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RESUMEN

Lupinus es un género con méas de 200 especies, con importancia ecoldgica por su capacidad de
fijar N2 a través de la asociacion mutualista con bacterias, asi como de solubilizar fosforo por
medio de sus raices denominadas proteoides, aunado a su potencial econémico por sus
propiedades nutrimentales debido a su alto porcentaje de proteina y aceite. En el presente trabajo
se analizd la variabilidad morfoldgica en cinco especies, Lupinus montanus Kunth, L.
campestris Schltdl. & Cham., L. exaltatus Zucc., L. barkeri Lindl. y L. marschallianus Sweet,
de la regidn centro-oriente de Puebla, México. Primero, el estudio se enfoc6 a determinar los
caracteres de plantulas durante 60 dias que permitieron distinguir las especies. El analisis de
componentes principales indico que la longitud del cotileddn, el diametro del cuello de la raiz,
la altura de la planta, el nimero de hojas, el nimero de foliolos por hoja y la longitud del foliolo
central permiten delimitar en etapas tempranas a las especies. Segundo, se realiz6 un estudio de
la estructura y diversidad genética en L. campestris, L. exaltatus y L. montanus con marcadores
moleculares (SSR), especies cuyas caracteristicas morfoldgicas y nutrimentales de las semillas
las hace transcendentales. Los resultados mostraron que el promedio de alelos totales varié entre
las especies de 11.4 a 23.6. Los indices de diversidad fueron significativamente diferentes entre
las siete poblaciones de L. campestris y nueve origenes de L. montanus para los indices de

diversidad.

En L. exaltatus el porcentaje de loci polimorficos fue alto (90.5%) aunque solo tres

poblaciones se muestrearon. La heterocigocisidad esperada en las tres especies vario entre 0.17-



0.50. El indice de fijacion mostré un alto grado de heterocigosis. L. exaltatus tuvo un indice
mayor de diversidad (H"=0.80). El indice de fijacion promedio dentro de cada poblacion (Fis)
fue negativo en los tres taxa, y s6lo L. montanus presentd valores negativos en el indice de
fijacion total (FiT). En los indices de fijacion entre poblaciones (FsT), L. montanus (0.041)
mostré una menor diferenciacion. No existio una correlacion significativa entre las distancias
genéticas y las geogréficas en L. exaltatus y L. montanus. La diversidad fue alta en las tres
especies, con altas tasas de migracion en L. montanus y L. exaltatus, pero baja en L. campestris.
Para finalizar, se estudié la variacion en la supervivencia y variables agronémicas de diversas
especies y procedencias en un ensayo de campo en la regién de origen y en un ambiente comun
fuera de su regién de origen (jardin). La supervivencia fue mayor en campo con un 43 % en
promedio, con valores superiores en L. campestris y L. exaltatus. La variacion fue significativa
en la mayoria de los caracteres evaluados. En semillas llenas se estimd que L. campestris
produjo 1458 kg ha, L. exaltatus 1358 kg ha! y L. montanus 665 kg ha™ . Por lo anterior, L.
campestris y L. exaltatus son las especies con mejores atributos agronémicos, lo cual las hace

promisorias para su aprovechamiento y conservacion.

Palabras clave: Lupinus, clasificacion taxondémica, diversidad genética y agrondémica.



MORPHOLOGIC AND GENETIC VARIATION OF GENUS Lupinus SPECIES IN

PUEBLA STATE

Oscar Gumersindo Vazquez Cuecuecha, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2017
ABSTRACT

Genus Lupinus encloses more than 200 species, has ecological importance because of its
capacity to fix N2 through a mutualist association with bacteria, as well as to solubilize
phosphorus through its proteoid roots. This genus possesses economic transcendence due to its
nutrimental properties specially because of its oil and high protein percentage. There was
analyzed the morphologic variability of Lupinus montanus Kunth, L. campestris Schltdl. &
Cham., L. exaltatus Zucc., L. barkeri Lindl. y L. marschallianus Sweet, from the central east
region of Puebla, México. This study consisted in verifying which 60 days old seedling
characters help to distinguish them. The principal components analysis determinate that
cotyledon length, neck root diameter, plant length, leaf number, leaflets per leaf and central
leaflet length, delimits this species in early stages of development as taxonomic classification
elements. In addition, a study about genetic diversity structure of the transcendental species
because of its morphological and nutrimental characteristics, L. campestris, L. exaltatus y L.
montanus, was recognized with molecular markers (SSR), and shows that the total alleles
average between species varies from 11.4 to 23.6. For diversity indices, there were found
significant differences between seven L. campestris and nine L. montanus populations. In
despite of only three populations were sampled. the polymorphic loci percentage for L. exaltatus
was high (90.5). The expected heterozygosity for this species varies between 0.17-0.50. The

fixation index shows a heterozygosity high degree. L. exaltatus had the higher diversity index



(H’= 0.80). The average fixation index into each population (FIS) was negative for the three
taxa and only L. montanus showed negative values in total fixation index (FIT). At the same
time, L. montanus showed the least differentiation for fixation indices between populations
(FsT). No significant correlation occurred among genetic and geographic distances for L.
exaltatus and L. montanus. The diversity was wide for the three species, with high migration
rates for L. montanus and L. exaltatus, but lower for L. campestris. Finally, survival and
agronomic features were studied in common garden field and field trials, tacking account
several populations from five species. The survival was higher in field trial with 43%. The
higher survival values were showed by L. campestris and L. exaltatus. The variation was
significant for the majority of the evaluated features. With respect to filled seeds, L. campestris
produced 1458 kg ha™, L. exaltatus 1358 kg ha and L. montanus 665 kg ha™. Therefore, L.
campestris and L. exaltatus display better seed production making them promissory species for

conservation and use.

Key words: Lupinus, taxonomic classification, genetic and agronomic diversity.
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INTRODUCCION GENERAL

Lupinus es un género muy diverso de leguminosa que presenta una amplia distribucion
geografica y una diversidad rica que se divide en dos grupos, el primero del viejo mundo que
abarca la region del Mediterraneo, norte y este del Africa, el segundo del nuevo mundo en la
parte norte y sur de Ameérica. El segundo grupo concentra un gran nimero de especies, pero
pocas de ellas han sido domesticadas (Wolko et al., 2011). El género Lupinus L. (Fabaceae) se
considera complejo desde el punto de vista taxondémico, ya que se han reportado de 200, 280,
300 hasta 500 especies en el mundo, las cuales son anuales y perennes (Planchuelo y Wink,
1993; Lewis et al., 2005; Kasprzak et al., 2006; Eastwood et al., 2008; Bermudez-Torres et al.,

2009).

Basados en estudios de similitud genética, los centros de diversificacion de Lupinus son:
Norte y Centro América y los Andes en Suramérica, en la region Atlantica en Sudamérica, y la
region Mediterranea, norte y este de Africa (Hondelmann, 1984; Planchuelo 1994; Ainouche y
Bayer 1999; Maciel y Schifino-Wittmann 2002). Este género habita en Meéxico desde el nivel
del mar a los 4000 m, abarcando zonas montafiosas y cerca de caminos, donde presenta una
diversidad fenotipica considerable (Dunn, 1984; BermUdez Torres et al., 1999). De las 100 taxa

reportadas para México, 60 son endémicas (Sousa y Delgado, 1998).

Las especies de Lupinus son de gran importancia econdémica por la calidad nutrimental
que contienen sus semillas y el follaje, en particular por su alto porcentaje de proteina, ya que
se ha demostrado que las semillas de L. montanus Kunth, L. campestris Cham. & Schitdl. y L.
exaltatus Zucc., contienen de 32 a 48% de proteina (Lagunes-Espinoza et al., 2012 y 2013), asi
como altos niveles de N, P, K, Fe y Zn, propiedades que pueden ser aprovechadas en la industria
alimenticia (Pablo-Pérez et al., 2013). La importancia ecologica del género radica en su

1



capacidad de rehabilitar suelos. Taxas como L. leptophyllus Schitdl. et Cham. y L. montanus
son importantes en la restauracion y rehabilitacion de tepetates en México, ya que mineralizan

N, Py K (Alderete-Chavez et al., 2009).

El nimero notablemente variable de especies reportadas para el género conlleva a la
necesidad de aportar informacién que contribuya a explorar la importancia de otros caracteres
que tengan valor taxonomico, de tal forma que permita proporner mejores alternativas de
manejo y conservacion de los recursos (Ainoche y Bayer, 1999), se ha recurrido, ademas de los
anteriores, a los analisis con datos citotaxonémicos y moleculares (Eastwood et al., 2008), para
contribuir al conocimiento de éste importante grupo. El discernimiento de la variabilidad y las
relaciones genéticas entre poblaciones ha favorecido un manejo eficiente del germoplasma
(Albrecht et al., 2012) ademas, proporciona informacion sobre los procesos genéticos y
evolutivos de una especie (Nicolai et al., 2013), asi, los marcadores moleculares brindan mejor
informacidn sobre la diversidad genética y las relaciones filogenéticas que la informacion
fenotipica. Por ejemplo, para México se ha calculado el tiempo de colonizacion del género que
data de 1.2 a 3.45 millones de afios (Drummond et al., 2012; Ferval et al., 2013), y por medio
de ISSR se han identificado algunos genes, mejorando la estimacion que va de 3 a 4 millones
de afios de colonizacién; ademas, estos marcadores como ISSR se han empleado para detectar
una alta tasa de mutaciones y han sido utilizados para detectar la diversidad genética en otras

plantas (Meloni et al., 2006; Alam et al., 2009).

