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las dos especies, sugiriendo que en Tillandsia elongata var. subimbricata, la
dispersion de semillas y en T. brachycaulos, el crecimiento vegetativo, son de gran
importancia para el mantenimiento de sus poblaciones.












El habitat de las epifitas se presenta en parches, es inestable, y ofrece una
serie de restricciones fisicas para el desarrollo de estas plantas, por ejemplo:
sequias pronunciadas, fuertes vientos, escasez de nutrientes, irradiacion intensa,
alelopatia y una fuerza constante contra la gravedad (Zotz & Andrade, 2002). En
estos ambientes aquellas especies que dependan menos de agentes
polinizadores, tendran mayores posibilidades de dejar descendencia, ya que, la
autofertilizaciébn y la propagacion vegetativa son alternativas reproductivas
comunes en las epifitas, que garantizan el éxito a corto plazo (lzquierdo, 1995).
En consecuencia, es de esperar la evolucibn de sistemas genéticos que
favorezcan una rapida diferenciacion entre poblaciones pequefias a través de la
autocompatibilidad, retencion de compatibilidad interespecifica y algunas veces de
la poliploidia. Estas caracteristicas son frecuentes en las epifitas (Bawa & Ashton
1991).

Gentry y Dodson (1987) de acuerdo a lzquierdo (1995), encontraron en
comunidades de tierras bajas tropicales que las especies epifitas presentaban
mayores hiveles de autocompatibilidad y autogamia que las terrestres. Los altos
niveles de endogamia pueden no ser importantes en los efimeros habitats que
explotan la mayoria de estas plantas (Izquierdo, 1995). La dinamica temporal de
los ambientes a los que se asocian las epifitas provoca constante reducciones en
el tamario poblacional {Benzing 1981). En esta situacion las especies autégamas
tendran mayor probabilidad de dejar descendencia (Karron, 1991). En la
subfamilia Tillandsiodeae (Bromeliaceae) donde la mayoria de las especies que la
forman son epifitas, encontramos Tillandsia recurvata (L.) L. la cual se autopoliniza
debido al arreglo de sus 6rganos sexuales (insertos dentro de ia corola de la flor),
presenta baja variabilidad genética intrapoblacional, y una alta diferenciacion
genética entre poblaciones, esto debido a los efectos de la endogamia (Soltis et al.
1987). Resultados similares fueron encontrados por Kress et al. (1990 a, b) donde
la estrategia reproductiva de tres especies de Tillandsia se refleja en la diversidad
genética de las mismas.

El presente estudio plantea investigar la morfologia y biologia floral,
biologia y ecologia de la polinizacién, asi como las estrategias reproductivas,
ademads, la variacién y estructura genética de tres poblaciones deTillandsia
elongata Kunth var. subimbricata (Baker) L. B. Sm. y Tillandsia brachycaulos
Schitdl, especies epifitas, con estrategias de vida diferentes y contrastantes, y
compararlas con la variaciébn isoenzimatica, en el parque Nacional de
Dzibilchaltun.

Estas dos especies nos serviran como modelos para comparar los niveles
de variacién genética en las especies que presentan diferencias en la morfologia y
biologia floral, en la estrategia reproductiva y en la historia de vida.
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BROMELIAS

La familia de las Bromelias pertenece al grupo de las plantas epifitas
vasculares con flores, ocupan el segundo lugar en nimero de especies con este
habito por debajo de la familia Orchidaceae (Kress, 1989). La familia Bromeliaceae
se distribuye en el Neotrépico y esta compuesta por mas de 50 géneros vy
alrededor de 2,500 especies de donde 1,350 (45%) son epifitas. La familia
Bromeliaceae esta restringida al continente Americano, excepto por una sola
especie: Pifcairnia feliciana (Chevalier) Harms & Mildbraed, la cual se encuentra al
oeste del continente Africano (Smith & Downs, 1979; Benzing, 1990). La familia
Bromeliaceae, en particular, le confiere una fisonomia caracteristica a muchas
comunidades de eplifitas del bosque neotropical (Benzing,1990).

La familia Bromeliaceae esta subdividida en tres subfamilias, basado
principalmente en las caracteristicas morfogeograficas:  Pitcairnioideae,
Tillandsioideae y Bromeliocideae (Smith & Downs, 1974; Judd et al., 1999), estas
dos ultimas cuentan con mayor nimero de especies epifitas. Miembros de la
subfamilia Pitcaimioideae se caracterizan por el margen foliar espinoso, ovario
superior, una capsula deshicente, semillas sin apéndices plumosos y dispersas
por el viento o gravedad, habito predominantemente terrestre y centro de
diversidad en las partes altas de la Guayana. Miembros de la subfamilia
Tillandsioideae tienen hojas con margen entero, ovario superior, una capsula
deshicente, semillas con apéndices plumosos dispersadas por el viento, habito
mayormente epifito y centro de diversidad en los Andes y México. Los miembros
de la subfamilia Bromelioideae poseen caracteristicas como margen foliar
espinoso, ovario infero, una baya indehiscente, semillas desnudas dispersadas
por animales, pajaros y murciélages, habito epifito, y centro de diversidad Sureste
de Brasil (Benzing, 2000).

La adaptacién, conquista y expansién en el habito epifito por miembros de
la familia Bromeliaceae, se ve facilitado por la presencia de una serie de
caracteristicas adaptativas como son: bracteas o flores muy coloridas para atraer
a sus posibles agentes palinizadores y dispersores, alto porcentaje de germinacion
de semillas, como lo demuestran estudios de germinacién en condiciones
controladas de laboratoric en Tillandsia circinnata Schitdl.,, con una tasa de
germinacién de! 80-90% (Benzing,1978) o en Tillandsia brachycauios Schitdl. con
un100% de germinacion a los 15 dias de siembra (Mondragén, 2001); dispersion
de semillas por el viento, en Tillandsia deppeana Steud., las semillas se mueven a
unos 35 metros de distancia de la planta madre (Garcia & Rico-Gray, 1988) y en
Tillandsia brachycaulos las semillas se dispersan a una distancia de 10-15 metros
a una altura de 4.5 metros del suelo; crecimiento clonal (Mondragén, 2001);
presencia de tricomas peltados; mecanismo fotosintético C; o CAM; estrategias
tipo tanque y atmosférico, entre otras. Las especies con frutos no dehiscentes y
que sus semillas no se dispersan por el viento, recurren a estrategias como
producir frutos de colores atractivos, de diferentes farmas, tamafios y diferentes
concentraciones de azl(cares, como los miembros de la subfamilia Bromelioideae;
todos estos factores sugieren una dispersién por animales (aves, mamiferos)
{(McWilliams 1974). Algunas especies de Billbergia Thunb., en especial Billbergia
zebrina (Herb.) Lindl., producen frutos los cuales despiden olores muy fuertes y
sus frutos son dispersados por un murciélago Glassophaga soricina (Harms, 1930
citado por Martinelli, 1994).
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Figura 3. Principales edificaciones mayas reconstruidas en el Parque Nacional de Dzibilchaltun con la
ubicacién de las parcelas de estudio para cada una de las especies.

ISOENZIMAS, ESTRUCTURA GENETICA Y ECOLOGIA DE LA POLINIZACION.

La estructura genética de individuos pertenecientes a la familia
Bromeliaceae, se ha estudiado principalmente mediante la técnica de
electroforesis de aloenzimas y basicamente comparando especies con diferentes
aspectos de su ecologia de la polinizacion (Soltis et al. 1987; Kress et al. 1990;
Murawski & Hamrick, 1990), técnica que permite determinar los diferentes alelos
que existen en un focus e identificar el genotipo de un individuo. Las aloenzimas
son marcadores genéticos, pero para poderias utilizar como tales, es preciso
suponer que la variacion alélica es neutra con respecto a la seleccién natural; es
decir que el genotipo tiene un pequefio efecto o ninguno en la supervivencia y en
la reproduccion de los individuos. Los marcadores genéticos constituyen, pues,
una valiosa herramienta para estudiar el efecto de los sistemas de apareamiento y
de la dinamica de dispersion de polen y semillas en la estructura genética de una
poblacién (Nason, 2002).

A cualquier escala espacial, ya se trate de unos pocos metros o de varios
kildbmetros de distancia, la importancia relativa de la deriva genética con respecto
al flujo genético esta determinada principalmente por el potencial de dispersion de
los organismos. Las especies con caracteristicas que favorecen la dispersion de
sus propagulos a largas distancias, deberian presentar una estructura genética
con menor diferenciacion en término de las frecuencias alélicas interpoblacionales
que las especies con dispersibn mas localizada. Ahora bien, a medida que
aumenta la distancia de dispersion del polen y semillas aumenta también la escala
espacial a la que interactdan, ecoldgica y genéticamente, los individuos; de
manera que las poblaciones mas méviles estarian caracterizadas por un mayor
namero de individuos que interactuan reproductivamente. Por eso, y debido a que
la tasa de deriva genética es inversamente proporcional al tamario de la poblacién,
tales especies deberian mantener, a nivel de poblacién, una diversidad genética
mayor que las especies con dispersion mas localizada. Asi mismo, los organismos
con mayor potencial de dispersion también deberian mantener una mayor
diversidad genética a nivel de especie, ya qué una migracién marcada disminuye
las probabilidades de que se extinga una poblacién local o de que se pierdan los
alelos locales (Nason, 2002). Hamrick & Loveles (1986) basandose en
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presenta diferentes fenologias florales y horas de antesis, tienen diferentes
visitantes florales como colibries, murciélagos, y posiblemente polillas. Martinelli
(1994) realizé6 una extensa y muy completa revisién bibliografica de la biclogia
reproductiva de la familia Bromeliaceae, cuyos resultados sefialan que el principal
sindrome de polinizacién en la familia es la ornitofilia.

Gardner (1986) realizd observaciones de fa arquitectura floral,
pigmentacién de la flor e inflorescencia y fenologia de 85 especies en el género
Tillandsia subgénero Tillandsia y subgénero Allardtia, para evaluar su contribucién
al conocimiento de la biologia de polinizacién y al sistema de cruzamiento en el
género. Estas observaciones las enmarcé dentro de cinco grupos que resultaron
de un estudio taxonémico con la idea de producir una clasificacion mas natural
que la existente (Smith & Downs, 1977).

