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BIOLOGIA FLORAL Y DIVERSIDAD GENETICA DE SAGITTARIA DEMERSA (ALISMATACEAE) EN TRES CHARCOS DE HUIMILPAN

RESUMEN

Se estudiaron algunos aspectos de la biologia floral de Sagittaria demersa
(Alismataceae), una hidrofita estricta, endémica de México; ademas de analizar la
diversidad genética de tres poblaciones en el municipio de Huimilpan, Qro. Se
encontrd, a través de las observaciones en campo que S. demersa tiene sélo un
visitador floral, aunque haya mas insectos relacionados a los charcos estudiados.
Se comprobé mediante microscopia electrénica de barrido que el polen de S.
demersa se encuentra pegado en el cuerpo del visitador (un diptero que no fue
determinado taxonémicamente), por lo que se le considera el polinizador de la
planta, porque su comportamiento es el tipico de un polinizador, ya que se posa
directamente en las estructuras sexuales de las flores. Con un analisis tipo RAPD
y con un fenograma tipo UPGMA, se comparé la diversidad genética de las tres
poblaciones estudiadas de S. demersa, encontrando que los individuos de cada
poblacion son parecidos genéticamente y que son diferentes respecto a las otras
poblaciones. Sin embargo, se encontraron algunas similitudes entre poblaciones,
debido al flujo genético que se da por medio de dos vias: 1) estructuras
vegetativas (frutos, semillas y/o cormos) a través de aves migratorias o ganado y

2) a través del polen llevado por los polinizadores de poblacién a poblacién.
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El nimero de plantas utilizadas por poblacién fue de cinco, cada uno de los
ADN fue probado con los 15 oligonucledtidos seleccionados (Blasco y Martinez,
com. pers.). Los fragmentos obtenidos en las amplificaciones mediante PCR se
observaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 2% plv, tefiidos en
bromuro de etidio 0.5 pg/ml en TAE 1X. El bromuro de etidio se intercala entre las
bases nitrogenadas y permite visualizar los fragmentos de ADN al iluminar el gel
con luz U. V. Los geles fueron fotografiados mediante una camara digital con filtro
para luz U. V., y las imagenes fueron analizadas mediante el programa Kodak 1D
version 3.5.4. A partir del analisis de las imagenes de los geles, se generé una
matriz de datos (anexo lll) de presencia (se indica con 1) o ausencia (se indica con
0) de las bandas amplificadas por cada uno de los decameros, que se analizé por
medio del programa JMP version 3.2.2, bajo la opcién de “hierarchical clustering”
con el método de UPGMA (“Unweighted Pair-Group Method using arithmetic

Averages”) obteniéndose un fenograma (Excoffier y col., 1992).

6. RESULTADOS

6.1 Biologia floral

Las flores de S. demersa, una vez que han abierto, permanecen asf hasta
que se produce el fruto y la flor muere. Las 30 inflorescencias que se colectaron
(10 por poblacioén), presentaron escapos simples, con 3 — 5 verticilos, cada
verticilo con 3 flores. Todas las inflorescencias que se colectaron presentaron
frutos en los dos primeros verticilos basales, por lo que se considera que las flores

de las partes bajas de las inflorescencias necesariamente son bisexuales o
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6.2 Visitadores y polinizadores .

A un insecto se le considera visitador floral, si se posa directamente sobre
las estructuras florales de una planta. Las observaciones hechas en campo de los
visitadores florales, indicaron que S. demersa es visitada a partir de las 11:00 a.m.
hasta las 06:00 p.m. (aprox.) por dos especies de dipteros (moscas), uno
perteneciente al género Stratiomys (Stratiomyiidae) (Figura 4) y el otro aun sin
determinar (Figura 5). Las moscas pertenecientes a la familia Stratiomyiidae, estan
siempre asociadas a los humedales, donde se alimentan y reproducen. Stratiomys
sp., a pesar de que se encuentra cerca de las ﬂorés de S. demersa no se posa
sobre ellas, Unicamente vuela cerca de la superficie del agua para ovopositar en la

superficie del agua, por esa misma razén, no se le puede considerar como un

visitador de la planta.

Figura 4. Stratiomys sp. (Stratiomyiidae): uno de los insectos que vuelan cerca de Sagi_ttan'a
demersa. Este diptero, no se posa sobre las flores de S. demersa, por lo tanto, no se le considera

un visitador floral.
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Se aprecian los granos de polen de S. demersa adheridos al cuerpo del
polinizador. En el cuerpo de la mosca que se prepar6 para microscopia
electrénica de barrido, se encontraron tres granos de polen, uno de los cuales no
se fotografi6 debido a que no se distinguia entre las patas traseras de la mosca.
Las figuras 6 y 7 se tratan de la misma micrografia, pero con diferente aumento.
La flecha sefiala al grano de polen, el cual se encuentra entre los ojos y la region

bucal. La figura 8 muestra un grano de polen pegado a la pata izquierda delantera.

