en fos resultados de 

este trabajo son conservar poblaciones con un gran numero de individuos para 

mantener la elevada variacién genética y flujo génico, por fo que la unica forma de 

conservar esta especie es manteniendola in situ, ya que seria muy complicada ta 

conservacion de gran parte de la variacién genética mediante bancos de 

germaplasma. 

Teniendo establecidas las distancias entre ios individuos, !as coincidencias 

en fa floracién y ia identificaci6n genética mediante RAPDs se podran hacer 

inferencias sobre las relaciones de parentesco dentro de ta poblacién y con elic 

establecer las distancias reales de dispersion de polen. 
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