E! primer grupo compuesto por la gran mayoria de los taxa estudiados
(60), agrupa especies con flores sin fragancia perceptible, de pétalos delgados,
que se enrollan en un tubo que se constrifie apicalmente, filamentos alargandose
de que las anteras maduren, de esta manera las anteras hacen contacto con el
estigma; las bracteas son de colores brillantes, y la floracion es nocturna o
crepuscular; todo esto sugiere que la ornitofilia es el principal sindrome de
polinizacion de este grupo, seguido por fa entomofilia (polillas y abejas) (Gardner
1986, Benzing 1980). En este grupo se encuentra Tillandsia brachycaulos.

Tillandsia brachycaulos presenta inflorescencias con un escapo reducido o
ausente, en cuyo caso la inflorescencia esta escondida por las bracteas rojas de la
inflorescencia, del escapo y por las hojas, las bracteas florales son lanceoladas,
delgadas, tan largas como los pétalos; las flores son sésiles, la corola es de forma
tubular, erecta, los sépalos son verdes, elipticos, ligeramente fusionados, los
pétalos morados, con estambres y estigma exertos. Las flores producen néctar y
no presentan fragancia perceptible, con antesis diuma y longevidad de un dia.
Todas estas caracteristicas nos indican que el posible polinizador es un colibri.

El segundo grupo presenta especies con pétalos de color bianco o verde
amarillento, flores sin fragancia perceptible, sugiriendo posiblemente polinizacién
por mariposas nocturnas (Gardner, 1986). El grupo tres (el cual incluye Tiffandsia
elongata var. subimbricata), el cual cuenta con observaciones en cultivo pero no
de campo, especies como Tillandsia deppeana Steud., T. imperialis E. Morren ex
Roezl., fueron visitadas por abejas (Benzing 1980; Gardner, 1986) y T. ponderosa
L. B. Sm. por abejas y abejorros. Los grupos cuarto y quinto, contienen especies
cuyas caracteristicas sugieren que el principal polinizador podria ser una mariposa
nocturna, debido a la palidez de sus flores. Gardner concluye que ciertamente la
ornitofilia es el principal sindrome de polinizacién, aunque podemos encontrar
polinizacién por mariposas nocturnas en especies de los cinco grupos, excepto
que las emisiones de fragancias solo estuvieron presentes en algunas de éstas
especies.

Tillandsia elongata var. subimbricata presenta una inflorescencia erecta,
pinnada o débilmente pinnada, un escapo erecto, flores ligeramente divergentes,
con pétalos basalmente blanco verdosc y apicalmente morados formando un tubo
basalmente y luego expandiéndose, nunca tubulares, con antesis diurna (Ultimas
horas de la tarde) produccién de néctar y sin fragancia perceptible; estigma y
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visibilidad de las flores por el polinizador, durante la época de secas que es
cuando sucede la floracion de la especie.

La eficiencia natural se define como la capacidad que tienen las especies
para tener éxito en su sistema reproductivo y poder perpetuarse como especie. Se
determina contando el numero de flores por inflorescencias y de frutos producidos
por infrutescencia, asi como el nimero de 6vulos por ovario y de semillas por
fruto, niveles de aborto de flores-fruto, aborto de 6vulos y de semillas (Grases y
Ramirez 1998). Garcia-Franco (1990) determiné este parametro en Tilflandsia
deppeana realizando pruebas de germinacion de semillas; encontrando que
menos de una cuarta parte de las flores producen frutos con semillas fértiles, por
lo que el autor concluye que la eficiencia reproductiva de la especie es
relativamente baja. Estos resultados segin el autor pueden deberse a una
limitacion en el polen y que pocas flores lleguen a ser polinizadas, o que habiendo
suficiente polen, exista una deficiencia de polinizadores, o finalmente, que exista
aborto selectivo de algunos frutos.

En este contexto, el objetivo de este trabajo fue determinar aspectos
generales de la biologia reproductiva de Tillandsia elongata (Kunth) var.
subimbricata (Baker) L. B. Sm. y de Tillandsia brachycaulos Schitdl., en el Parque
Nacional de Dzibilchaltun en Yucatan México.
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MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realizé en dos aflos consecutivos y en dos grandes areas
diferentes. En el afio 2002, trabajamos en el primer sitio, el cual esta situado al
costado derecho de la entrada de servicio del parque (parcela uno de Tillandsia
brachycaulos y de T. elongata var. subimbricata) y durante el afio 2001,
trabajamos en la parte central conocida como La Herradura (parcela 2 de
Tillandsia brachycaulos y T. elongata var. subimbricata). Entre ambas areas hay
una separacién espacial de aproximadamente de 350 metros (Figura 3).

Inicialmente se hizo un recorrido y localizacion de todos los sitios en los
que se encontraran individuos de Tiflandsia elongata var. subimbricata y T.
brachycaufos en estado reproductivo dentro de las areas para posteriormente
seleccionar las parcelas. Las plantas de Tillandsia elongata var. subimbricata
crecen en sitios localizados o en parches, a menores densidades que la otra
especie, Tillandsia brachycaulos la cual practicamente se le puede encontrar por
todo el parque.

MATERIAL DE CAMPO

Seleccionamos durante el periodo de floracidn de junio a septiembre del
afio 2000, 47 plantas con un total de 336 flores para Tillandsia brachycaulos y
para T. elongata var. subimbricata, utilizamos 57 plantas y un total de 1542. Al
siguiente ciclo de floracion en el afio 2001, se utilizaron paran T. brachycaulos 64
plantas y 184 flores, mientras que para 7. elongata var. subimbricata utilizamos
44 plantas y 341 flores. Se realizaron varios experimentos para determinar: la
biologia floral y los sistemas de apareamiento.

ESTUDIOS DE BIOLOGIA FLORAL
Analisis morfolégico

Con el objetivo de estudiar la morfologia floral, colectamos en agosto del
2000, 20 flores por especie, provenientes de mas 15 individuos repartidos en las
tres parcelas. Determinamos las dimensiones florales en estas 20 flores, donde
medimos longitud y didmetro de fa flor, de las bracteas, sépalos, pétalos, ovario y
estilo; fa longitud de los filamentos, el diametro de las anteras y contamos el
nimero de dvulos por flor. Para realizar esta actividad, las flores que colectamos
las preservamos una solucién de alcohol (etanol) 70% y 5% de glicerina, para
posteriormente ser estudiadas en el laboratorio con la ayuda de una hoja de
bisturi, una pequefia regla graduada, un microscopio estereoscopio y un calibrador
vernier. Estos estudios se realizaron con la finalidad de conocer la variacion en la
morfologia floral de ambas especies en el sitio de estudio y para poder sugerir al
menos parcialmente, un posible sindrome de polinizacion.
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Obtenido los resultados de cada una de las muestras (m), se procede a
calcular el nimero de granos de polen por antera por taxon en las dos muestras,
estas se sumaron y se dividieron entre dos:

# granos de la m1 + # granos de polen de la m2= Total granos de polen por antera
2

El numero de granos de polen por antera se multiplicé por el total de
anteras (6) por flor obtenida en el andlisis morfol6gico para estimar el niumero de
granos de polen por flor por especie.

Fertilidad de polen

E! porcentaje de fertilidad del poien se obtuvo baséndose en el porcentaje
de granos de polen viables en una muestra de 600 granos de polen para Tillandsia
brachycaulos y 600 granos de polen para T. elongata var. subimbricata. Se
prepararon las muestras de polen por especie, cada muestra fue previamente
tefiida con una solucién preparada con una gota de azul tactofenol y una gota de
glicerina; los granos de polen se montaron sobre un portaobjetos y se dejaron
reposar por 24 horas para asegurarnos del que nucleo del polen quede bien
tedido. Se realizd un conteo bajo un microscopio estandar Carl Zeiss a 10X,
comenzando por un extremo y moviendo el portaobjetos hacia arriba hasta llegar
al otro extremo y moviéndolo hacia la derecha (barriendo) y contando hasta
completar en este caso 600 granos de polen. Se pueden observar e identificar dos
tipos de granos de polen, los granos de polen normal (fértiles) y los anormales (no
fertiles). Los granos de polen fértiles se tifien y los no fértiles no se tifien cuando
se ponen en contacto con el lactofenol. Porcentajes por arriba del 90% de granos
de polen fértiles se interpretan como fertilidad alta (F. Barredo, com. per. ).

Relacién polen/ovulo (P/O)

Las proporciones P/O fueron determinadas dividiendo el numero de
granos de polen por flor entre el numero de évulos por flor (Cruden, 1977) citado
por Pérez (1990). El nimero de 6vulos se calculé6 de una muestra de 20 flores
para cada taxa. Los valores mas altos de la refacion P/O se registran, por ejemplo,
para plantas aneméfilas (xendgamas), mientras que los menores se registran para
plantas cleistbgamas.

Germinacioén de polen

Para el caso de Tillandsia brachycaulos, colectamos el polen de flores que
estaban en antesis aproximadamente a las 9:00 hrs y en fiores que abrieron un dia
antes (24 horas), esto lo hicimos para los afios 2000 y 2001. En el caso de
Tillandsia elongata var. subimbricata en el afioc 2000, se colecté polen de flores
cerradas, ya que considerabamas que las flores eran cleistbgamas , pero luego de
observaciones de plantas en cultivo, constatamos que las flores eran de antesis
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El patrobn de produccion de néctar se puede relacionar con la hora de
apertura floral, hora de antesis y procesos de reabsorcion y cambios en la
concentracion de néctar, asi como puede relacionarse también, con especies que
tienen diferentes sistemas de apareamiento (autogamia estricta vs. xenogamia
estricta).

Adicionalmente, medimos la cantidad de néctar en flores no embolsadas
durante los periodos de apertura floral, antesis y cierre floral, 5 flores por cada
toma en Tillandsia brachycaulos (15 flores en total), y 2 para cada toma T.elongata
var. subimbricata (6 flores en total), durante un dia solamente para ambas
especies. Los resultados aqui obtenidos los comparamos con aquellos obtenidos
en flores protegidas, lo que nos permite estimar si el recurso estd siendo
consumido (por polinizadores o ladrones de néctar). Si el consumo de néctar en
flores no protegidas es por polinizadores, deberiamos observar entonces,
resultados que asi lo indiquen en la produccion de frutos en plantas no protegidas
(polinizacion natural, ver mas adelante). El patron de variacion (diferentes
cantidades en las flores estudiadas en un determinado momento), nos permite
inferir el comportamiento de los polinizadores y/o ladrones de néctar y el patrén de
produccion de néctar.

Concentracion total de azucares del néctar

Este parametro se estimé en fas muestras colectadas en los dos
experimentos anteriores, usando un refractdbmetro manual Atago modelo N-1E de
0-32% Brix y se expresa como concentracion total de azucares en grados Brix.