Figura 6. Grano de polen de S. demersa pegado cerca de la boca y de los ojos del polinizador.
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6.3 Diversidad genética

El ADN gendmico de los individuos de las tres poblaciones de S. demersa,
se puede apreciar en la figura 9, en donde las bandas mas intensas son las
soluciones mas concentradas de ADN de los individuos de cada poblacién. Las
poblaciones se indican con el primer nimero (del 1 al 3; La Ceja, Frente a La Ceja
y Km 29; respectivamente). El nimero que sigue después del punto representa al
individuo. Las muestras de ADN de los individuos 1.1, 1.4, 1.5, 3.1, 3.2,3.3y 3.5
fueron las mas concentradas, por lo cual al momento de cuantificarios mediante

espectrofotometria, se diluyd 1ul de cada ADN en 699 ul de agua tridestilada

estéril y de los demas se diluyeron 2 ul en 698 ul de agua tridestilada.

11121314
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Figura 9. Bandas de ADN obtenido de las poblaciones de S. demersa, por medio de electroforesis
en un gel de agarosa al 0.8% (p/v). Los niimeros del 1 al 3, representan a la poblaci6n de la cual
provienen los individuos, los cuales se representan del 1 al 5 (después del punto). Las muestras
1.1, 1.4, 1.5, 3.1, 3.2y 3.5 fueron las mas concentradas.

En el cuadro 2, se muestran los valores de absorbancia del ADN diluido
como se indica en el parrafo anterior, mostrando los valores de pureza (260 nm /
280 nm), y el valor de concentracién de la solucién “stock” de ADN, para diluirlo

como se indica en seccién 5.3 de metodologia.

25



BIOLOGIA FLORAL Y DIVERSIDAD GENETICA DE SAGITTARIA DEMERSA (ALISMATACEAE) EN TRES CHARCOS DE HUIMILPAN

El ADN de la planta 3.1 (poblacién 3: Km 29, individuo 1), se degradé
después de la cuantificacion y a partir de ese momento, sé6lo se trabajé con cuatro
individuos de esa poblacién, por lo que los resultados de la diversidad genética
estan basados en 14 individuos de las tres poblaciones.

De los 70 oligonucleétidos que se probaron con ADN de los 15 individuos (5
por cada poblaci6n) estudiados de S. demersa, se utilizaron los 15 que generaron
marcadores RAPD en el andlisis preliminar. En la figura 10, se muestran algunos
de los decameros que generaron mayor cantidad de bandas, en el ADN de

algunos individuos de S. demersa de las poblaciones estudiadas.

Figura 10. Se pueden observar los marcadores moleculares que se generaron a partir de algunos
de los decameros probados en el ADN obtenido a partir de S. demersa de las pobiaciones
estudiadas.

Las figuras 11 y 12 son ejemplos de geles de agarosa con los productos de
la PCR (OPA 11 y OPB 10). Se pueden apreciar bandas (marcadores RAPD)

teniidas con bromuro de etidio.
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11412 13 14 15 21 22 lad 23 24 25 32 33 34 35

Figura 12. Ejemplo de un gel de agarosa al 2%, con el producto de la PCR del oligonucleétido
OPA11. Las bandas que se encuentran numeradas, son las generadas por el marcador (“ladder”),
el cual fue de 100 pares de bases (cada banda de “ladder” son 100 pb).

11 1213 14 15 21 22 lad 23 24 25 32 33 34 35

Figura 13. Producto de la PCR del oligonucleétido OPB10, en un gel de agarosa al 2%. Las
bandas que se encuentran numeradas, son las generadas por el “ladder”, el cual fue de 100 pares
de bases (cada banda de “ladder” son 100 pb).
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El fenograma (Figura 14) que se generé después de llevar a cabo el anélisis
de los datos con el programa estadistico, a partir de la matriz de datos (anexo lil),
agrupa a los individuos de cada poblacion. Sin embargo, se forman algunos
grupos que contienen individuos de diferentes poblaciones. En el fenograma, las
lineas rojas corresponden a los individuos de la poblacion La Ceja, las azules a las
de la poblacién Frente a La Ceja y las verdes corresponden a la poblacién del Km.
29.