Los anélisis morfoldgicos son herramientas que permiten identificar las expresiones
genéticas de los organismos, asi como la plasticidad fenotipica, la cual se evalta a través de
parametros como la supervivencia, el crecimiento, el desarrollo y el rendimiento en variables

agrondmicas de interés alimenticio (B6hm et al., 2008; Soto-Correa et al., 2012). Si bien existen



caracteristicas que ayudan a diferenciar las especies como es el caso de la aparicion de las
inflorecencias en estado adulto, no existe informacion de caracteristicas a edades juveniles que

permitan discriminarlas.

En Lupinus existen especies y/o variedades muy importantes por su aportacion
nutrimental y su capacidad de adaptacion a ambientes diferentes, tales como L. albus L., L.
luteos L., L. angustifolus L., L mutabilis Sweet, y L. polyphyllus Lindl. que se han mejorado
genéticamente con el fin de disminuir la concentracion de alcaloides, asi como de aumentar la
calidad nutrimental y su adaptacion a condiciones ambientales extremas (Herbert, 1977,
Aniszewski et al., 2001; Talhinhas et al., 2006; Ortega David et al., 2010; Weerakoon y
Somaratne et al., 2013; Abebe et al., 2015.). En México, L. elegans Kunth ha sido probado con
fines de restauracion ecologica, asi como su adaptacion al cambio climatico (Alvarado-Sosa et
al., 2007; Ruiz-Reyes et al., 2009; Soto-Correa et al., 2014) Ademas, plantas de poblaciones
naturales de L. exaltatus, L. hintonii C. P. Smith y L. campestris han sido evaluadas morfoldgica
y nutrimentalmente (Lagunes-Espinoza et al., 2013; Pablo-Pérez et al., 2013). A pesar de ello,
poco se ha reportado sobre su establecimiento en plantaciones o en ensayos fuera de su
distribucion altitudinal natural, o bien el impacto de sobre éstas plantas de ambientes menos
frios como seria el caso de un aumento de temperatura por cambio climatico. La region centro-
oriente de Puebla, es una zona que ha experimentado el cambio de uso del suelo, pasando de
suelos con vocacidn forestal a cultivos agricolas, que posteriormente han sido abandonados por
su baja productividad, debido a la disminucion o cambio de las propiedades fisicas y quimicas
del suelo, por ello, el empleo de especies nativas de la region como L. barkeri, L. campestris, L.
exaltatus, L. marschallianus y L. montanus, tienen potencial para la restauracidn ecologica y en

la agroforesteria (Alvarado-Sosa, et al. 2007), ademas coadyuvarian a mejorar la calidad del



suelo de forma quimica y fisica al ser empleados como abonos verdes; ademas, su alto contenido
de proteina en plantas y en semillas, Lupinus puede ser empleado como forraje para animales
(Lagunes-Espinoza et al., 2013) y las semillas integradas a la dieta de los humanos (Ortega-
David et al., 2010), tras previa disminucion de los alcaloides mediante procesos quimicos o de
domesticacion, potencializando de esta manera a las especies de forma industrial. Por tal razén

y con base en las particularidades referidas anteriormente, se plantearon los siguientes objetivos:

General:

Analizar la diversidad morfolGgica y genética de especies del género Lupinus (Fabaceae)

en la regién centro-oriente de Puebla, México.

Especificos:

a) Determinar la variacion morfoldgica de plantulas de cinco especies de Lupinus de la
region centro-oriente de Puebla, que permita delimitar a las especies en etapas tempranas
durante su desarrollo en invernadero.

b) Determinar la diversidad y estructura genética entre poblaciones de L. montanus, L.
campestris y L. exaltatus a través de microsatélites.

c) Determinar las diferencias en supervivencia, crecimiento y produccion de semilla entre
especies y poblaciones de Lupinus montanus, L. campestris, L. exaltatus, L. barkeri. y

L. marschallianus a través de un ensayo en campo Yy en ambiente comdn.
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CAPITULO |

ANALISIS MORFOMETRICO DE PLANTULAS DE Lupinus (Fabaceae) DE LA

REGION ORIENTE DEL ESTADO DE PUEBLA
Resumen

La variabilidad morfoldgica presente en el género Lupinus es resultado del gran nimero
de especies conocidas a nivel mundial, incluyendo las 110 mencionadas para México, lo que ha
permitido la obtencion de variedades para algunas especies, pero también en algunos casos
dificultado la identificacion taxondmica. Las especies de este género tienen importancia
econdmica, por sus propiedades nutrimentales, y como mejoradoras de suelos al usarse como
abonos organicos, lo que las hace utiles en programas de manejo agricola o forestal. El presente
estudio aborda la caracterizacion morfolégica con datos cuantitativos a nivel plantula de cinco
especies de Lupinus procedentes de 12 localidades de la regién oriente del estado de Puebla,
para caracterizarlas en etapas fenoldgicas tempranas y facilitar su identificacion y manejo en
invernadero y en programas de propagacion a gran escala. Para ello, se recolectaron semillas de
30 plantas por cada localidad y se germinaron en un sustrato homogéneo bajo condiciones de
invernadero. Semanalmente y durante 60 dias, se obtuvieron datos de once caracteristicas
morfologicas de las plantulas, que evaluados a través de un analisis de varianza y de
componentes principales mostraron que la longitud del cotiledon, el diametro del cuello de la
raiz, la altura de la planta, el nimero de hojas, el numero de foliolos por hoja y la longitud del
foliolo central permiten delimitar en etapas tempranas a las especies Lupinus montanus Kunth,

L. campestris Schltdl. & Cham., L. exaltatus Zucc., L. barkeri Lindl. y L. marschallianus Sweet.

Palabras clave: Lupinus, morfologia, plantula, Componentes Principales.
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Abstract

The morphological variability present in Lupinus genus is a result of the great number
of species known worldwide, including the 110 mentioned for Mexico, which has allowed
obtaining varieties for some species, but also, in some cases making difficult the taxonomic
identification. The species of this genus are economically important, because of their nutritional
properties, and as soil improvers when used as organic fertilizers, which makes them useful in
agricultural or forestry management programs. The present study approaches the morphological
characterization with quantitative data at seedling level of five species of Lupinus from 12
localities of the eastern region of the state of Puebla, to characterize them in early phenological
stages and to facilitate their identification and management in greenhouse and in propagation
programs on a large scale. For this, seeds of 30 plants were collected by locality and then
germinated in a homogeneous substrate under greenhouse conditions. Data from eleven
morphological characteristics of the seedlings were obtained weekly and for 60 days, which
were evaluated through an analysis of variance and main components showed that the length of
the cotyledon, the diameter of the root neck, the height of the plant, the number of leaves, the
number of leaflets per leaf as well as the length of the central leaflet allow to delimit in early
stages the species Lupinus montanus Kunth, L. campestris Schltdl. & Cham., L. exaltatus Zucc.,

L. barkeri Lindl. and L. marschallianus Sweet.

Key words: Lupinus, morphology, Principal Components.
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Introduccion

El género Lupinus L. (Fabaceae) se considera complejo desde el punto de vista
taxondmico, ya que se han reportado de 200 a 500 especies en el mundo (Lewis et al., 2005) y
se reporta que pocos caracteres morfologicos soportan la delimitacion a nivel especifico
(Ainoche y Bayer, 1999). Por ello, los datos citotaxonomicos y recientemente los moleculares
y analisis filogenéticos muestran que el género es parafilético, es decir, no se considera un grupo
natural ya que las especies presentan origenes independientes (Eastwood et al., 2008). Ademas,
a nivel intraespecifico se considera que los factores climaticos y edaficos juegan un papel
importante en la expresion de la variacion morfoldgica, por lo que numerosas subespecies se

han descrito (Drummond, 2008).

Esta combinacion de respuestas a la heterogeneidad del habitat favorece la presencia de
poblaciones simpatricas, que pueden intercambiar informacion genética y favorecer la presencia
de complejos de especies (Planchuelo, 1994; Schluter, 2000; Mallet, 2007; Eastwood et al.,
2008). Asi, algunos autores consideran que el mayor nimero de especies de Lupinus se
encuentran distribuidas en el continente americano (Ainoche y Bayer, 1999), en donde se han
reconocido dos centros de especiacion, uno en el occidente de Norte y Centro América con mas
100 especies y el otro en los Andes con 88 (Drummond, 2008; Eastwood et al., 2008). Ademas,
trece especies se reportan para la region del Mediterraneo y dos en Africa tropical (Lewis et al.,

2005).