Estudios de la biologia de polinizacién

Las especies polinizadoras y modo de polinizacion se determinaron
mediante la observacion directa de la actividad de los visitantes. En ambas
especies por la forma y color de las flores de ambas, sugiere que el sindrome de
polinizacion es la ornitofilia, por lo cual se colocaron mallas de niebla para atrapar,
identificar y retirar polen de los colibries. Lamentablemente no se pudieron
capturar ya que las aves evadian las mallas. La identificacién de los colibries
observados fue realizada por comparacion directa de los pajaros al observarlos
con binoculares y/o fotografiarlos, con las descripciones e ilustraciones publicadas
por Peterson & Chalif (1973). Se consideraron que aquellos que al libar en la flor
tocaban las anteras y se llevaban polen, eran los posibles polinizadores, en
comparacion con aquellos agentes visitantes que solo visitaban sin entrar en
contacto con ningun 6rgano sexual de 1a flor.

Sistemas de apareamiento

El sistema de apareamiento se estimé realizando 4 pruebas controladas
siguiendo la metodologia de Grases & Ramirez (1998) en flores hermafroditas
(homomdrficas y heteromorficas), sub-monoicas y monoicas: se localizaron
individuos de Tillandsia elongata var. subimbricata y de T. brachycaulos con
yemas florales maduras y préximas a abrir. Se usaron al menos 30 flores para
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Anemofilia (AN)

Se seleccionaron yemas proximas a abrir y se emascularon, se cubrieron
con una bolsa de polinizacion, que permite la entrada de polen pero no la de
insectos o aves. Para Tillandsia brachycaulos se utilizaron 4 plantas y 23 yemas
en el afio 2000, asi como 12 plantas y 30 yemas en el 2001; en T elongata var.
subimbricata solo se realizé en el afio 2001 en 7 plantas y 30 flores. Para cada
tipo de prueba aplicada se cuantific6 el nimero de frutos y semillas producidas.

Eficiencia natural

Para este experimento, en el periodo de floracién del 2000 para Tillandsia
elongata var. subimbricata, utilizamos 31 plantas y 1348 yemas florales, el 2001
usamos 3 plantas y 112 yemas florales; en lo que respecta a T. brachycaulos,
utilizamos en el afio 2000, 15 plantas y 125 yemas, y en el afio 2001, 6 plantas y
30 yemas, a las plantas se les quitaron las flores y los frutos ya existentes,
ademas se dejaron sin cubrir para que se llevara a cabo la polinizacién natural.
Las semillas producidas en esta prueba se germinaron de la misma forma que las
anteriores y en igual cantidad. Se obtuvo el promedio y el porcentaje de
germinacion para ef tratamiento y realizamos un analisis de eficiencia natural,
comparando el nimero de flores utilizadas, con el nimero de frutos amarrados, el
numero de évulos por ovario y de semillas por fruto.

indice de Fertilidad

Estos indices se calcularon basandose en el porcentaje de amarre frutos
en las pruebas de polinizacion automatica y polinizacion cruzada: PA/PC (IAF;). De
fa misma manera se calcula para el nimero de semillas (IAFs) en cada uno de los
cruces mencionados, o para el porcentaje de germinacién de semillas. Valores de
los indices mayores de 1, sugieren que existe una compatibilidad o una
polinizacion autégama (sin mecanismos de polinizacion). Indices menores de 1
sugieren que la especie depende de un agente polinizador para poder producir
frutos o semillas y que la planta es alégama (geitonogamia o xenogamia) (Wendt
et al. 2002).

indice de Autocompatibilidad

Se calcularon basandose en el porcentaje de frutos producidos en
autopolinizacibn comparados con aquellos producidos en polinizacién cruzada:
AP/PC (IACy). Igual se calcula para el nimero de semillas totales o el nimero de
semillas viables (germinadas) (IAC;). Valores de indices iguales 0 mayores de 1,
indican que la planta es completamente autocompatible, mientras que valores
entre 1-0.7, indican una autocompatibilidad parcial. Y por (litimo, los valores
menores de 0.75, indican una incompatibilidad parcial.
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RESULTADOS

Tillandsia elongata (Kunth) var. subimbricata (Baker) L.B. Sm.

Estudios de Biologia Floral
Analisis morfolégico

La planta tiene una altura de 0.20-1m cuando esta en floraciéon. Las
inflorescencias miden de 10-80 cm de altura (medidas desde la base de la
roseta), una panicula pinnada o débilmente pinnada, alargada, como unidad de
atraccion y la flor como unidad de polinizacién. Las flores miden 2.25 + 0.074 cm
fargo y 0.45 + 0.043 cm de diametro, el ovario 0.62 + 0.08 cm largo, 0.20 £ 0.00
cm de diametro, trilocular, con un promedio de 40.1 £ 5.25 évulos por l6culo, la
bractea floral 2.54 + 0.135 cm de largo y 1.725 £ 0.192 de ancho, 3 sépalos de
1.87 = 0.122 cm de largo por 0.536 + 0.022 de ancho cada uno, tres pétalos con
una longitud de 1.598 + 0.73 cm y un ancho de 0.536 £+ 0.093 cm cada uno, estilo
de 0.976 + 0.25 cm de longitud. Las plantas presentan en su coloracién un
predominio de colores verde amarillento en la inflorescencia al igual que las
bracteas; flores con corola blanca basalmente, purpura apicalmente. La corola es
tubular, con las laminas de los pétalos abriéndose formando una estructura
campanulada, erectas. Los estambres y el estigma se encuentran insertos en el
tubo de la corola, no son visibles. La planta se reproduce principaimente por
semillas, en ocasiones cuando la planta sufre un dafio en el meristemo apical por
pudricién o dafio mecanico, produce una roseta en las axilas foliares o0 en la base
de la planta.

Antesis

La antesis de la planta fue crepuscular, entre las 17:00 y 18:00 horas,
aunque la flor abre a las 15:00 hrs y cierra a las 20:00 hrs. En promedio abren el
5% de las flores en una inflorescencia por dia y la floracién se prolonga varios dias
dependiendo del nimero de yemas florales que tenga una planta, el cual fluctia
de 8 hasta 154 yemas por planta encontradas en el sitio de estudio.

Relacion polen/évulo y fertilidad del polen

La relacion polen/évulo se calculd dividiendo el numero de granos de
polen producidos por flor (6 veces el que produce una antera), por el nimero de
6vulos por flor (3 veces el producido por l6culo). Los resultados indican una
relacion polen O6vulo P/O (699/120.3)= 5.81 en Tillandsia elongata var.
subimbricata. La fertilidad de los granos del polen estimada por el proceso de
tincion con lactofenol, resultd ser por encima de un 97%. Estoa parédmetros se
pueden relacionar con el nimero de semillas producidas, el nimero de 6vulos y el
porcentaje de aborto de évulos.
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Cuadro 2. Resultado de los cruces controlados en Tillandsia elongata var. subimbricata, indicando
nimero de flores tratadas, nimero de frutos obtenidos y porcentajes de fructificacion. Los literales con
la misma letra no difieren estadisticamente (X** 3.84).

Cruce AP(a) | PA(b) | PC(c) | PN (a,b) | AN (d) | AG (d)
# Flores 51 269 26 1421 30 32

# Frutos 33 123 2 800 0 0

% fructificacion | 64.70 { 45.72 | 7.7 56.3 0 0

La planta presenta porcentajes de fructificacion por polinizacion
automatica (45.72%) significativamente menores a los producidos por
autopolinizacion (manual) (64.70%), por lo que sugerimos que la planta es
autégama (Cuadro 3) pero que ademas puede presentar dicogamia o hercogamia,
ya que el porcentaje de fructificacién es mayor cuando se realiza la polinizacion
que cuando se autopoliniza la flor sin asistencia.

Al calcular el indice de autogamia (Cuadro 3), los valores son de 0.70
cuando se calcula en base a numero de frutos y, cercanos a 1 cuando se calcula
con el nimero de semillas, sugiriendo que no hay efecto por consanguinidad. La
misma tendencia se observa con el indice de autocompatibilidad, asi como
también este indice indica que la asistencia de un vector de polen (polinizador) no
es necesaria para producir los frutos. Para el caso del calculo de cualquiera de ios
indices con el niumero de semillas, los valores son altos para los tres indices,
indicando que no hay efecto de consanguinidad, ya que siempre puede haber
formacién de frutos sin semillas, contrario a este caso. En importante destacar que
los valores de polinizacién automatica son muy significativos y que posiblemente
siendo la especie autocompatibie, la polinizacion automatica se vea favorecida por
la cercania relativa de los 6rganos sexuales en el tubo de la corola y al periodo
corto de antesis, aunque no se alcanzan porcentajes de 100% de haber total
compatibilidad y ausencia de hercogamia y dicogamia.

Cuadro 3. Comparacion los indices fertilidad, autocompatibilidad y autogamia basados en numero de
frutos y semillas en Tillandsia elongata var. subimbricata.

Indices Fertilidad (PA/PC) Auto-compatibilidad | Autogamia (PA/AP)
(AP/PC)

Frutos (f) y|IAF; IAF IAC; IACs IAG; IAG;

semillas (s)

Valores 594423 ]0.99132 ]8.41176|0.97830 0.70633 10.9783

Namero de semillas por fruto

El numero de semillas por fruto por cruce fue calculado y los resultados se
muestran en el Cuadro 4. No existen diferencias significativas entre los
tratamientos [F(3,86)=2.30; p<0.0829], pero se puede observar que el nimero de
semillas producidas en los frutos por polinizacion cruzada es relativamente mas
alto y mas constante en su alto nimero de produccion de semillas.
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Cuadro 6. Eficiencia natural de Tillandsia elongata var. subimbricata.

No. de Flores No. de Ovulos
r\#;. rgse frutos en abortadas No'o?i\?:ﬁéos semillas por abortados
PN (%) P fruto (%)
1421 800 43.70 120.315.25 115%5.0 4.16

Tillandsia brachycaulos Schitdl.
Estudios de Biologia Floral
Analisis morfolégico

Las plantas se reproducen por semillas, pero crecen principalmente
mediante la emisién de hijuelos en la base de la roseta, formando colonias. La
planta llega a medir hasta 28 c¢cm de altura cuando esta floreciendo. Posee un
escapo muy reducido, la inflorescencia se encuentra inmersa dentro de las
bracteas del escapo y de las hojas. Las bracteas toman parte en la atraccion de
polinizadores y se tornan de color rojo cereza, las bracteas florales son
lanceoladas con una longitud de 1.5 £ 0.19 cm y 0.7 £ 0.8 cm de ancho. La flor es
la unidad de polinizacion y es de color morado intenso con una longitud de 5.4 £
0.3 cm y un diametro de 0.4 £ 0.05 cm, tres sépalos de 1.36+0.145 cm de largo y
0.37+0.045 cm de ancho, tres pétalos de 4.07+0.342 cm de longitud y 0.60+£0.054
cm de ancho, abriendo un promedio de 4.5 flores por dia. El ovario es glabro,
trilocular de 0.6 t+ 0.04cm de longitud y 0.22 + 0.03 cm de diametro,
aproximadamente 54.8% 6.3 6vulos por I6culo. La corola es tubular, las estructuras
reproductivas son exertas.