El fenograma agrupa a los individuos en dos grupos, uno de los cuales
forma cuatro subgrupos. El grupo A, contiene a los individuos 1.1, 1.2, 1.3y 1.4. El
grupo B contiene a los siguientes subgrupos: el subgrupo B1, a los individuos 1.5,
2.1y 2.2; el subgrupo B2, a los individuos 2.3 y 2.4; el subgrupo B3 a los
individuos 2.5 y 3.5; y el subgrupo B4 a los individuos 3.2, 3.3 y 3.4. Como se
aprecia en la figura 14, sélo los grupos y subgrupos que contienen individuos de la
misma poblacién son el grupo A, el subgrupo B2 y B4. Los subgrupos B1 y B3,

comparten individuos de distinta poblacion.
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7. DISCUSION

En algunas especies del género Sagittaria, la polinizacién es llevada a cabo
por insectos generalistas (Muenchow y Delesalle, 1894) y se sabe que en algunos
casos de flores que flotan sobre la superficie del agua, la polinizacién es llevada a
cabo también por escarabajos (Lippok y col., 2000): por lo que se esperaba
encontrar un patrén similar de insectos en la zona de estudio. En el caso de S.
demersa la polinizacién es entoméfila (Lot y col., 1999: Dominguez, 2001) sin
embargo, no se sabia qué insecto la llevaba a cabo. Ya que las inflorescencias de
S. demersa se encuentran flotando sobre la superficie del agua y nunca
sobrepasan este nivel, la planta es candidata para que la polinizacién pueda estar
relacionada con aquellos polinizadores asociados al ambiente en el cual se
encuentra S. demersa y no unicamente con los insectos asociados a las plantas
terrestres. Como se comenté en la seccién 6.2, S. demersa tiene s6lo un visitador
floral, aunque también se encuentra ofro insecto (aunque no es visitador)
sobrevolando cerca de las flores de la planta, ambos son pertenecientes al orden
de los dipteros. Stratiomys sp. (Stratiomyiidae), es una mosca que pone sus
huevos en las colonias de algas que se forman en la superficie del agua y vuela
alrededor de las flores para ahuyentar a los depredadores del lugar donde
ovoposité (Jones, com. pers.). Sin embargo, en las observaciones hechas en
campo durante el periodo de visitacién, Stratiomys sp., no se posa sobre las
flores, por lo que no se le puede considerar ni un visitador floral, como tampoco un

posible polinizador de S. demersa.
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embargo, se sabe que en Hawai hubo una colonizacién progresiva de las moscas
de la fruta (Drosophila, aprox. las mismas dimensiones que el polinizador de S.
demersa), de las islas viejas hacia las islas jovenes (Brown y Lomolino, 1998). Lo
anterior sugiere que las distancias no representan una barrera para que el
polinizador pueda llevar el polen a otras poblaciones, ademas se tiene que
considerar el hecho de que en la zona de estudio se presentan fuertes corrientes
de viento, lo que representa un medio de transporte para el polinizador. Los
charcos no estan comunicados por una corriente de agua que pudiera llevar frutos,
semillas o cormos. Observaciones personales, indican que especies de aves
migratorias se establecen temporalmente en los charcos de Huimilpan, ya que
estos ambientes forman parte de su ruta de migracion, las cuales pueden ser una
fuente de dispersioén de frutos y estructuras de perennacién muy importantes, al
alimentarse y descansar en cada uno de los charcos de la regién. Aunado a esto,
como ya se ha mencionado, los sitios de estudio se encuentran bajo una fuerte
presion humana, debido, entre otros factores, al pastoreo y a que son utilizados
como abrevaderos para el ganado. Una vez m4s, si se toma en cuenta que lo que
separa a las poblaciones 1y 2 (La Ceja y Frente a La Ceja, respectivamente) es la
carretera, y que la poblacién 3 se encuentra a una distancia de 3 Km. de las otras,
la distancia no representa una barrera para que el ganado lleve las estructuras de
perennacién a otros charcos, por lo que puede dar el flujo genético entre las
poblaciones.