Algunas de las especies con importancia econdémica conocidas de Europa son
introducidas de otras regiones del mundo (Ainoche y Bayer, 1999) y se han utilizado sus
semillas para la alimentacion humana y el follaje como forraje para ganado (Gueguen y Cerletii,

1994; Rodriguez-Ambriz et al., 2005; Jezierny et al., 2010). Por otro lado, su conocida
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asociacion con bacterias fijadoras de nitrégeno, las hace potencialmente importantes para su uso
como abonos organicos, ademas de mejorar el incremento en las poblaciones de hongos y
bacterias del suelo (Barrientos et al., 2002; Alderete-Chavez et al., 2009; Soto-Correa et al.,

2012; Lelei y Onwonga, 2014; Soto-Correa et al., 2015).

Sousa-Sanchez y Delgado-Salinas (1998) reportan 110 especies distribuidas en altitudes
desde 0 a 4000 msnm en México, y mencionan que aproximadamente el 60% son endémicas.
Esta amplia variacion en su rango altitudinal facilita la asociacion de algunas especies con
comunidades vegetales especificas, por ejemplo, Lupinus leptophyllus Schitdl. & Cham. en el
estado de México se distribuye de 2980 a 3180 msnm, asociandose en las barrancas con bosques
de oyamel Abies religiosa (Kunth) Schltdl. et Cham., y en las partes planas se encuentra entre
los cultivos (Alderete-Chavez et al., 2010); L. montanus Kunth presenta una distribucion
altitudinal desde 2500 hasta 4100 msnm en bosques de Quercus spp. y Abies religiosa (Benitez,
1986) asi como de Pinus hartwegii Lindl. (Dunn y Harmon 1977). L. bilineatus Benth. se
desarrrolla en localidades entre 3500 y 4100 msnm con bosques de Pinus hartwegii y

zacatonales alpinos (Martinez et al., 2008).

Para el estado de Puebla se han realizado estudios en la regién oriente con respecto a
especies presentes, caracteristicas morfométricas de semillas y uso potencial como forraje de
algunas de las especies alli distribuidas (Lagunes-Espinoza et al., 2012; Pablo-Pérez et al.,
2013). Sin embargo para reconocer y seleccionar desde invernadero aquéllas especies que
puedan tener un mejor desarrollo en los ambientes conocidos, se necesita contar con
informacién morfoldgica en etapas tempranas de desarrollo fenoldgico (Pérez-Garcia y

Mendoza, 2002). Por tal motivo, el objetivo del presente trabajo es analizar caracteristicas
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morfologicas de plantulas de cinco especies de Lupinus de la regién oriente de México que

permitan delimitar a las especies en etapas tempranas durante su desarrollo en invernadero.

Materiales y Métodos

Con base en los trabajos de Lagunes-Espinoza et al. (2012) y Pablo-Pérez et al. (2013)
fueron seleccionadas 12 localidades (Cuadro 1), en donde se desarrollan las especies de Lupinus.
Se recolectd material botanico para su identificacion taxondmica con el uso de las claves de
Dunn (2005). Los ejemplares colectados se depositaron en el herbario universitario TLXM de
la Universidad Auténoma de Tlaxcala como respaldo del presente trabajo. Posteriormente,
durante los meses de julio a diciembre de 2013 y con base en su fenologia, fueron recolectados

los frutos de 30 plantas pertenecientes a las poblaciones de cada especie

Los frutos recolectados fueron llevados al invernadero del Departamento Forestal del
Colegio de Posgraduado en Texcoco, Estado de México a una altitud de 2249 msnm. Se
seleccionaron 200 semillas sanas de cada poblacion, dichas semillas fueron desinfectadas con
hipoclorito de sodio al 0.35 % por 5 min (Vega-Villasante et al., 1996) y escarificadas
manualmente con una lija de grano medio para madera. Posteriormente, cada semilla se sembré
independientemente en tubetes de plastico negro con una mezcla de perlita, turba y corteza de
pino en una proporcion de 15:15:70 como sustrato (Garcia et al., 2001), agregando agua
corriente a capacidad de campo cada tercer dia durante ocho semanas. Las condiciones de
temperatura y humedad relativa del invernadero fueron controladas a 20°C y 64%

respectivamente.

El estudio se realiz6 en invernadero, en un mismo ambiente y condiciones de sustrato

homogéneo bajo el argumento de que las caracteristicas expresadas en el fenotipo sean un reflejo
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del acervo genético de cada una de las especies estudiadas, tratando de minimizar el efecto del

ambiente en el que se desarrollan, con la ventaja adicional de corresponder a un periodo

relativamente corto de observacion.

Cuadro 1. Ubicacion de las poblaciones de las especies estudiadas en las localidades del oriente

del estado de Puebla.

Ubicacion Altitud
Especie Poblacion, Municipio (Mm.s.n.m.)
Lat. N. Long. O R
L. barkeri Manuel Avalos, Tlachichuca 19°03° 50.4> 97°22°59.7° 2,878
Tlalmotolo Il, Ixtacamaxtitlan ~ 19° 34’ 34.0> 97°43°33.8”° 2,668
Manuel Avalos, Tlachichuca 19° 03’ 50.4>° 97°22°59.7 2,878
L. campestris
Tlalmotolo I, Ixtacamaxtitlan ~ 19°34° 27.4> 97° 43’ 38.5 2,980
Zoapan, Tlachichuca 19°04°39.2”° 97°20° 54.0> 3,064
L. exaltatus Zoapan, Tlachichuca 19°04° 38.3”” 97°21°57.1” 2,913
L. 18°58°76.9” 97°17°44.2> 3,700
) Texmalaquilla, Atzitzintla
marschallianus 18°58°99  97°17°65.0” 3,900
Tlanalapan, Guadalupe V. 19°04° 18.1”” 97°19°06.7> 3,045
Texmalaquilla, 3100 18°57°21.4 97°17°20.3> 3,100
San Joaquin, Guadalupe V. 19°07° 09.8” 97° 18’2547 3,112
L. montanus Texmalaquilla, 3300 18°57°70.3” 97°17°37.4” 3,300
Zoapan, Tlachichuca 19°04° 18.1” 97°19° 06.7” 3,358
Texmalaquilla, 3500 18° 58’ 30.0” 97° 17’ 25.0” 3,500
Texmalaquilla, 3700 18° 58° 76.9” 97°17°44.2” 3,700
Texmalaquilla, 4100 18°58°99.0” 97°17° 65.0” 4,100
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Durante ocho semanas se registraron datos de 11 caracteristicas morfologicas (Cuadro
2) desde el inicio de la germinacion (Swiccicki et al., 1996; Gonzalez-Andrés et al., 2007;
Salazar-Rojas et al., 2010). Durante cuatro semanas, las plantulas se mantuvieron en un
invernadero y posteriormente se trasladaron a un vivero cubierto con malla sombra al 70%, por
el tiempo restante de la evaluacidn. Las caracteristicas morfoldgicas cuantitativas se midieron
con un vernier digital y una regla milimétrica semanalmente. En cada toma de datos fueron
seleccionadas aleatoriamente tres plantulas de cada poblacion/especie y se eliminaban. Las
caracteristicas cualitativas solo se describen y el color de las estructuras analizadas se reporta
con base en la tabla de colores de Munsell para una mejor interpretacion (Macbeth Division of

Kollmorgen Instruments Corporation, 1994).

Los valores de cada variable cuantitativa se ingresaron en una matriz de datos elaborada
en el programa Excel (Microsoft Office, 2013) para la realizacion del analisis multivariado con
el programa InfoStat v. 2014 (Di Rienzo et al., 2014). EI Andlisis de Componentes Principales
fue empleado para identificar las variables que aportan la mayor informacién (Gonzélez-Andrés
et al., 2007; Salazar-Rojas et al., 2010). Para conocer la diferencia entre los promedios de cada
variable para cada especie se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) y posteriormente una
prueba de Tukey (p<0.05) para conocer las diferencias entre especies. El porcentaje de
disimilitud y el agrupamiento de las especies se realizd con un Analisis de Agrupamiento
utilizando las distancias Euclidianas de los datos con el método de promedios de union simple
(Talhinhas et al., 2006; Salazar-Rojas et al., 2010) en el programa SAS (SAS Institute Inc.,

2002).
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El material botanico identificado correspondié a las especies Lupinus montanus Kunth,
L. campestris Schltdl. & Cham, L. exaltatus Zucc., L. barkeri Lindl. y L. marschallianus Sweet.,
cuya distribucion de sus poblaciones estan mencionadas en el Cuadro 1. La germinacion de las
semillas fue del 100% para las cinco especies y se inici0 a los tres dias después de la siembra,

sobresaliendo del suelo los cotiledones.

El Analisis de Componentes Principales mostrd que las variables longitud del cotileddn,
grosor del cuello de la raiz, longitud del foliolo central (Componente 1), niUmero de hojas y
namero de foliolos por hoja (Componente 2) y altura de la planta (Componente 3) aportaron el

95% de la variacion total (Cuadro 2).

Cuadro 2. Variables morfologicas en cuatro especies de Lupinus de mayor importancia (en

Resultados

negritas) en los tres primeros Componentes Principales.