Antesis

Las flores en Tillandsia brachycaulos abren a las 7:00 horas y se
mantienen abiertas durante 10 horas en promedio, las anteras emergen antes que
el estigma vy el polen esta disponible a las 8:00; posteriormente el estigma emerge
en promedio a las 9:00 horas y esta receptivo a partir de ias 9:30 y 10:00 de la
mafana. La longevidad foral es de aproximadamente 9 horas, a partir de las 07:00
de la mafiana que es cuando abre la flor hasta las 16:00 horas, cuando la flor se
empieza a marchitar y se torna flacida.

Relacién polen/évulo y fertifidad del polen

La relacion P/O es cercana a 7 en Tillandsia brachycaulos, esto es, que
existen ca. 7 granos de polen por cada 6vulo. La fertilidad de los granos de polen
esta por encima de un 97%.

Patrén de produccién de néctar

La Figura 5 muestra resultados de la produccibn de néctar y la
concentracion del mismo expresada en grados Brix durante las horas de apertura
floral. Se tomaron muestras desde las 7:00 am y se registraron cantidades a partir
de las 8:00 am, cuando alcanza su maximo de produccion para ambos
tratamientos. En ambos tratamientos tanto el volumen como la concentracién del
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polinizador. En la zona de estudio se han encontrado plantas presumiblemente
hibridos entre Tillandsia brachycaulos y T. balbisiana, otra especie con floraciéon
en la misma época de T. brachycaulos (I. Ramirez com. per.). Observamos que el
colibri Amazifia yucatanensis visita al mismo tiempo a Tillandsia brachycaulos y T.
balbisiana, inclusive visitando una misma planta en repetidas ocasiones. Las
pruebas de anemofilia no generaron frutos, por lo cual descartamos que en
Tillandsia brachycaulos el viento actie como vector del polen.

Sistema de apareamiento

La especie es hermafrodita y no es apomictica y precisa de un vector
biético de polen. La comparacion con pruebas estadisticas de los resuitados de
porcentaje de produccion de frutos luego de pruebas controladas, indican que si
hay diferencias entre algunos de los tratamientos: autopolinizacion (19.35%) no es
significativamente diferente de polinizacién automatica (23.85%), lo cual sugiere
que el proceso de autopolinizacion se puede llevar a cabo con o sin presencia de
vector de polen y que hay sincronia de maduracién de drganos sexuales y no hay
barreras espaciales para que ambas estructuras entren en contacto. Los
porcentajes de fructificacion por polinizacion natural y cruzada no son
significativamente diferentes, indicando que hay un eficiente movimiento de polen
por colibries.

Cuadro 7. Resuitado de los cruces controlados en Tillandsia brachycaulos, indicando numero de flores
tratados, numero de frutos obtenidos y porcentajes de fructificacion. Los literales con la misma letra no
difieren estadisticamente (X** 3.84).

Cruce AP(c) | PA(b,c) | PC(a) | PN (a) | AN(d) | AG (d)
# Flores 62 109 63 155 56 50
# Frutos 12 26 27 7 0 0
% fructificacion | 19.35 | 23.85 42.85 |49.67 |0 0

Cuadro 8. Indices de fertilidad, autocompatibilidad y autogamia en Tillandsia brachycaulos en el afio
2001, basados en la produccién de semillas (s) y frutos (f).

Fertilidad (PA/PC) | Auto-compatibilidad (AP/PC)| Autogamia (PA/AP)
1AF; IAFg IAC; IAC, 1AG¢ I1AG,
0.55657 {0.98624 | 0.45161 1.00529 1.2319 {1.9810

Tillandsia elongata var. subimbricata es una planta autocompatible con
altos calores de autogamia. Los valores de los indices de fertilidad cuando
basados en frutos (0.55657), son mucho menores que cuando se calcula por
semillas (0.98624), indicando que aunque se producen pocos frutos, las semillas
tienen alta viabilidad (se contabilizaron solo semillas con embrion). El indice de
autocompatibilidad por otro lado, muestra fa misma tendencia que el indice
anterior en lo que respecta altos valores al tomar en cuenta frutos y semillas, su
valor de 1.00529 indica que no hay depresién por consanguinidad (no afecta el
nimero de semillas viables). Por Gltimo el indice de autogamia, tiene la misma
tendencia que el anterior. No obstante, la planta tiene la capacidad de ser
autocompatible lo cual ie podria permitir, en caso de una colonizacion en el que
generalmente llega una sola semilla y no hay fuentes cercanas de polen externo,
el poder autopolinizarse y producir semillas para la conquista de nuevo forofitos
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Cuadro 11. Eficiencia naturai de Tillandsia brachycaulos

#Flores | #Frutos | %Aborto #Ovulos/ovario |# de semillas x| %Aborto
flores fruto ovulos
155 77 50.32 164.4516.26 | 134.65+20.7 18.24%

Comparacion entre especies

La figura 6 muestra la comparacion del volumen de néctar de ambas
especies, Tillandsia brachycaulos produce un volumen maximo de 4.5 pl de néctar
en flores embolsadas y 4 pl sin embolsar, mucho mayor que la cantidad de néctar
que producen las flores de Tillandsia elongata var. subimbricata, las cuales
producen relativamente menores cantidades maximas de volumen en ambas
condiciones (1.08 ul en flores embolsadas y ligeramente menor en flores sin
embolsar). En Tillandsia brachycaufos en cuanto abre la flor, inmediatamente se
detecta néctar disponible (8:00 horas), por el contrario en Tillandsia elongata var.
subimbricata el néctar lo comienza a producir después de 2 horas que se completa
la elongacion y apertura floral.

La longevidad floral es muy diferente ambas especies, en Tillandsia
brachycaulos las flores permanecen abiertas por aproximadamente 7 horas,
mientras que el T. elongata var. subimbricata apenas 4 horas.

Hh o
"

Volumén en
microlitros
N

o
"

07:00  09:00 11:00 13:00 15:00 17:00 19:00
Tiempo de Observacion (hrs)

—&—T. brachycaulos c/bolsa ---®--- T. brachycaulos s/bolsa
—#—T. elongata c/bolsa — #& —T. elongata s/bolsa

Figura 6. Comparacién de la cantidad y concentracion de azucares totales del néctar en Tillandsia
elongata var. subimbricata y T. brachycaulos, en fiores embolsadas y sin embolsar

La cantidad de néctar varia entre especies, es decir T. elongata var.
subimbricata produce menor cantidad de néctar posiblemente relacionado con su
sistema de apareamiento, donde las flores al autopolinizarse, han evolucionado un
sistema de poca oferta de recompensa al polinizador innecesario, aunque si
produce néctar como una opcién a la atraccién de agentes polinizadores para
poder posibilitar una variabilidad genética a sus poblaciones, mientras que T.
brachycaulos si produce mas néctar ya que ofrece mas recursos a los
polinizadores y lleva a cabo principalmente polinizacion cruzada,

La figura 7 presenta una comparacion de la concentracion total de
azucares en flores embolsadas y sin embolsar de ambas especies. Los resultados
son similares (Tillandsia brachycaulos 26.88° Brix y T. elongata var. subimbricata
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Cuadro 12. Indices de fertilidad, auto compatibilidad y autogamia basados en frutos producidos (f) y
semillas producidas (s) en los cruces de autopolinizacién, polinizacion automatica y polinizacion
cruzada, en Tillandsia elongata var. subimbricata y T. brachycaulos.

Taxén Fertilidad Autocompatibilidad Autogamia
(PA/PC) (AP/PC) (PA/AP)
IAF; |AF; 1AC; IAC, 1AGy 1AG

T. brachycaulos 0.55657 | 0.98624 | 0.45161 1.00529 |1.2319 11.9810

T. elongata var.|5.944230.99132(8.41176 [0.97830 |0.70633 (0.9783
subimbricata

Individuos de Tillandsia elongata var. subimbricata son capaces de
producir frutos y semillas de manera espontanea en ausencia de polinizadores, ya
que el indice de fertilidad de frutos es alto (IAFl; =5.94), mientras que el caso de
semillas fue cerca de 1 (lAFls =0.99). La diferencia de ambos valores indica que
hay una marcada produccién mas aita de frutos por polinizacién automatica pero
que la consanguinidad no esta afectando la produccion de semillas ya que el IAF;
en muy cercano a 1.

Individuos de Tillandsia brachycaulos presentan un indice de fertilidad
calculado en base a los frutos menor de 1 (IAFly =0.55657), lo cual indica que
depende de la actividad de los polinizadores para la produccién de frutos. Mientras
que en la produccion de semillas se observd que el indice fue 0.98624,
evidentemente la viabilidad de las semilias no depende directamente de un
polinizador para la generacién de frutos.

Para individuos de Tillandsia elongata var. subimbricata se pudo apreciar
que el valor de autocompatibilidad basado en frutos fue por mucho mayor de 1
(ISCly = 8.41176), indicando que la especie es totaimente auto compatible,
mientras que en el caso del calculo con semillas, se observé un valor ligeramente
menor de 1 (SCl; 0.97830), sugiriendo que en esta especie no existe un efecto de
la depresién por consanguinidad medido como la viabilidad de las semillas.

Para el caso de Tillandsia brachycaulos, se observd que los indices de
autocompatibilidad basados en frutos son menores de 1 (ISCl; =0.45161). Segln
la clasificacion de Wendt et al. (2002), esta especie presenta valores que sugieren
una incompatibilidad parcial. Cuando el indice es calculado en base a semillas
viables, sugiere que la especie es autocompatible ya que el indice calculado fue
ligeramente mayor de 1 (ISCls =1.00529). Por lo tanto, como se menciono antes,
Tillandsia brachycaulos es una especie que tiende a la autoincompatibilidad ya
que arroja indices por debajo de 0.5, pero cuando el indice es a partir de semillas
viables, la especie parece ser autocompatible, mediante estos resultados se
puede interpretar que esta especie no sufre los estragos de la endogamia y que la
medida en base a frutos puede ser erréneas y/o incompletas.
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produccion de néctar pero redujo la habilidad de planta para producir semillas. Las
plantas de Tillandsia brachycaulos produjeron una cantidad maxima de 4.6 pl de
néctar y las de Tillandsia elongata var. subimbricata ca. 1 pl, ambos taxa ofrecen
una recompensa que es relativamente baja en cantidad, pero con un 25.45% de
azucares totales en Tillandsia brachycaulos y 28.5% en T. elongata var.
subimbricata. Este tipo de néctar cumple con las necesidades requeridas por
colibries (Garcia-Franco 1990).