En el fenograma que se generé (Figura 14), se forman dos grupos definidos
(A y B), el grupo B, agrupa a uno de los individuos de la poblacién 1 y a los

individuos de las poblaciones 2 y 3, en cuatro subgrupos (B1, B2, B3 y B4). El
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hecho de que se formen grupos definidos significa que los individuos son
genéticamente parecidos (grupo A). Sin embargo, el individuo 5 de la poblacién 1
(1.5), comparte caracteristicas de la poblacion 2 (Frente a La Ceja), haciendo de
este individuo diferente a los de su poblacién, quedando de un subgrupo del grupo
B (B1). De igual manera sucede con el individuo 5 de la poblacién 3 (3.5), quien
tiene similitud con la poblacién 2, quedando agrupados estos dos en el subgrupo
B3. Con lo anterior surgen las siguientes preguntas: ;por qué la poblacién 1 (La
Ceja) comparte caracteristicas con la poblacion 2 (Frente a La Ceja) y no lo hace
con la poblacion 3 (Km. 29), siendo que la distancia geografica entre el Km. 29 es
casi la misma con respecto a las otras dos poblaciones? Y ¢ por qué la poblacién 2
es la Ginica que comparte caracteristicas con las otras dos poblaciones? Quizas la
respuesta a estas preguntas sea que la cantidad de individuos por poblacién con
la que se hizo el analisis, no hayan sido los suficientes para que el analisis pudiera
ser mas concluyente, 0 es necesario probar un mayor niimero de decameros. No
obstante, si se consideran los trabajos de Keller (2000) y de Huang y col. (2001),
en el que se encuentra diversidad genética (aunque baja) en poblaciones
cercanas de plantas acuaticas, y ademas de que el flujo genético puede darse
dependiendo de la interacciéon que hay entre poblaciones (Elam, 1996), podemos
pensar que cualquier ave migratoria, vaca o caballo puedan ser los dispersores de
las estructuras vegetativas de las plantas, lo que también podria explicar el que se
compartan caracteristicas de los individuos de diferentes poblaciones como se

pudo apreciar en el fenograma de la seccién 6.3.
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8. CONCLUSIONES

Sagittaria demersa es polinizada por un diptero asociado a los ambientes
temporales, que aparentemente utiliza las flores como un sitio seco sobre el cual
puede posarse, debido a que las flores se encuentran flotando en la superficie del
agua y no sobrepasan su nivel.

Aunque existen dos dipteros relacionados con el ambiente de la planta
(Stratiomys sp. y el diptero sin determinar), s6lo uno de ellos es el visitador floral y
quien poliniza a las flores (el diptero sin determinar). Stratiomys sp. s6lo hace
recorridos cercanos a las flores de S. demersa, pero no toca las estructuras
reproductivas, por lo que no se lleva el polen de las flores. Por el contrario, el
diptero que no se determin6 es quien poliniza las flores, ya que éste, después de
volar, se posa sobre las flores y lleva el polen de una flor a otra. El polen de S.
demersa se pega a cualquier parte del cuerpo del polinizador.

A pesar de que las tres poblaciones de S. demersa estudiadas estan en
cuerpos de agua discontinuos, no existe un patrén geografico que indique que el
flujo genético esté restringido dentro de cada poblacién, ya que individuos de
poblaciones distintas presentan algunas ligeras similitudes génicas.

La diversidad genética dentro de cada poblacion, segun el fenograma
obtenido, es homogénea, y la diversidad genética existente entre cada poblacion
es diferente una de otra, aunque se comparten algunas rasgos que sugieren el
intercambio de material genético entre ellas.

Es mas probable que el flujo genético via polen se presente sélo dentro de

cada poblacién, a través del diptero polinizador, y que el flujo genético entre
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poblaciones se lleve a cabo por la dispersién de semillas, frutos o cormos, a traves
de las aves migratorias o ganado, aunque las moscas pueden estar involucradas
en el intercambio genético entre las poblaciones, ya que las distancias entre ellas

no representan una barrera para el tamafio del polinizador.
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ANEXO 1.

ACETOLISIS (Martinez y Hernandez, 1997).

Nota: Se recomienda trabajar en una campana de extracciéon debido a que los
gases desprendidos por los acidos son muy irritantes para las vias respiratorias.

>~ L bd -

o

Lavar el polen en acido acético moviéndolo para eliminar el agua.
Centrifugar en tubos de vidrio, y guardar el 4cido para el paso 7.

Adradir 10 ml de acido acético anhidrico y moverlo con un tubo de vidrio.
Anadir 20 gotas de acido sulfurico concentrado. Se agrega gota por gota y
moviendo con cada gota.

Poner en bafo de agua por 5 — 15 minutos.

6. Centrifugar por 3 minutos, decantar la solucién de acet6lisis en un

recipiente seco.

7. AnRadir el 4cido acético del paso 2 y centrifugar por 3 — 4 minutos.

8. Decantar con cuidado el acido en el mismo recipiente.

9. Lavar el residuo de polen y centrifugar 4 veces. Llenar los tubos casi por

completo.

10. Tedir con safranina O en agua y etanol.

11.Lavar en agua y centrifugar 2 a 3 veces.

12.Montar el polen en portaobjetos con cera.
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