Variables CP1 CP2 CP3
Longitud del cotiledon 0.40 0.03 0.15
Longitud del hipocotilo 0.36 -0.01 -0.27
Longitud del epicotilo 0.22 0.42 -0.13
Longitud de radicula 0.36 0.06 0.46
Grosor del cuello de la raiz 0.39 -0.08 -0.19
Altura de la planta 0.10 0.45 0.50
NUmero de hojas -0.11 0.51 0.10
Foliolos por hoja -0.09 0.50 -0.25
Longitud del foliolo central 0.38 0.09 -0.24
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Ancho del foliolo (mm) 0.29 -0.30 0.39

NuUmero de nodulos 0.33 0.05 -0.33

Las seis variables anteriormente mencionadas se utilizaron para realizar los analisis de
varianza (ANOVA) y el de Disimilitud para caracterizar a las especies estudiadas. Asi se obtuvo
que L. barkeri presentd plantulas més largas, nimero mayor de hojas, longitud del foliolo central
de tamafio intermedio y nimero mayor de foliolos por hoja; L. campestris es uno de los que
presentd mayor grosor del cuello de la raiz, mayor longitud del cotileddn, tamafio intermedio de
altura de la plantula, nimero menor de hojas y nimero menor de foliolos por hoja; L. exaltatus
por su parte también presentd un mayor grosor del cuello de la raiz, mayor longitud del
cotiledén, menor nimero de hojas, mayor longitud del foliolo central y menor nimero de
foliolos por hoja; notoriamente L. marschallianus presenta el menor grosor del cuello de la raiz,
menor longitud del cotiledon, plantas de menor altura y menor longitud del foliolo central; en
L. montanus se observaron valores altos en el didmetro de la raiz, valores intermedios de la
altura de la plantula, foliolo central con longitud mayor y nimero mayor de foliolos por hoja

(Figuras 1, 2,3,4,5,y 6).
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Figura 1. Gréfica de distribucion de los datos observados de la variable didmetro de la raiz para
cada especie. Valores de F y p resultado de ANOVA para cada variable. Letras
iguales no existen diferencias significativas, letras diferentes indican diferencias

significativas entre las especies (p < 0.05, Tukey).
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Figura 2. Gréfica de distribucion de los datos observados de la variable longitud de cotiledén
para cada especie. Valores de F y p resultado de ANOVA para cada variable. Letras
iguales no existen diferencias significativas, letras diferentes indican diferencias

significativas entre las especies (p < 0.05, Tukey).
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Grafica de distribucion de los datos observados de la variable altura de planta para
cada especie. Valores de F y p resultado de ANOVA para cada variable. Letras
iguales no existen diferencias significativas, letras diferentes indican diferencias

significativas entre las especies (p < 0.05, Tukey).
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Figura 4. Gréfica de distribucion de los datos observados de la variable nimero de hojas para
cada especie. Valores de F y p resultado de ANOVA para cada variable. Letras
iguales no existen diferencias significativas, letras diferentes indican diferencias

significativas entre las especies (p < 0.05, Tukey).
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Figura 5. Gréfica de distribucion de los datos observados de la variable longitud del foliolo
central para cada especie. Valores de F y p resultado de ANOVA para cada variable.
Letras iguales no existen diferencias significativas, letras diferentes indican diferencias

significativas entre las especies (p < 0.05, Tukey).
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Figura 6. Grafica de distribucion de los datos observados de la variable foliolos por hoja para
cada especie. Valores de F y p resultado de ANOVA para cada variable. Letras
iguales no existen diferencias significativas, letras diferentes indican diferencias

significativas entre las especies (p < 0.05, Tukey).
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Con el Analisis de Agrupamiento se obtuvieron dos grupos con un nivel de disimilitud
de 0.71, el primero esta representado por L. marschallianus y L. barkeri y en el segundo por L.
campestris, L. exaltatus y L. montanus. Las especies menos disimiles entre ellas son L.
campestris, L. exaltatus y L. montanus mientras que las méas disimiles son L. barkeri y L.

marschallianus (Figura 7).

Especies

L. barkeri

L. marschallianus

L. campestris }

L. exaltatus

L. montanus—
L 1 1 1 1 1 1 1 1 1 L 1 1 1 1 ]

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 0.45 0.50 0.55 0.60 0.65 0.70 0.75

Figura 7. Agrupamiento por disimilitud de las especies del género Lupinus de la region oriente

de Puebla.

En cuanto a las caracteristicas cualitativas, se observo que el color de los cotiledones a
los 22 dias después de la siembra fue rojo-olivo (R5/8, Y5/6) para L. montanus y L. barkerti;
totalmente olivo (Y5/6) para L. campestris, L. exaltatus y L. marschallianus. El hipocotilo es de
color rojo (R5/6) en L. montanus, L. campestris y L. barkeri, y de color olivo (Y6/6) en L.

exaltatus y L. marschallianus (Figura 8).
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Figura 8. Color de cotiledones de las especies L. barkeri (A), L. campestris (B), L. exaltatus

(C), L. marschallianus (D) y L. montanus (E).

Por otro lado, se observé que la formacion de primordios florales para L. marschallianus
y L. barkeri inici6 a los 70 dias y a los 90 dias se observaron vainas maduras. En las otras
especies el ciclo anterior durd 290 dias. Solo la raiz de L. barkeri formé tubérculo a los 120

dias.
Discusion

Se ha considerado que las estructuras florales son importantes desde el punto de vista
taxondémico-morfologico en las plantas que presentan flores, ya que no se encuentran
influenciadas por los cambios en el ambiente como sucede con las vegetativas (Gonzalez-
Andrés y Ortiz, 1996); sin embargo, en algunos grupos a veces es muy complicado delimitar
diferentes niveles taxondmicos y esto conlleva a una sobreestimacion del nimero de especies,
situacion que se ha estado tratando de esclarecer con el uso de otro tipo de informacién

(Gonzalez-Andrés y Ortiz, 1996; Gonzalez—Andrés et al., 2007; Loza-Cornejo y Terrazas,

2011).

Uno de los grupos con problemas en su delimitacion especifica es el género Lupinus, el

cual ha sido abordado con diferente informacion para esclarecer la delimitacion entre las
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especies descritas, situacion que puede complicarse debido a que las especies conocidas de este
género se diversificaron de diferentes puntos geograficos (Ainoche y Bayer, 1999; Drumond,

2008; Eastwood et al., 2008).

La evaluacion de las diferentes etapas de desarrollo de los organismos (ontogenia) son
utiles en la busqueda de relaciones de parentesco entre las especies (Barrera, 1992; Zevallos-
Potillo y Flores-Bendezu, 2003), pero ademas, ayudan a discernir entre las mismas, lo que
permite contar con informacion especifica para la toma de decisiones en las actividades de
repoblacion artificial, regeneracion y dindmica de las comunidades vegetales asi como en la
conservacion y manejo de los bancos de semillas y plantulas in situ y ex situ (Barrera, 1992), lo

cual se ha determinado en el presente trabajo con las cinco especies de Lupinus.

Con el control que se tuvo de las condiciones ambientales durante la realizacién del
presente trabajo, se tienen datos que permiten conocer la expresion genética de cada especie
(Soto-Correa et al., 2014; 2015), ya que de las once caracteristicas evaluadas se puede
mencionar que algunas de éstas nos permiten separar y reconocer en las primeras etapas de
desarrollo a nivel especifico. Asi, debido a las diferencias en los cotiledones, L. marschallianus
debe considerarse como una dicotiledonea fanerocotilar (Barrera, 1992). Igualmente L.
marschallianus y L. barkeri presentaron caracteristicas xeromdrficas similares a L. meridanos
Moritz ex C.P. Smith y L. eromonimos C.P. Smith, las cuales son plantas anuales con
crecimiento rapido, con hojas y foliolos pequefios, caracteristicas que se consideran como una

respuesta de adaptacion a su sitio de distribucion (Brisefio et al., 2000).

Por otro lado, Rada et al. (1987) mencionan que L. montanus al desarrollarse en altitudes
mas bajas que en las que se distribuye normalmente, puede llegar a presentar un desarrollo de
sus hojas en roseta, situacion que fue observada con esta especie en el presente trabajo.
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La similitud observada entre L. campestris y L. exaltatus en la mayoria de las variables
evalualadas, tal vez nos estén representando la pertenencia a algun subgrupo dentro del género
Lupinus, lo que para las especies Americanas no se ha propuesto (Wolko et al., 2011), aun asi,
la mayor longitud del foliolo central en L. exaltatus lo diferencia de L. campestris, caracter que

es (til para su clasificacion taxonomica.
Conclusiones

Por lo tanto, con esta evaluacion se puede concluir que la longitud de cotiledén, el
didmetro del cuello de laraiz, altura de la planta, nimero de hojas, foliolos por hoja y la longitud
del foliolo central observadas durante los primeros 60 dias de desarrollo, fueron Utiles para la
diferenciacion entre especies de L. montanus, L. barkeri, L. marschalianus, L. exaltatus y L.

campestris durante esta etapa fenoldgico
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CAPITULO 1