Es importante mencionar que plantas bajo severo estrés ambiental, y con
un costo alto en los procesos reproductivos, han desarrollado mecanismos de
adaptacién que les permita ser exitosas en estas condiciones e incrementar su
fitness. Un mecanismo de adaptacién que les permita recuperar el néctar no
utilizado, después de ser 0 no polinizadas las flores, podria ser una ventaja para
plantas que necesitan, uno o pocos eventos de polinizacién para la produccién de
frutos (Koopowitz & Marchant, 1998). La reabsorcion de néctar ha sido reportada
en pocas familias de plantas como la Brassicaceae, Fabaceae, Mirtaceae, entre
otras (Cruden et al,, 1983; Burquez and Corbet, 1991 citado por Koopowitz and
Marchant, 1998).

En ambos taxones, se observa una disminucién marcada del néctar en
cantidad y calidad una vez que se alcanza el pico maximo de produccion, en flores
embolsadas y sin embolsar, lo que nos sugiere que probablemente las plantas
reabsorban el néctar que no se utilizé, plantas a las que le fue removido el néctar
por colibries presentaron el mismo comportamiento. Este comportamiento puede
ser una estrategia importante para plantas que se desarrollan en condiciones
xéricas o con limitaciones hidricas y nutrimentales, como en muchas orquideas
(Koopowitz and Marchant, 1998) o como las tillandsias epifitas, en las cuales la
disponibilidad de nutrientes en baja y el costo energético de producir néctar el muy
alto.

SISTEMAS DE APAREAMIENTO

El sistema de apareamiento de las plantas esta influenciado por una
combinacién de factores, intimamente ligado con los indices de recombinacion
genética dentro de las poblaciones (Martinelli, 1994). Entre estos factores
encontramos a la autopolinizacién y la polinizacién cruzada, plantas capaces de
auto polinizarse y auto fertilizarse (autogamia). La fertilizacion cruzada se ve
favorecida a través de mecanismos de autoincompatibilidad genética (Gibbs,
1990).

En el caso de las Tillandsias estudiadas, Tillandsia elongata var.
subimbricata se observé que esta especie es capaz de producir frutos y semillas
de manera espontanea en ausencia de polinizadores, asi el indice de fertilidad de
frutos fue alto (AFI; 5.94), mientras que en el caso de semillas fue cerca de 1 (AFl;
0.99). La ausencia de polinizadores en las horas de antesis de las flores, no
interfiere en la alta produccién de frutos y semillas en condiciones naturales, ya
que la alta cantidad de frutos producidos en inflorescencias cubiertas
(embolsadas) indica que esta especie tiene un mecanismo de autogamia.

Para Tillandsia brachycaulos, se observo algo diferente, ya que el indice
de fertilidad de los frutos fue menor de 1 (AF} 0.55657), lo cual indica que esta
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genética mayores (Hamrick et al. 1981). El entrecruzamiento como sistema de
apareamiento es muy importante ya que es el que promueve el movimiento de
polen entre individuos y reduce la diferenciacion entre poblaciones (Hamrick,
1989).

Soltis et al. (1987) estudiaron la variacién genética en dos especies
epifitas del género Tillandsia, T. ionantha Planch. y T. recurvata L., las cuales
difieren en el sistema de apareamiento porque 7. ionantha presenta polinizacién
cruzada y T. recurvata se autopoliniza. Los datos electroforéticos indican niveles
extremadamente altos de autopolinizacién en Tillandsia ionantha 1a cual exhibe
caracteristicas propias de las especies que se autocruzan. Los valores de “P”
(proporcién de loci polimérfico) y “H” (porcentaje de hetorocigosis) de alelos por
locus, es mucho mas alto en T. ionantha que en T. recurvata. E| valor promedio
de F;; (indice de fijacién de un individuo relativo a la subpoblacién) para Tillandsia
ionantha es bajo (0.056) aproximadamente cercano con los valores en equilibrio
con Hardy-Weinberg, en contraste con los valores de F; de T. recurvata (1.00) lo
que indica una completa ausencia de heterocigotos. Las dos especies difieren
también en la estructura genética ya que los bajos valores para Fg (nivel de
divergencia de la diversidad genética total de una especie, que se reparte entre
diferentes poblaciones) en Tillandsia ionantha sugieren que existe pequefias
variaciones en las frecuencias alélicas entre sus poblaciones. Por el contrario, los
altos valores Fgy de obtenidos por Tillandsia recurvata sugieren una sustancial
heterogeneidad genética entre sus poblaciones. Los valores promedio de loci
polimérfico de Tillandsia ionantha (0.995) son un poco mayores que en T,
recurvata (0.931). Los datos genéticos de las poblaciones estan en concordancia
con lo sugerido por Benzing (1978), donde propone que las epifitas extremas
como T. recurvata se caracterizan por el incremento de la autogamia para
asegurar la alta produccion de frutos.

Del mismo modo Kress et al. (1990) estudiaron niveles de variacion
genética en especies del género Tillandsia que tienen diferentes sistemas de
apareamiento autopolinizacion y fertilizacion cruzada, utilizando 1a electroforesis
de isoenzimas. En Tillandsia recurvata tanto las anteras como el estigma estan
pegados en la corola en la parte mas profunda y la misma permanece
parcialmente cerrada durante la antesis. Por otro lado, en Tillandsia usneoides (L.)
L. los Idbulos de la corola permanecen extendidos y abiertos durante la antesis
exponiendo las anteras. Lo mismo que, en Tillandsia utriculata (L.) L, en donde
tanto los estambres como el estigma, estan exertos durante la antesis. Basados
en estas observaciones infirieron que la consanguinidad podria ser mayor en
Tillandsia recurvata que en Tillandsia utriculata & Tillandsia usneoides. Los datos
de fructificacién evidencian que Tillandsia utriculata y T. recurvata tienen un
amarre de fruto que se encuentra en proporcion al nimero de flores producidas,
sugiriendo que estas especies son ampliamente autégamas. Por otra parte
Tillandsia usneoides se caracteriza por una tasa de fructificacion baja en relacién
al numero de flores, lo cual sugiere que presenta xenogamia o cruzamiento libre.
Ellos predijeron que los estudios isoenzimaticos acerca de la variacion genética
dentro y entre poblaciones podrian darnos otra prueba de los sistemas de
entrecruzamiento en estas especies de Tillandsia. Los resultados indican que
Tillandsia usneoides presentd un mayor numero de loci, mayor heterocigocidad y
el mayor numero de alelos por poblacion comparadas con Tillandsia utriculata y
Tillandsia recurvata.
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ocho a nueve p.m.), y donde los 6rganos sexuales quedan incluidos en el tubo de
la corola, Poblaciones de ésta especie estan compuestas mayormente de plantas
originadas por semilla, mientras que T. brachycaulos presenta una morfologia
floral donde las flores son tubulares, corola parpura, érganos sexuales exertos,
ademds, tiene una alta proporcion de rosetas basales (hijuelos) comparada con
poblaciones de la otra especie. Todos estos factores sugieren diferencias en la
estructura y variacién genética de estas.

Por tanto, el objetivo de este trabajo es analizar la variacion y estructura
genética de Tillandsia elongata var. subimbricata y Tillandsia brachycaulos. Estas
dos especies nos serviran como modelos para comparar los niveles de variacion
geneética en las especies que presentan diferencias en la morfologia y biologia
floral, en la estrategia reproductiva y en la historia de vida.
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MATERIALES Y METODOS

La obtencién de datos e interpretacion se realizaron en agosto del 2000,
en los laboratorios de la Unidad de Recursos Naturales del CICY,

Para los analisis isoenzimaticos, nos basamos en la metodologia de Pérez
y Piflero (1997), con algunas madificaciones (ver Anexo)

COLECTA DE MATERIAL EN CAMPO

Es importante mencionar, que solo para los analisis de las primeras
poblaciones de Tillandsia elongata var. subimbricata y T. brachycaulos, el material
colectado se transport6 vivo y se cultivo en forofitos artificiales en el epifitario del
CICY; el material de las otras dos poblaciones restantes se colectd en campo en el
Parque Nacional de Dzibilchaltun. Se eligieron hojas jovenes, las cuales estaban
situadas en el centro de la roseta. Para la primera poblacién por especie, el
material se colecto por las tardes, dichos individuos provenian de una parcela
situada a un costado de la entrada de servicio (Parcela 1); en cuanto a las dos
poblaciones restantes, provenientes de los sitics conocidos como “La herradura” y
“El museo”, realizamos las colectas por la mafianas. Se cortaron
aproximadamente de 2 a 3 hojas por plantas, inmediatamente se envolvieron con
papel aluminio comercial y se etiquetaron con el nimero de planta y la parcela a fa
cual pertenecian; posteriormente se colocaron dentro de un termo con
refrigerante, y del parque se transportaron al laboratorio de Ja unidad de Recursos
Naturales para su inmediato tratamiento. Cabe destacar que desde el momento
del corte al macerado transcurrieron aproximadamente 2 horas.

TRABAJO DE LABORATORIO (MACERAR Y ALMACENAR)

Se tomaron muestras de material foliar para ser macerado
cuidadosamente en un mortero de porcelana, al cual se le agregd
aproximadamente un mililitro de nitrégeno liquido, una vez agregado el nitrégeno
se triturd el material, hasta que se obtuvo un polvo fino, a este se le agregaron 1.5
ml de buffer de extraccién, hasta formar una pasta homogénea. E| homogenizado
resultante fue absorbido en papeles filtro (wicks) de 1.5x 0.2x1.0 c¢m, estos
papeles se guardaron dentro de unos pequefios tubos de plastico Eppendorf, los
cuales se almacenaron dentro de un congelador a -10°C por una semana. Para la
preparacion del buffer de extraccion, utilizamos la receta de (Anexo1).

Corridas de geles

La extraccion se realizb con el buffer de extraccion. Se utilizo la técnica de
electroforesis de geles de aimidén, con una concentracion al 12 %, y los sistemas
de corrida Histidina citrato 1-12 vy litio borato 1-3 (Pérez & Piriero, 1997) histidina
citrato se corrié por 4 hora a 250 voltios y litio borato por 4 horas a 200 voltios. Se
utilizé un control al principio y at final de los carriles (anexo 2). Las enzimas se
tiieron con las metodologias de GDH, LAP, MDH, PGI, PGM, ACP, PER (anexo 3)
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genes analizados son polimoérficos, es decir, todos los genes tienen mas de dos
formas de alelo (Futuyma 1986). Se calcula de la siguiente manera:
p=x/m

Donde x es el nimero de loci polimérfico y m es el numero total de loci
muestreados. La heterocigosis observada hoy (He). Para la estructura genética se
utilizé el estadistico GST asi como la tasa efectiva de migracion de genes entre
poblaciones (Nm). La tasa de deriva genética es proporcional al tamafo efectivo
de la poblacién e inversa de flujo genético (Nason; 2002). Se espera, entonces
que las especies con mayor potencial de dispersién de polen y semillas, y con
unidades de apareamiento mas extensas, mantenga un nivel de diversidad
genética relativamente alto (He), y, por ende, un nivel de divergencia genética
entre poblaciones (Gst) relativamente bajo (Nason 2002).

Heterocigosis promedio esperada y observada.

Una segunda medida de la diversidad genética (heterocigosis promedio
esperada) también a nivel de poblacion y de especie, se refiere a la frecuencia
esperada de genotipos heterocigotos en un determinado locus (monomérfico y
polimérfico), suponiendo las condiciones de equilibrio de Hardy-Weinberg; es
decir, que ha habido apareamiento aleatorio. La diversidad genética de una
poblacién se calcula para cada locus y para cada poblacién como:

Hep=1-Zpi’

Donde pi es la frecuencia del enésimo alelo. Los valores de Hep se
promedian con respecto todos los loci examinados en todas las poblaciones para
tener un estimado medio de toda la diversidad genética que existe a nivel de la
poblacién. La diversidad genética a nivel de especie se calcula para cada locus
como:

Hes=1Ypi’

Donde i es la frecuencia media del enésimo alelo. La diversidad genética
se obtiene, entonces, promediando los valores de Hes con respecto a todos los
loci examinados. Si la frecuencia alélica es constante a través de todas la
poblaciones, entonces, las mediciones de diversidad genética, a nivel de
poblaciones y de especies, seran iguales. Sin embargo, normalmente las
poblaciones difieren en su frecuencia alélicas, de manera que cada poblacion
contendra Unicamente un subconjunto de la diversidad total observada a nivel de
especie. En consecuencia, la diversidad genética es por 1o general mas baja a
nivel de poblacién que a nivel de especie (Nason 2002).
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debido a que se ha perdido uno u otro alelo para un locus dado). Wright (1978)
citado por Nason (2002) sugirié las siguientes pautas para interpretar los valores
de Fsrly, por tanto, de Gsy): un rango de 0.0 a 0.05 indica poca diferenciacion
genética entre poblaciones (a nivel de la diversidad examinada), de 0.05 a 0.15,
una diferenciacion genética moderada, de 0.15 a 0.25 una diferenciacion genética
alta y valores superiores a 0.25 una diferenciacion genética muy alta. No obstante,
Wright (1978) citado por Nason (2002) advierte que “aun si Fst es 0.05 o incluso
menor, dicha diferenciacién no debe menospreciarse.

Para analizar la distribucién genética se calcula el indice de fijacion de
Wright (1951). Este es conocido como el indice de fijacién y se define como:

Fis. Indice de fijacién de un individuo relativo a la subpoblacién. Fis mide la
desviacién de un individuo con respecto a la poblacién. Toma valores de —1 y +1.
Si es negativo significa que hay exceso de heterdcigotos y puede deberse
principalmente a la seleccion del heter6cigo. Si es de cero quiere decir que la
poblacién esta en equilibrio de Hardy-Weinberg. Valores positivos indican una
deficiencia de heterocigotos. Si es de 1 significa que todos los individuos son
homécigos y los alelos provienen de un ancestro comun. Estos valores se pueden
deber a autopolinizacion, consanguinidad por apareamiento entre parientes, por el
efecto Wahiund y por seleccion a favor de homocigotos (Nei, 1987).

Fis para loci multialélicos se calcula:
(Hs-Ho)
Fig= —=-m-mmmeeeeeee-
Hs

En donde Ho es el promedio de la heterocigosis observada dentro de una
subpoblacion. Hs es el promedio de la heterocigosis esperada en las
subpoblaciones.

Fir. Indice de fijacion de los individuos respecto a total de poblacién. Es la
diferenciacion total ya sea por la endogamia o par la deriva génica, toma valores
de -1 +1. Valores negativos indican exceso de heterdcigos que puede ser por
selecciona natural o a favor de ellos, nUmeros positivos indican excesos de
homocigos y puede ser debido a deriva génica y/o endogamia. Si el valor es de
cero, indica un tamaro efectivo de poblacién grande y un alto flujo génico. Fit se
calcula de esta manera:

En donde Ho es el promedio de la heterocigosis observada dentro de una
subpoblacion. Ht es la heterocigosis esperada promedio en poblacion total.
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RESULTADOS

SISTEMAS ENZIMATICOS DE Tillandsia elongata var. subimbricata

Se ensayaron un total de 7 enzimas de las cuales 2 no presentaron
actividad (MDH y GDH). Las 5 enzimas con actividad fueron polimérficas (ACP,
PER, PGM PGl y LAP), con un total de siete loci.

Fosfatasa acida (ACP). El zimograma de la enzima ACP se presenta en la
figura (8). Se presentaron dos locus polimérficos Acp-1 y Acp-2, con 4 alelos cada
uno. En estos loci se observan el numero de bandas tipico de una enzima
monomérica, es decir los individuos homdcigos solo presentaron una banda y los
heterécigos dos.

ACP-1

11 [22 [33 [13 [23 [14 [24
ACP-2

11 [ 22 [12 [33 [13 [23 [24

Fig (8 ). Zimograma de los patrones de variacion de la enzima ACP ensayadas en 3 poblaciones
deTillandsia elongata var. subimbricata el Parque Nacional de Dzibilchaltin.

Peroxidasa (PER). La figura (9) muestra el patrén de bandeo encontrada
en esta enzima. Esta enzima presenté actividad solo para un locus (Per-2), en el
cual fue polimorfico, con 4 alelos, la enzima es monomérica, los individuos
homocigos solo presentaron una banda y los heterécigos dos.

PER-2

11 [22 [12 [33 [13 [23 114 [24
Fig (9). Zimograma de los patrones de variacidn de la enzima PER ensayadas en 3 poblaciones de
deTillandsia elongata var. subimbricata en el Parque Nacional de Dzibilchaltin.

Fosfoglucomutasa (PGM). En esta enzima se observo un solo locus (Pgm-
1) el cual fue polimérfico con 5 alelos (figura 10). La enzima es un monémero, y de
igual manera que en los casos anteriores, los individuos homdécigos presentan una
sola banda, y los heterécigos 2.
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Variacion genética enzimatica en Tillandsia elongata var. Subimbricata

Se detectaron un total de siete loci, los cuales fueron polimérficos, y un
numero maximo de seis alelos por locus. En la figura 12 se muestran los
estimadores de diversidad: Nomero de alelos por locus, frecuencias alélicas y
heterocigosis observada para cada locus y para cada subpoblacion estudiada de
Tillandsia elongata var. subimbricata. En las poblaciones de Tiflandsia elongata
var. subimbricata la heterocigosis observada fue similar para la mayoria de las
enzimas, el rango de variacion fue de 0.578 a 0.766, a excepcion del locus LAP-1
que varibé por debajo de este rango (0.420), la subpoblacién dos (Herradura)
presento un alelo mas para el locus PGI-2.

Cuadro 14. Frecuencias alélicas, numero de alelos por loci, heterocigosis observada en plantas de
Tillandsia elongata var. subimbricata en el Parque Nacional de Dzibilchaltun. El nGmero en paréntesis
es la cantidad de individuos ensayados para cada subpobiacion.

Alelo/Loci ACP-1 | ACP-2 | PER-2 | PGM-1 | PGI-1 | PGI-2 | LAP-1
Poblacion 11(20) (20) (20) (20) (19) (13) (12)
llDeme“

1 0.075 [0.150 |0.225 |0.250 |0.079 [0.077 [0.167
2 O.oco |0.400 |0.225 |0550 |0.289 |0.192 [0.750
3 0350 !0a50 [0325 [0.150 |0.105 [0.231 |[0.083
4 0.050 uud 0225 |0.050 |0.316 |0.500 |000
5 000 000 000 000 0.211 | 000 000

H locus/individual | 0.609 |0.631 |0.762 |0.626 |0.775 |0.680 |0.420
Alelo/Loci ACP-1 |ACP-2 |PFR-2 |PGM-1 |PGI-1 |PGI-2 |[LAP-1
Poblacién 21(20) (20) 12v) an 200 (1D (18)
“Herradura”

1 0.125 |0.125 |0.225 |0.176 |0.125 |000 0.111
2 0350 [0.450 |0.250 [0.529 |0.325 |0.235 |0.500
3 0.450 |0.425 |0.225 |0.265 |0.050 |0.294 |0.056
4 0.075 |000 0.300 [000 0.325 |0.353 |0.278
5 000 000 000 0.029 [0.175 |0.059 |0.056
6 000 000 000 000 000 0.0589 |000
H locus/individual | 0.671 |0.617 |0.765 |0.636 |0.759 |0.749 |0.654
Alelo/Loci ACP-1 [ACP-2 |PER-2 |PGM-1 |PGI1 |PGI-2 [LAP-1
Poblacién 3[(19) (19) (20) (18) 13 [(13) (10
“Museo”

1 0.316 |0.132 |[0.275 |0.167 |0.385 |0.385 |0.200
2 0.132 |0.474 |0.200 |0.361 0.538 |0.231 |0.200
3 0.3RR [0.263 |0.300 |0.472 |0.077 |0.154 |0.500
4 (1o 0132 |0.150 |000 000 0.231 |[0100
5 Guv 000 0.075 |000 000 000 Ouu |
H locusfindivifual | 0.713 {0.672 |0.766 |0.637 '0.578 |0.751 |0.695

El Cuadro 15 muestra los valores de los estimados de la variabilidad
genética de siete loci en las tres poblaciones de Tillandsia elongata var.
subimbricata, numero promedio de alelos por locus, porcentaje de loci
polimérficos, heterocigosis observada y esperada. En la subpoblacion dos la
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Los estadisticos F de Wright para plantas ensayadas en Tillandsia
elongata var. subimbricata pertenecientes a las tres subpoblaciones se presentan
en el Cuadro 17. En la poblacién total la mayoria de los loci son positivos a
excepcién de los loci ACP-2 y PER2, ACP-1, PGM-1 y LAP-1, no fueron
significativamente diferentes de cero, solo los loci PGM-1 Y LAP-1 fueron
significativamente diferentes de cero.