DIVERSIDAD Y ESTRUCTURA GENETICA DE TRES ESPECIES DE Lupinus EN

LA REGION CENTRO ORIENTE DE PUEBLA

Resumen

El género Lupinus, en México, estad constituido de plantas herbaceas y arbustivas, ricas
en proteina, que presentan alta variacion fenotipica. Los cambios de uso de suelo han reducido
y fragmentado sus poblaciones, con posibles efectos sobre su diversidad genética. El objetivo
fue determinar la diversidad genética entre poblaciones de L. campestris Cham. & Schltdl., L.
montanus Kunth, y L. exaltatus Zucc., componentes de bosques alterados del centro-oriente del
estado de Puebla. Se amplificaron e identificaron los fragmentos de siete microsatélites. El
promedio de alelos totales varid entre las especies de 11.4 a 23.6. Se encontraron diferencias
significativas entre las siete poblaciones de L. campestris y nueve origenes de L. montanus para
los indices de diversidad. En L. exaltatus el porcentaje de loci polimorfico fue alto (90.5%)
aunque solo tres poblaciones se muestrearon. La heterocigosidad esperada en las tres especies
vario entre 0.17-0.50. El indice de fijacion mostro un alto grado de heterocigosis. L. exaltatus
tuvo un mayor indice de diversidad (H=0.80). El indice de fijacion promedio dentro de cada
poblacién (Fis) fue negativo en los tres taxa, y s6lo L. montanus presento valores negativos en
el indice de fijacién total (FIT). En los indices de fijacion entre poblaciones (FsT), L. montanus
(0.041) mostré una menor diferenciacion. No existio una correlacion significativa entre las
distancias genéticas y las geograficas en L. exaltatus y L. montanus. La diversidad es alta en las
tres especies, con altas tasa de migracién en L. montanus y L exaltatus, pero baja en L.

campestris.

Palabras clave: Lupinus, diferenciacion, diversidad genética, fragmentacion, microsatélites.
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Abstract

In Mexico, the genus Lupinus is constituted of shrubs and herbaceous plants, rich in
protein and high phenotypic variation. Changes in soil use have reduced and fragmented their
populations, with possible effects on their genetic diversity. The objective was to determine the
genetic diversity among populations of L. campestris Cham. & Schltdl., L. montanus Kunth,
and L. exaltatus Zucc., components of altered forests in the center-east of the state of Puebla.
Fragments of seven microsatellites were amplified and identified. The mean total alleles varied
between species from 11.4 to 23.66. Significant differences were found between the seven
populations of L. campestris and nine localities of L. montanus for diversity indexes. In L.
exaltatus, the percentage of polymorphic loci was high (90.5%) although only three populations
were sampled. The expected heterozygosity in the three species varied between 0.17-0.50. The
fixation index showed a high degree of heterozygosity. L. exaltatus had a higher diversity index
(H '=0.80). The average fixation rate within each population (FIs) was negative in all three taxa,
and only L. montanus presented negative values in the total fixation index (FIT). In FsT, L.
montanus (0.041) showed lower differentiation. There was no significant correlation between
genetic and geographic distances in L. exaltatus and L. montanus. Diversity is high amog all the

three species, with high migration rates.

Key words: Lupinus, differentiation, genetic diversity, fragmentation, microsatellites.
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Introduccion

Lupinus es uno de los géneros con mayor diversidad y distribucion geografica (Wolko
etal., 2011). A este género pertenecen entre 280-500 especies con desarrollo anuales y perennes,
de las cuales la mayoria se localizan en el norte y sur de América (Planchuelo-Ravelo y Wink,
1993; Eastwood et al., (2008). Especies endémicas del Mediterraneo y de la region norte de
Africa como L. luteus L., L. albus L. y L. angustifolius L. se han domesticado (Clements et al,
2008; Wolko et al., 2011); y asi como L. mutabilis Sweet, especie del sur de América. Estas
especies domesticadas son usadas comercialmente en Europa, Australia y Sudameérica por los
bajos contenidos de alcaloides (0.001-0.006 %), y alto contenido de proteina en las semillas,

particularmente L. mutabilis con 43 % de proteina y de 15% aceite (Clements et al., 2008).

En Meéxico, este género habita del nivel del mar a los 4000 m, abarcando zonas montafiosas y
caminos, donde presentan una diversidad fenotipica considerable (Dunn, 1984; Bermudez
Torres et al., 1999). De las 100 taxa reportadas para México, 60 son endémicas (Sousa y
Delgado, 1998). Estos Lupinos son importantes por las caracteristicas nutricionales de sus
semillas y follaje, y su capacidad de fijar nitrogeno atmdsferico y mineralizar fosforo. La
concentracion de proteina de la semillas de L. montanus Kunth, L. campestris Cham. & Schitdl.
y L exaltatus Zucc. varia de 32.8 a 48.1 % (Lagunes-Espinoza et al., 2012 y 2013), y los
contenidos de N, P, K, Fe y Zn, son altos (Pablo-Pérez et al., 2013). L. leptophyllus y L.
montanus son importantes en restauracion y rehabilitacion de tepetates en México, ya que
mineralizan N, P, y K (Alderete-Chavez et al., 2009). Los aumentos en N y P en los suelos
productos de la mineralizacion se reflejan positivamente en un incremento de la eficiencia
fotosintética de especies forestales asociadas, al combinarse en préacticas de reforestacion

(Gomez-Romero et al., 2012). Barrientos et al. (2001) reportan una mineralizacién de N de 49
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y 69% en suelos Andosoles, usando L. angustifolius y L. albus, respectivamente. L. exaltatus en

suelo de tipo Regosol fija 185.7 kg ha™ de N2 (Zapata, 2015).

Para el manejo y aprovechamiento eficiente del germoplasma de lupino presente en
México, es requisito conocer la variabilidad y las relaciones genéticas entre las poblaciones
presentes (Albrecht et al., 2012), lo que proporciona informacion sobre los procesos genéticos
y evolutivos de una especie (Nicolai et al., 2013). La aplicacion de analisis moleculares para el
estudio genético de la diversidad da informacion fenotipicamente neutra, los marcadores
moleculares tienen mayor segregacién o polimorfismo que los caracteres morfolédgicos, pueden
ser evaluados desde edades juveniles, son aplicables a cualquier tipo de material vegetal, son
independientes de la época del afio en que se realiza el analisis, permite la identificacion correcta
de las variedad sin la necesidad de muchos caracteres y estan libres de los efectos epistaticos
(Azofeifa-Delgado, 2006; Votava et al., 2005). Al caracterizar molecularmente las poblaciones
se puede evaluar la diversidad genética inter e intra especifica, la que es considerada un vinculo
importante entre la conservacion y la utilizacion de los recursos genéticos, por ejemplo en la
caracterizacion de colecciones, la conservacion, y la evaluacion de poblaciones silvestre (Thul

etal., 2012).

Poblaciones de L. montanus Kunth, L. campestris Cham. & Schltdl. y L exaltatus Zucc.
cohabitan con especies forestales en la region centro oriente del estado de Puebla, México,
donde se desarrollan en pequefios nacleos a lo largo de un gradiente altitudinal (Lagunes-
Espinoza et al., 2012), mostrando variacion fenotipica entre especies que puede estar
influenciada por el ambiente. Esta variacion permite diferenciar a L. montanus, pero dificulta la
diferenciacion entre L. exaltatus y L. campestris, lo que limita el posible uso de la variacion a

nivel genético para programas de conservacion y/o mejora. Ademas, dada la importancia del
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género Lupinus en el mundo y los usos potenciales de algunas de las especies presentes en
México (Pablo-Pérez et al., 2013; Alderete-Chavez et al., 2009; Ruiz-Lépez et al., 2010), es
necesario conocer la diversidad fenotipica y genética presente. Muchas de las poblaciones de
los lupinos presentes en México, se encuentran fragmentadas debido tanto a factores naturales
propias de su ecologia o como resultado de las actividades humanas asociadas al cambio de uso
del suelo, los cuales originan poblaciones pequefias posiblemente afectadas por la deriva
genética (Wright, 1943), hecho que puede aumentar la fijacion de alelos recesivos (Michaels et
al., 2008). Por lo anterior el objetivo del presente estudio fue determinar la diversidad y
estructura genética entre poblaciones de L. montanus, L. campestris y L. exaltatus a través de

microsatélites.

Hipotesis

Las poblaciones naturales de Lupinus son pequefias debido a las alteraciones humanas,
por lo que se espera encontrar un nivel bajo de diversidad por el nivel alto de endogamia, y

por lo tanto una diferenciacion genética entre poblaciones dentro de cada especie.

Materiales y Métodos
Extraccion y cuantificacion de ADN

Las semillas de las tres especies de Lupinus se recolectaron en el 2013 y 2014 (Cuadro 1).
Las plantulas fueron propagadas en contenedores plasticos de 130 ml en un sustrato a base de
agrolita, peat moss y corteza de pino, en el Colegio de Postgraduados, Texcoco, México. El ADN
fue extraido de 100 mg de hojas, de 10 pléantulas de cada poblacion, con el kit ChargesSwitch®

gDNA Plant (Invitrogen), en un robot de extraccion KingFisher Flex® (ThermoScientific,
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Waltham, MA). EI ADN fue cuantificado por medio de un espectrofotometro de ultra bajo volumen

(NanoDrop 2000® Thermo Scientific™) a partir de la relacion de absorbancia a 260/280 nm.