Los estimados de F;r mostraron el mismo comportamiento anteriormente
citado, la mayoria de los loci fueron positivos a excepcién ACP-2 Y PER2; una
mayor cantidad de loci fue significativamente diferente de cero mas no asi su
promedio final (0.286). Lo mismo que el promedio de Fst (0.062) lo que significa
que hay una gran similitud entre las tres subpoblaciones. El valor de Nm (3.78) de
Tillandsia elongata var. subimbricata es cercano al valor de 4.75.

Cuadro 17. Estadistico-F para las tres subpoblaciones de plantas de Tillandsia elongata
var.subimbricata en el Parque Nacional de Dzibilchaltin. N es el tamaifo de la muestra.

Alelos Locus Fis Frr Fsr
4 ACP-1 0.368 *0.406 0.060

4 ACP-2 -0.077 -0.058 0.018

5 rer-2 -0.242 -0.229 0.010

5 PGM-1 *0.535 *0.554 0.042

5 PGI-1 0.099 0.174 0.083

5 PGI-2 0.425 *0.460 0.060

6 LAP-1 *0.689 *0.738 *0.158
Promedio 0.239 0.286 0.062

N 20 60 3

Tasa de migracion efectiva (Nm) = 3.782

X2 p<0.05 *valores significativos

Sistemas enzimaticos de Tillandsia brachycaulos

Se ensayaron un total de siete enzimas de las cuales una no presento
actividad (GDH). Las 6 enzimas con actividad fueron polimérficas (ACP, PER,
MDH, PGM, PGl y LAP), con un total de nueve loci. A continuacién se presentan
los patrones de bandeo de estas enzimas en los siguientes zimogramas.

Fosfatasa acida (ACP). El zimograma de la enzima ACP es ilustrado en la
figura 13. Se observaron dos loci (Acp-1 y Acp-2) polimérficos, ambos loci
presentaron dos bandas en los organismos heterdcigos y una sola banda en
organismo homocigos esto es debido a que la enzima es mondémerica. En estos
dos loci se encontraron 4 alelos por poblacién,
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22 [33 [13 [44 [14 |24 [25 [35 [26 {36 [17 [27 [37 [47 |18 [28
MDH-3

11 122 133 114 [25 |55  J25 35  [36
Figura 15. Zimograma de los patrones de variacion de la enzima MDH ensayada en 3 poblaciones de
Tillandsia brachycaulos Schitd! en el Parque Nacional de Dzibilchaltun.

Fosfoglucomutasa (PGM). Se presento un locus polimoérfico para esta
enzima (Pgm-1) con cuatro alelos. Los tres primeros alelos fueron homocigos vy el
tercer alelo heterécigo. La enzima es monomérica, los heterécigos mostraron dos
bandas y los homécigos una banda, figura (16).

PGM-1

1 |22 133 [34
Figura 16. Zimograma de los patrones de variacion de la enzima PGM ensayada en 3 poblaciones de
Tillandsia brachycaulos Schitdi. en el parque nacional de Dzibilchaltun.

Fosfoglucoisomerasa (PGl). El zimograma encontrado en esta enzima es
mostrado en la figura (17). Se detecto un loci polimérfico (Pgi-1). El locus mostrd
variacién, es decir, fue polimérfico, con cinco alelos todos hombcigos por o que
solo se observo una banda.

PGI-1

11 [22 [33 (44 |55
Figura 17. Zimograma de los patrones de variacion de la enzima PGl ensayada en 3 poblaciones de
Tillandsia brachycaulos en el Parque Nacional de Dzibilchaltin.
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6 000 [000 |000 [0.250 [0.075 000 [000 000 [000 [000
7 000 |000 |000 |0.150 |0.300 [000 |000 |000 |000 |000
8 000 |000 [000 |0.050 |0.075 |000 [000 |000 |000 |000
) 000 (000 000 |000 |0.025 000 [000 (000 |00 [000
H locus/individual | 0.645 | 0.672 | 0.656 | 0.853 | 0.837 | 000 | 0.625 | 0.723 | 0.667 | 0.262
Alelo/Loci ACP- | ACP- | PER- | MDH- | MDH- | MDH- | PGM- | PGI-1 | LAP- | LAP-
1 2 2 1 2 3 1 1 2
Poblacion 3 Museo | (16) | (17) | (20) |(19) |(19) |(19) |(18) [(@20) [(11) |(1d)
1 0.563 [0.118 | 0.150 | 0.053 | 0.053 | 0.132 | 0.056 | 0.156 | 0.364 | 0.214
2 0.438 | 0559 [0.050 |0.158 | 0.395 [0.184 [0.611 | 0.350 | 0.364 | 0.143
3 000 |0.324 | 0.125 | 0.184 | 0.500 | 0.211 | 0.178 | 0.350 | 0.273 | 0.071
3 000 |000 [0.150 |0.158 | 0.053 | 0.132 | 0.056 |0.150 | 000 |0.571
5 000 |000 |0.525|0.132 [000 [0.263 |000 [000 [000 |00O
3 000 |000 |000 |0.184 [000 |0.079 000 |000 [000 |000
7 000 [000 000 |000 |000 |000 [000 |000 |000 |000
8 000 (000 [000 |0.132 [000 |000 |000 |000 {000 |000
H locus/individual | 0.508 | 0.586 | 0.678 | 0.868 | 0.605 | 0.834 | 0.559 | 0.728 | 0.693 | 0.624

El Cuadro 19 muestra la variabilidad genética obtenida de 10 loci en tres
subpoblaciones de Tillandsia brachycaulos, nimero promedio de alelos por locus,
porcentaje de loci polimoérficos, heterocigosis observada y esperada.

La heterocigosis observada fue mayor en el sitio uno (0.447) muy similar al
obtenido en el sitio dos (0.420), mientras que el valor del sitio tres fue de 0.265,
este valor muestra un tendencia clara a cero. El porcentaje de loci polimoérfico 0.95
criterio fue de uno para las subpoblaciones uno y dos, y de 0.90 para la poblacion
dos, en general para la poblacion total la tendencia es que todos los loci son
polimérficos. La subpoblacion dos presento el mayor nimero de alelos por locus,
no encontrando diferencias significativas entre las tres subpoblaciones (Cuadro

17).

Cuadro 19. Variabilidad genética de 10 loci en las tres subpoblaciones deTillandsia brachycaulos.

* Error estandar

Heterécigosis promedio

Sitio de | Promedio plantas | Promedio  de | Porcentaje | Directament | Esperada
estudio. | ensayadas x | alelos por locus | de loci | e observada |en
locus polimérfico Hdywbg |
1Deme |18.5 37 100.0 0.447 0.620
*0.6 *0.4 *0.136 *0.046
2Herra |[17.7 4.3 90.0 0.420 0.594
*1.3 *0.8 *0.136 *0.083
3 Museo | 17.3 4.2 100.0 0.265 0.668
*0.9 *0.5 *0.114 *0.037
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Cuadro 21. Estadistico-F para tres subpoblaciones de plantas de Tillandsia brachycaulos Schitdl. en el
Parque Nacional de Dzibilchaltin, N es el tamafio de la muestra.

Locus Alelos Fis Fir Fsr
ACP-1 4 0.328 *0.428 *0.149
ACP-2 4 0.091 0.189 *0.108
PER-2 5 0.216 *0.329 *0.144
MDH-1 8 -0.22 -0.148 0.058
MDH-2 9 0.081 0.155 0.080
MDH-3 6 0.365 *0.600 *0.369
PGM-1 4 *0.932 *0.934 0.040
PGI-1 5 *1.000 *1.000 *0.170
LAP-1 6 0.446 *0.499 *0.960
LAP-2 4 *1.000 *1.000 *0.268
Promedio *0.381 *0.472 *0.147
N 20 60 3

Tasa de migracion efectiva (Nm) = 1.45

X2 p<0.05 *Valores significativos
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mismos autores realizaron evaluaciones en la Isla de Barro Colorado (Panama),
donde en especies de Faramea occidentalis (L.) A. Rich. (Rubiaceae), Quassia
amara L. (Simaroubaceae), Tachigali versicolor Standl. & L.O. Williams
(Fabaceae) y Trichilia tuberculata (Triana & Planch.) C. DC. (Meliaceae) muestran
frecuencias de loci polimérficos (P) y de heterocigosis esperada (He)
sorprendentemente bajas, tal vez asociados a sus estrategias reproductivas, la
distribucion espacial o la ecologia de la polinizacion.

Es interesante anotar, sin embargo, que mientras en algunas especies con
densidades poblaciones muy reducidas, como especies de Ficus, muestran un alto
nivel de diversidad genética, por ejemplo en mas de 11 especies el promedio de P
y de He fue de 0.73 y 0.216, respectivamente (Nason, 2002), el higuerdbn mas
com(n en la parte central de Panama, Ficus insipida (Moraceae), muestra una
diversidad genética mucho menor (He= 0.096), pese a tener un proporcion de loci
polimérficos relativamente aita (P= 0.75). Igualmente, el nivel de diferenciacion
genética entre las poblaciones de una misma especie puede variar
considerablemente en una misma escala espacial, por ejemplo. Loveless &
Hamrick 1984) en investigaciones realizadas en la Isla de Barro Colorado,
encontraron que 14 especies mostraban un Gst estimado menor a 0.1 que indica
que hay un bajo grado de diferenciacién genética entre poblaciones (Cuadro 22).

Asi como la distribucién espacial se ve reflejada en la variacion genética
de las especies, el sistema de apareamiento es de gran importancia para la
variacién genética de las especies. Por ejemplo, Pérez (1990) encontr6 niveles de
variacién genética en Psychotria faxlucens Lorence & Owyer similares a los
encontrados en otros arboles tropicales. Loveless & Hamrick (1984) reportan para
Psychotria horizontalis Sw. una proporcion de loci polimérfico de 0.5, el cual es
ligeramente superior que en Psychotria faxlucens (P=0.40), por el contrario, la
heterocigosis en Psychotria horizontalis fue menor (H=0.152), en Psychotria
faxiucens fue de 0.198. Pérez (1990} discute que probablemente el alto valor de la
heterocigosis se deba a que los alelos de las enzimas polimérficas presentaron
frecuencias similares entre ellos. Otra causa de los altos valores de heterocigosis
promedio es por la fecundaciéon cruzada, presentan mayor heterocigosis que
aquellas que se autofecundan.