Seleccion, andlisis y deteccion de microsatélites

Los iniciadores para la evaluacion fueron siete marcadores microsatélites (SSR) (Parra-
Gonzalez et al., 2010; Yang et al., 2001) los cuales fueron amplificados por PCR (Reaccion en
Cadena de la Polimerasa). Los iniciadores (SIGMA®) se marcaron con etiquetas fluorescentes en
el extremo 5’ para su deteccion capilar (Cuadro 2). La temperatura de alineacion de los iniciadores
se determind a través de geles de agarosa (4%). El volumen final de la mezcla de reaccion de PCR
fue de 20 pl que contenia 20 ng de ADN, 0.2 mM de nucle6tidos, 2 mM de MgCl,, 2.5 X de
amortiguador, 0.5 unidad de Tag ADN polimerasa y 10 pmol de cada iniciador. Las etapas para la
amplificacion de fragmentos constaron de una desnaturalizacién inicial de 5 min a 94 °C; sequida
por 35 ciclos de 2 min a 94 °C y de la alineacién a 1 min de 44 a 59 °C dependiendo del iniciador,
una extension de 2 a 72 °C, y una extension a 72 °C por 30 min, en un termociclador (C1000TM
Thermal Cycler, Bio Rad). Las amplificaciones fueron guardadas a una temperatura de -20°C, para

posteriormente ingresar las muestras al secuenciador.

Cuadro 1. Poblaciones en estudio de tres especies de Lupinus en centro-oriente de Puebla.

Ubicacion
Especie Poblacion
Latitud Longitud  Elevacion (m)
Poxcoatzingo 19°57°13.0” 98°00°33.5” 2,481
L. campestris Laguna de Atexca 19°57°06.1” 98°02°22.2” 2,584
Laguna Seca 18°63°30.5” 97°19°0.06” 2,669
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San Isidro 18°54°33.6” 97°18°26.4” 2,794

Barranca Honda 19°01°46.0” 97°22°43.1» 2,903

Tlalmotolo 19°34°27.4” 97°43°38.5” 2,980

Zoapan 19°04°39.2” 97°20°54.0” 3,064

Manuel Avalos 19°03°50.4” 97°22°59.7” 2,878

L. exaltatus Zoapan 19°04°38.3" 97°21°57.1” 2,913
San Martin 19°00°52.4” 97°22°07.7" 3,010

L. montanus  ry3nalapan 19°15°31.2”  97°16°09.7” 3,045
Texmalaquilla3100 — ygos7051 42 970172203 3,100

San Joaquin 19°07°09.8”  97°18°25.4” 3112
Texmalaquilla 3300 18°57°70.3” 97°17°37.4” 3,300

Zoapan 19°04°18.1” 97°19°06.7” 3,358
Texmalaquilla3500  ygosgo3 0> 97017°25.07 3,500
Texmalaquilla 3700 ygosgr769 70177442 3,700
Texmalaquilla 3900 18°58°98.0” 97°58°76.9” 3,900
Texmalaquilla 4100 18°58°99 0 97°17°65.0” 4,100
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Cuadro 2. Caracteristicas de los iniciadores de microsatélites SSR para L. campestris (Cam), L. exaltatus (Exal) y L. montanus (Mon)

de la region centro-oriente del estado de Puebla.

Temperatura de

i i Tamafo (pb)/No. Alelos . - o
Grupo Locus Umo!a_d Etiqueta Etiquetas Iniciadores (5’-3°/3°-5°) (pb) alineamiento °C
Repetitiva fluorescente
Cam Exal Mon Cam Exal Mon
1 LUP CAA:s 6-FAM *F: GAACTGGGTTGGATTAGTAG 1575267 117{'3314 250é268 53.2 532 532
P2D05 *R: GGTTCAAGAATTCACTGG
2 LUP  CAA HEX  F:CTATTGCCCTCCCGCTGTTC 104;1152 118;)169 116(;166 501 591 57.3
P8C06 R: CAATGTCGAATCATCAGACCC
3 LA02 ATA, HEX  FAGATATGAGTTTCCATACTTTAG  190-351 150-351 163 50.2 502 502

5 5 1
R: GTACGATACTGTGAGGAGC

3 LAO3 AT, 6-FAM  F: CAGCAGGTCAAGCTAATAAC 152-326 152-252 147 502 502 50.2

9 5 1
R: GTTATCAAATGCTCCCTT

3 LAOS  TA, ROX  F:CCTCATAATACCCCTTAGAC 93-253  99-198  99-107 502 502 50.2

R:GAGAAGAAAAAGACATTATTATC

4 LAO5 TG, HEX F: GGGATCTCTCTCTCTC 208-295 156-295 163-192 a4 a4

8 8 2
R: CCAGAAATAACAGATTTTG

4  LAO06 ACGC ROX  F: GGGAACAACAACAAC 207-299  207-296 115-147 44 44 44

9 5 2
R: CTGAAGAAACTTACACTTTG

*F= iniciador hacia adelante y R=iniciador en reversa.Camp= L. campestris; Exal=L. exaltatus; Mon=L.montanus.
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Los loci microsatélites amplificados fueron analizados en un secuenciador Genetic
Analyzer ABI 3130® (Applied Biosystems, 2005), con una mezcla de 2 pL de producto de PCR,
0.25 pL de GeneScan TM-500 LIZ® Size Estandar y 7.75 uL de HiDi TM Formamide®. El
programa GeneMapper v. 4.0 (Applied Biosystems, 2005) se emple0 para la identificacion y
medicion de los alelos. EI nimero de alelos por locus, el porcentaje de loci polimdrficos, la
heterocigosidad observada y esperada, el indice de fijacion (Wright, 1965) y el indice de
Shannon (Shannon y Weaver, 1949) se calcularon con el programa POPGENE V. 1.31 (Yeh et
al., 1997). Una vez obtenidos los parametros en cada poblacion, un remuestreo bootstrap de
5000 repeticiones se hizo para obtener los componentes principales. Las diferencias de los
valores anteriores entre las poblaciones fueron determinadas por medio de la prueba Kruskal-
Wallis (Kruskal y Wallis, 1952; Conover e Iman, 1981), usando el programa estadistico Infostat
(Di Rienzo et al., 2015). Los alelos se clasificaron como raros cuando la frecuencia fue <0.05,
comunes cuando fueron >0.05 (Marshall y Brown, 1975), y como exclusivos aquellos que

Unicamente se encontraron en una poblacion.

La estructura genética de las poblaciones se estimé con los estadisticos F de Wright
(1951), los cuales describen la fijacion de los alelos o de los efectos de la endogamia a nivel de
poblacién (Fis), entre poblaciones (FsT) y considerando todas las poblaciones como una sola
(FIT). ElI nimero de migrantes por generacion se calculd a través de la ecuacion: Nm= (1-
FsT)/4(FsT) (Wright, 1951). Las distancias genéticas de Nei (Nei, 1972) se calcularon entre las
poblaciones de cada especie, y se construyd un dendrograma con el método de agrupamiento de
pares no ponderados con promedios aritméticos (UPGMA). Por altimo, la relacién entre las
distancias genéticas y las distancias geograficas entre poblaciones se obtuvo por la prueba

Mantel (Goldstein et al., 1995).
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Resultados

Diversidad genética

Las tres especies mostraron diferencias en cada uno de los valores genéticos (p<0.0001).
Lupinus exaltatus presentd el mayor numero de alelos promedio de las tres especies. L.
montanus mostré aproximadamente la mitad que las otras dos especies. El porcentaje de alelos
comunes entre las poblaciones de cada uno de los taxa fue similar, excepto para L. montanus en
el sito de Texmalaquilla 3300. Este sitio presentd un 9.09 % de alelos raros. Para el caso de los
alelos exclusivos, la poblacion de Tlanalapan de L. montanus, presentd 8.33 % de los 12 que se
registraron en dicho lugar (Cuadro 3). Alelos raros y/o exclusivos no fueron encontrados en las

poblaciones muestreadas de L. campestris y L. exaltatus.

L. montanus presentd un 44.4 % de loci polimorficos (PLP), el menor de las tres
especies. el nivel PLP revelado fue alto para L. campestris y L. exaltatus. El PLP maximo se
presentd en tres de siete poblaciones de L. campestris, y en dos de las tres de L. exaltatus
(Cuadro 4). Diferencias (p<0.0001) se encontraron entre las poblaciones de L. montanus, y las
de L. campestris para el numero de alelos por locus (Na). L. exaltatus no mostrd diferencias
entre sus tres poblaciones para el nimero de alelos. EI mayor nimero de alelos se presentd en
la poblacion de San Isidro para L. campestris y el menor en la poblacion de Texmalaquilla para

L. montanus (Cuadro 4).

Los valores promedio de heterocigocisidad observada (Ho) y heterocigocisidad esperada
(He) fueron mayores en L. exaltatus, sin mostrar diferencias entre sus poblaciones; en L.
campestris y L. montanus hubo diferencias entre sus poblaciones (p<0.0001), el promedio
menor se observo en L. montanus. Con respecto al indice de fijacion (IF) las especies mostraron

diferencias entre sus poblaciones (p<0.0001). Todas las poblaciones de las tres especies
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presentaron valores negativos lo cual indicd una deficiencia de homocigotos, excepto en la
poblacion de L. exaltatus de Manuel Avalos. L. exaltatus y L. campestris presentaron mayor
indice promedio de diversidad de Shanon (H”), un valor mayor al doble que en L. montanus. En

las especies de L. montanus, y L. campestris hubo diferencias entre sus poblaciones (Cuadro 4).