La diversidad genética ha sido evaluada en un buen numero de especies
de arboles tropicales, en la mayoria de los casos la informacién proviene de una
poblacién (o de pocas poblaciones) situadas en un area geografica especifica.
Nason (2002) menciona que es muy posible que si se llegara a investigar toda el
area de distribucion geografica de una especie, se obtendria una diversidad
genética alta (He) y una divergencia genética baja (Gst o Fst). La forma de
crecimiento de una especie puede incidir en la estructura genética de la poblacion.
Por ejemplo las especies arbustivas, por tener un porte mas pequerio, suelen ser
mas abundantes, por unidad de area que las especies de porte grande del dosel y
esto puede afectar la estructura genética de la poblacion de dos maneras (Nason
2002). Por una parte una densidad de arbustos muy grande puede promover una
divergencia genética interpoblacional relativamente baja (dado un determinado
nivel de dispersion de genes, por polen o semillas). De otra manera, si bien los
arbustos son mas abundantes por unidad de area que los arboles de mayor porte,
su distribucién espacial suele ser menos uniforme (pueden crecer en parches muy
densos pero aislados), lo cual podria restringir la dispersion de genes. Si esto
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Fsr en Tillandsia brachycaulos fueron significativos diferentes de cero. Esto refleja
por tanto una estructura genética significativa para T. brachycaulos y que el flujo
de genes no es una fuerza importante en la evolucion del grupo.

En referencia a la tasa de migracién efectiva (Nm), lzquierdo (1995)
obtiene valores por debajo de uno para Aechmea mexicana (0.185), Aechmea
lueddemanniana (0.611), Aechmea macvaughii y Aechmea tuitensis. Concluye
que estos resultados corroboran la idea del escaso flujo génico que hay entra las
poblaciones de estas especies. En nuestro caso las dos especies de estudio,
presentaron valores por arriba de uno Tillandsia elongata var. subimbricata (3.782)
y T. brachycaulos (1.45), si nos basamos a lo dicho por Nason (2002) Tillandsia
elongata esta mas cerca de 4.75, por lo que el flujo génico en Tillandsia elongata
var. subimbricata es suficiente para restringir la diferenciacion interpoblacional
provocado por la endogamia. Por el contrario en Tillandsia brachycaulos la
migracion de 1.45 individuos por polen o semilla, ante en empuje de la deriva
génica, el flujo de genes es insuficiente para mantener la cohesion genética entre
poblaciones.

Es evidente la importancia que juegan las historia de vida, el patrén de
distribucion y el sistema de apareamiento de ambas especies, en el resultado de
Nm. Lo controversial es que Tillandsia elongata var. subimbricata haya obtenido
un valor mayor a T. brachycaulos, por que no es visitada por colibries, o algun otro
polinizador en el sitio de estudio que disperse el polen, la explicacion a esto puede
estar en la distribucion de sus semillas por el viento y la distribucién de las tres
subpoblaciones en el parque. Con respecto a las semillas estamos viendo el
efecto, de un exitoso, patrén de dispersion y establecimiento de la especie. La
distribucién de la especie por subpoblacion dentro del Parque es cercana,
probablemente estemos observando un efecto fundador, donde no ha ocurrido el
tiempo suficiente para que las subpoblaciones empiecen a diferenciarse. En T.
brachycaulos contrario a lo ocurre la otra especie, esperabamos que Nm fuera
mayor, por que observamos por o menos dos posibles polinizadores, y eso nos
hace pensar en un flujo exitoso del polen, las poblaciones tienen una mayor
separacion espacial, de hecho por zonas despejadas, y eso podria afectar el
patron de vuelo del polinizador (Amazilia yucatanenesis) que es territorialista, o
que simplemente las poblaciones estén en un proceso de aislamiento y sean
selectivas con el polen, recibiendo solo polen completamente externo, lo cual es
benéfico para la variabilidad genética.
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En relacién con el volumen promedio de produccion de néctar, las dos
especies produjeron volimenes bajos (Tillandsia elongata var. subimbricata 1.05
wl y T. brachycaulos 4.6 pl), cuando los comparamos con especies como:
Abromeitiella brevifolia (Griseb.) A. Cast. (14.01pl), Abromeitiella lorentziana (Mez)
A. Cast. (41.61ul), Dyckia ragonesei Castell. (74.01pul), especies terrestres con
flores mucho mas grandes que las de las especies aqui estudiadas. Cabe
destacar que esta produccidn de néctar en estas tres Gltimas especies es
acumulativa, es decir, que se tomaron las muestras por varios dias y periodos de
tiempo (Galletto & Bernardello 1992). En Tillandsia elongata var. subimbricata, el
néctar se produce mucho después de la apertura floral y la maduracion de! polen,
y en antesis es cuando hay mayor concentracién y volumen de néctar. Lo anterior
nos sugiere que desde el momento que termina su desarrolio, cada una de las
flores queda expuesta a los diferentes visitantes ofreciendo como recompensa
primero polen, completandose horas después con néctar. Por el contrario
Tillandsia brachycaulos, ofrece el néctar y polen como recompensa al mismo
tiempo (Cuadro 24).

Cuadro 24. Cuadro comparatativo de los resultados de la biologia de la reproduccién y de la variacion
genética de Tillandsia elongata var. subimbricata y Tillandsia brachycaulos.

Tillandsia  elongata var. | Tillandsia brachycaulos

subimbricata
Biologia de la reproduccién
% Azlcares totales del néctar 28 28
Volumen de *"“~tar (pl) 1.050 4.6
Polinizacién ~utomatica (%) de 45.72 23.85
frutos
AutoFertilizacion (%) 64.70 19.35
Fertilizacion Cruzada (%) 7.692 42.85
Eficiencia natural (%) frutos 56.30 49.68
Eficiencia natural 6vulos (%) 95.84 81.76
IAFf 5.944 0.556
IAFs 0.991 0.986
IACf 8.411 0.451
1ACs 0.978 1.005
IAGf 0.706 1.231
IAGs 0.978 1.981
Variacién y estructura genética
Loci 7 10
Alelos efectivos (Ae) 4.033 4.066
Heterocigosis Observada (Ho) 0.501 0.377
Heterocigosis esperada (He) 0.678 0.627
Indices de fijacién 0.279 0.436
Fijacién de un individuo (Fis) 0.239 0.381
Fijacion individuo-poblacién (Frr) 0.286 0.472
Diferenciacion genética de las 0.062 0.147
subpoblaciones (Fsr)
Tasa de migracién efectiva (Nm) 3.782 1.450

En cuanto al sistema de apareamiento, ambas especies produjeron frutos
por polinizacion automatica, auto-fertilizacion y fertilizacion cruzada (ver capituio
2). Tillandsia elongata var. subimbricata resulté ser autégama y Tillandsia
brachycaulos parcialmente auto-compatible, cabe destacar que la fertilizacion
cruzada se ve favorecida a través de mecanismos de autoincompatibilidad

82






entre las poblaciones, y esto puede ser debido al poco movimiento de polen entre
las subpaoblaciones por un agente polinizador y al poco movimiento de semillas, lo
que puede estar llevando a las poblaciones a un aislamiento espacial y
reproductivo, posiblemente provocado por las condiciones del sitio de estudio,
donde las poblaciones se encuentran separadas por brechas de mas de diez
metros de amplitud, y una intensa actividad humana.

Los valores relacionados con la estructura genética de Tillandsia elongata
var. subimbricata (Fsr), presentaron resultados bajos comparables con los de
Tillandsia brachycaulos y aquellos que se han reportado en la literatura para la
familia Bromeliaceae, sugiriendo que las tres subpoblaciones son parecidas.
Loveless y Hamrick (1984) analizaron correlaciones de Fsy de plantas vy
encontraron que estan correlacionadas con sus sistemas de cruzamiento, es decir,
plantas con apareamiento o con fecundacién cruzada y, particularmente las
polinizadas por viento, presentas valores bajos de Fsr. Los valores de Fgsr de
Tillandsia elongata son muy bajos, lo que reflejaria la existencia de niveles altos
de flujo (por semillas) entre las subpoblaciones, disminuyendo los efectos de la
deriva génica y la seleccion natural (Pérez 1990). Esto se confirma con la tasa de
migracion efectiva encontrado para esta especie, la cual fue alta, solo superada
dentro de la familia Bromeliaceae por Tillandsia ionantha Planch., la cual es una
epifita con poca distribucibn espacial, 6rganos sexuales exertos (Palaci
1991).Tillandsia elongata var. subimbricata es mas eficiente que Tillandsia
brachycaulos en aspectos reproductivos ver cuadro (24), en el sitio de estudio se
observan plantas madres (ya muertas) con varios individuos a su alrededor,
posiblemente relacionados genéticamente, es decir, individuos de una misma
madre, Olmsted (Com. Pers) mencionaba que anteriormente la poblacion en el
sitio de estudio era mas abundante, y en la actualidad se notaba una gran
disminucién, posiblemente provocada por la acciéon del hombre, en general se nota
una alta relaciona entre estos aspectos y la poca estructura genética para la
especie donde la colonizacion y conquista de nuevos espacios es fundamental
para la permanencia de la especie.
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pero sobre todo a la dispersion eficiente de las semillas (Nm alto), para la
colonizacion de nuevos sitios.

Tillandsia elongata var. subimbricata la fertilizacion cruzada, para
introducir variacion genética hacia adentro de su poblacion cuando las condiciones
se presentan, no siendo la fertilizacion cruzada la estrategia mas importante para
el mantenimiento de sus poblaciones.
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afiade al gel 30 minutos antes de tefiir.

Se agregan 0.1 grs de Fast Black K Sait

Una vez transcurrido este tiempo en 5 ml de agua

Enzima ACP

Naphthil Acido Phosphate 0.15grs

Fast Garnet GBC Salt 0.05grs

Acetato de sodio 0.05M pH 6.0 50 ml

(Mg CI6H,0 0.05 grs

Enzima PGI

Tris HCI 0.05M pH 9.0

50 ml

Glucosa 6 Fosfato Deshidrogenasa 1000 /g
Diluir en 3 ml de agua 15y de la glucosa

Cl Mg 1M

1mi

NADP 1%

1ml

MTT

1iml

PMS

0.5 mi

Al final agregar D fructuosa 6 fosfato sal disodica

0.025 grs
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