Cuadro 3. Numero y clase de alelos encontrados en siete poblaciones de Lupinus campestris,

tres de L. exaltatus y nueve de L. montanus del centro-oriente del estado de Puebla.

Alelos
Especie / poblacion Comunes Raros Exclusivos
Totales
% No. % No. %
L. campestris
Poxcoatzingo 20 20 100 0 0 0 0
Laguna de Atexca 26 26 100 0 0 0 0
Laguna Seca 15 15 100 0 0 0 0
San Isidro 27 27 100 0 0 0 0
Barranca Honda 24 24 100 0 0 0 0
Tlalmotolo 20 20 100 0 0 0 0
Zoapan 15 15 100 0 0 0 0
Promedio 21.0 21.0 100 0 0 0 0
L. exaltatus
Manuel Avalos 24 24 100 0 0 0 0
Zoapan 26 26 100 0 0 0 0
San Martin 21 21 100 0 0 0 0
Promedio 23.67 23.67 100 0 0 0 0
L. montanus

Texmalaquilla 3100 11 11 100 0 0 0 0
Texmalaquilla3300 11 10 90.91 1 9.09 0 0
Texmalaquilla 3500 11 11 100 0 0 0 0
Texmalaquilla 3700 10 10 100 0 0 0 0
Texmalaquilla3900 11 11 100 0 0 0 0
Texmalaquilla 4100 14 14 100 0 0 0 0

Tlanalapan 12 11 100 0 0 1 8.33
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San Joaquin 11 11 100 0 0 0 0
Zoapan 12 12 100 0 0 0 0
Promedio 11.44 11.33 98.99 0.09 1.01 0 0

Cuadro 4. Diversidad genética de siete poblaciones de Lupinus campestris, tres de L. exaltatus

y nueve de L. montanus del centro-oriente del estado de Puebla.

;)Skf’lzéii%é PLP Na Ho  He IF H CPL CP2
L. exaltatus 0048 338" 053 047° -011° 082 254 -0.06°
L. campestris 7963 3.00° 050° 043> -015° 073> 161* -0.12°
L. montanus 4445 164° 034 021° -028° 031°F 21° 011°
L. campestris
Poxcoatzingo 7114 287° 045 03%° -013° 068 -0.80° -0.76°

Laguna de Atexca 100 3.71® 0.46° 047° -0.02¢ 0.86° 1.81F -1.49?

Laguna Seca 57.14 2.15* 0452 0.33? -0.25%  0.52¢  -2.81° 0.04¢
San Isidro 100 3.85F  0.58 0.55f -0.04¢ 097" 3.229 0.19°
Barranca Honda 100 3.41¢ 0.56° 0.46¢ -0.20° 0.79% 1.25¢ 1.08
Tlalmotolo 41.43 2.87¢ 0.54¢ 0.43¢ -0.25%  0.73%  -0.37¢ 1.26¢
Zoapan 57.14 2.13* 0.45* 0.36° -0.18" 0.56° -2.30° -0.32¢
L. exaltatus
Manuel Avalos 100 3.41* 0.51° 0.48? 0.08* 0.832 0.83* 0.58?
Zoapan 7143 3.73* 0.552 0.50? -0.08° 0.89* 1.57% 0.58?
San Martin 100 3.01* 0.54° 0.422 -0.33¢ 0.74¢ -2.4° -1.14°
L. montanus

Texmalaquilla 3100 42.86 1.60° 0.39* 0.23* -0.30° 0.33¢ -0.16¢9 0.93¢
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Texmalaquilla 3300 42.86 1.58° 0.30* 0.17%  -0.26° 0.26° -0.29¢ -2.14°
Texmalaquilla 3500 42.86 1.56° 0.36% 0.21*¢ -0.29* 0.29° -0.60° -0.18¢
Texmalaquilla 3700 42.86 1.42° 0.28* 0.17%  -0.24° 0.23* -0.95° -3.02¢
Texmalaquilla 3900  42.86 158> 0.34® 022 -0.30* 0.32*¢ -0.26"  0.06

Texmalaquilla 4100 42.86 1.98° 0.31% 0.21¢ -020¢ 0.35¢ 319" -0.19°

Tlanalapan 57.14 1.73% 042¢ 0.25° -0.35* 0.32¢ -043¢ 372
San Joaquin 4286 156" 039 023¢ -0.34° 031*¢ -1.19* 0.98"
Zoapan 4286 1.72° 034« 021 -0.27¢ 032« 077" -0.15°

PLP: porcentaje de loci polimorficos, Na: nimero de alelos por locus, Ho: Heterocigosidad
observada, He: Heterocigosidad esperada, IF: indice de fijaciéon, H": indice de diversidad de
Shannon, CP1 y CP2: componente principal uno y dos de los indices de diversidad. Medias con

distinta letra en la misma columna son estadisticamente diferentes (p < 0.05).

Aln cuando no se observaron diferencias en los valores de componentes principales
entre especies, las poblaciones de L. montanus se agruparon separadas de las poblaciones de L.
campestris y L. exaltatus (Figura 1) las cuales no formaron grupos definidos por especie. De
acuerdo a las distancias de Nei, las poblaciones se agruparon por especie (Figura 2), excepto la
poblacién de Zoapan de L. exaltatus, que se agrupd con L. campestris, similar a lo observado
en la Figura 1, donde estas dos especies, que morfolégicamente fueron similares, no se

diferenciaron genéticamente.

Entre poblaciones de L. campestris, los dos componentes principales mostraron
diferencias significativas (p<0.0001, Cuadro 4). EI CP1 explico el 81% de la variacion,
destacando las variables PLP y He (0.45), de mayor valor, y Na con 0.43. EI CP 2 aporté el

15.8%, donde la variable IF (0.73) presento el valor mayor (Figura 3).
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Figura 1. Agrupamiento de tres especies de Lupinus del centro-oriente de Puebla con base

(descripcién en cuadro 1). o L. campestris, m L. exaltatus y e L. montanus.
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Figura 2. Agrupamiento de siete poblaciones de Lupinus campestris, tres de L. exaltatus y
nueve de L. montanus del centro-oriente del estado de Puebla con base en las

distancias genéticas de Nei mediante el método de agrupamiento UPGMA.
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Figura 3. Agrupamiento de siete poblaciones de Lupinus campestris con base en los

componentes principales CP1 y CP2 de los parametros de diversidad genética.

Estructura de la poblacion

En L. campestris el indice de fijacion a nivel poblacion (Fis) presento valores positivos
en cuatro de los siete loci polimérficos, indicando deficiencia de heterocigotos para estos loci,
mientras que los otros tres con valores negativos indican un exceso de heterocigotos. El FIT se
mostréd de la misma forma y en los mismos loci. La diversidad genética promedio en L.
campestris dentro de poblaciones fue de 12.2% entre poblaciones. Para esta especie, el nimero
promedio de migrantes fue menor a las otras dos especies analizadas (Cuadro 5, 8 y 10). La
distancia genetica promedio fue de 0.145, la mayor fue entre Barranca Honda y Poxcoatzingo

(0.264), y la menor fue entre Barranca Honda y Laguna Seca (0.019) (Cuadro 6 y Figura 4). La
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distancia genética entre las poblaciones tuvo una correlacion positiva (0.6246) y significativa

(p=0.0024) con las distancias geograficas de las poblaciones.

Cuadro 5. Valores de los estadisticos de F de Wright y nimero de migrantes por generacion

(Nm) para siete loci en nueve poblaciones de Lupinus campestris.

Locus Fis FIT FsT Nm
Lup_P2D05 0.063 0.389 0.348 0.468
Lup_P8C06 -0.714 -0.666 0.028 8.678

LA 02 0.197 0.246 0.060 3.916

LA 03 0.540 0.585 0.099 2.275

LA 04 0.112 0.194 0.091 2.497

LA 05 -0.248 -0.112 0.109 2.043

LA 06 -0.437 -0.259 0.123 1.78

Promedio -0.069 0.053 0.122 3.094

Fis: coeficiente de fijacion a nivel de poblacion, FiT: coeficiente de fijacion total, FsT:

coeficiente de fijacion entre poblaciones.

Cuadro 6. Distancias genéticas de Nei entre siete poblaciones de Lupinus campestris.

Laguna
Laguna San Barranca
de _ Tlalmotolo  Zoapan
Seca Isidro Honda
Atexca
Poxcoatzingo 0.029 0.221 0.108 0.264 0.152 0.186
Laguna Seca 0.126 0.019 0.168 0.080
San Isidro 0.139 0.113 0.116
Barranca Honda 0.190 0.091
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Figura 4. Agrupamiento de siete poblaciones de Lupinus campestris con base en las distancias

genéticas de Nei, mediante el método de agrupamiento UPGMA.

En Lupinus exaltatus el CP1 explicd 75% y el CP2 24% de la variacion. En el primero
fue expuesto por He, IF, H, PLP y Na con valores en un intervalo de 0.41 a 0.47, y s6lo Ho
(0.82) influyd para explicar el CP2 (Figura 5). Los valores de Fis de L. exaltatus fueron 0.562 a
-0.545. El indice de fijacion total (FiT) fue de 0.577 a -0.519. El indice de fijacidn entre
poblaciones (FsT) indica una diversidad genética mayor dentro de poblaciones (93.7%) que
entre poblaciones (6.3%, FsT= 0.063). EI nimero de migrantes por generacién (Nm) en
promedio para los siete loci fue cinco, sin embargo, hay valores que varian de uno hasta 15

migrantes por marcador (Cuadro 7).
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Figura 5. Agrupamiento de nueve poblaciones de Lupinus exaltatus con base en los

componentes principales CP1 y CP2 de los parametros de diversidad genética.

Cuadro 7. Valores de los estadisticos F de Wright y nimero de migrantes por generacion

(Nm) para siete loci en tres poblaciones de Lupinus exaltatus.

Locus Fis FIT FsT Nm
Lup_P205 -0.026 0.120 0.142 1.503
Lup_P8C06 -0.545 -0.519 0.016 14.810

LA 02 0.562 0.577 0.034 6.996
LA 03 0.335 0.365 0.044 5.418
LA 04 0.287 0.318 0.043 5.483
LA 05 -0.318 -0.230 0.066 3.503
LA 06 -0.495 -0.348 0.098 2.290
Promedio -0.028 0.040 0.063 5.715

Fis: coeficiente de fijacion a nivel de poblacion, FIT: coeficiente de fijacién total, FsT:

coeficiente de fijacion entre poblaciones.
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La distancia genética promedio entre las poblaciones de L. exaltatus fue de 0.109. La
mayor distancia se encontro entre Zoapan y las otras dos poblaciones (Cuadro 8 y Figura 6). La

correlacion genética con las distancias geograficas de las poblaciones fue no significativa.

Cuadro 8. Distancias genéticas de Nei entre tres poblaciones de Lupinus exaltatus.

Manuel Avalos Zoapan
Zoapan 0.145
San Martin 0.041 0.143

Zoapan

Manuel Avalos

San Martin

0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14 0.16
Distancias genéticas de Nei

Figura 6. Agrupamiento de tres poblaciones de Lupinus exaltatus con base en las distancias
genéticas de Nei mediante el método de agrupamiento UPGMA (descripcion en

Cuadro 4).

Con los dos componentes principales hubo diferencias entre poblaciones de L. montanus
(p<0.0001, Cuadro 4). El componente principal CP1 de los indices de diversidad de L. montanus
explicé el 61.4% de la variabilidad en tanto que el CP2 el 27.6% (Figura 7). Ho, He y H™ (0.94,
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0.97 y 0.84, respectivamente) influyeron sobre la explicacion del CP1, mientras que Na (0.90)

e IF (0.70) en el CP2, finalmente PLP contribuy6 en menor proporcion (-0.12) en el mismo

componente.
5.00
a
Texmalaquilla 4100
IF

2.50
% T I la 3300 e
I~ L exmalaquilla :
« 000 a L Texmalaquilla 3900, Texmalaquilla 3100
N [
o ° Tlanalapan
o ° Texmalaquilla 3500

Texmalaquilla 3700 ° Ho
San Joaquin
-2.50-
-5.00L j ‘
-5.00 -2.50 0.00 2.50 5.00

CP 1 (61.4%)

Figura 7. Agrupamiento de nueve poblaciones de Lupinus montanus con base en los

componentes principales CP1 y CP2 de los pardmetros de diversidad genética

(descripcion en Cuadro 4).

Los valores del indice de fijacion a nivel poblacion (Fis) en L. montanus mostraron que

cinco de siete loci polimorficos, presentaron una abundancia de heterocigotos. El valor mayor

del indice diversidad (95.9 %) se encontr6 dentro de poblaciones y s6lo 4.1% entre poblaciones

(FsT= 0.041) (Cuadro 10), lo cual un grado de diferenciacion moderado. En promedio se

registraron nueve migrantes por generacion en esta especie (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Valores de los estadisticos de F de Wright y nUmero de migrantes por generacion

(Nm) para siete loci en nueve poblaciones de Lupinus montanus.

Locus Fis FIT FsT Nm
Lup_P2D05 -0.71 -0.694 0.013 18.268
Lup_P8C06 -0.86 -0.846 0.012 19.911

LA 02 0.00 0.00 0.000 0.000

LA 03 0.00 0.00 0.000 0.000

LA 04 -0.06 -0.007 0.055 4.222

LA 05 -0.05 -0.005 0.044 5.342

LA 06 -0.48 -0.295 0.130 1.664

Promedio -0.43 -0.369 0.041 9.881

Fis: coeficiente de fijacion a nivel de poblacion, FIT: coeficiente de fijacion total, FsT:

coeficiente de fijacion entre poblaciones.

Para L. montanus, la distancia promedio entre poblaciones fue 0.0121. La menor
diferencia en la distancia fue entre Zoapan y Texmalaquilla 3500 y la distancia mayor se
encontré entre Tlanalapan y Texmalaquilla 3700 (Cuadro 10 y Figura 8). La correlacion entre

las distancias genéticas con la distancia geografica de las poblaciones fue no significativa.
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Cuadro 10.

Distancias genéticas de Nei entre nueve poblaciones de Lupinus montanus.

T3100 T3300 T3500 T3700 T3900 4100 Tlanalapan Jozzrl]in
T 3300 0.0273
T 3500 0.0084 0.0061
T 3700 0.0318 0.0038 0.0085
T 3900 0.0027 0.015 0.0026 0.0166
T 4100 0.0253 0.0031 0.0076 0.0095 0.0154
Tlanalapan 0.0034 0.0326 0.0129 0.0395 0.0074 0.0286
S.Joaquin  0.0033 0.0184 0.0049 0.0246 0.0036 0.0164 0.0026
Zoapan 0.011 0.0057 0.0013 0.0104 0.0054 0.0058 0.0126 0.0045
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Texmalaquilla 3100

Texmalaquilla 3500

Zoapan

Texmalaquilla 3900

Tlanalapan

San Joaquin

Texmalaquilla 3300

Texmalaquilla 4100

Texmalaquilla 3700

0.000 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005 0.006
Distancias genéticas de Nei

Figura 8. Agrupamiento de nueve poblaciones de Lupinus montanus con base en las distancias

genéticas de Nei mediante el método de agrupamiento UPGMA.
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Discusion

México es considerado un centro de diversificacion para algunas de las especies del
género Lupinus y gracias a esta radiacion evolutiva se observa una variabilidad amplia que ha
permitido el desarrollo de especies herbaceas o arbustivas; perennes o anuales, con modos de
fecundacién alogama y autdgama, y diferentes caracteristicas foliares que pueden modificarse
con el ambiente (Drummond, 2008). Esta variacion morfoldgica supone una alta diversidad
genética entre y dentro de las poblaciones de especies de Lupinus presentes, la cual es necesario
conocer para la seleccion de genotipos adecuados para rehabilitacion ecoldgica u otros usos (Liu

et al., 2008).

En las tres especies en estudio, la diversidad genética estimada resultd significativa, y
fue mayor dentro de cada poblacién, aun cuando algunas de ellas presenten pocos individuos,
aungue si se consideran especies invasivas se esperaria una pérdida de dicha variacién por causa
del efecto fundador y la deriva génica (Gleeson et al., 2006). Sin embargo, es posible que la
variacion alta estimada sea efecto del flujo genético entre poblaciones cercanamente
establecidas y por su capacidad para completar un ciclo reproductivo en un lapso menor a dos
afios, lo que le confieren alta capacidad de recombinacion genética en poco tiempo (Michaels et

al., 2008).

El nivel de polimorfismo fue menor, principalmente en L. montanus, que el 98%
revelado en otras especies de Lupinus crecidas en otras regiones del mundo, como L. albus, L.
angustifolius y L. luteus, donde emplearon ISSR y RAPD (Yorgancilar et al.,2009), y de L.
montanus que es de la misma region de estudio donde Ferval et al. (2013) reportan un 97 %,
tambien con ISSR. Sin embargo, en L. alopecuroides Jacq. se observaron valores promedio de
14.5 % (Véasquez et al., 2016); en L. mutabilis de 58.8 % (Chirinos-Arias et al., 2015); y en L.
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elegans Kunth un 95.8 %, empleando RAPD como marcador molecular (Lara-Cabrera et al.
2009), el cual es considerado dominante y presenta un polimorfismo medio-alto (Winter y Kahl,
1995). El nivel de polimorfismo revelado en las especies de Lupinus estudiadas es similar al
reportado en especies del género Phaseolus, donde ocurrid la presion de seleccion para la

domesticacion (Avendafo-Arrazate et al., 2004; Lioi y Lotti, 1996).

El menor nivel de polimorfismo revelado en L. montanus que en L. campestris y L.
exaltatus, y la similitud morfologica que presentaron las poblaciones del municipio de
Texmalaquilla en el gradiente altitudinal probado, puede indicar la capacidad de plantas de sitios
bajos (3100) para colonizar hacia otros sitios de mayor altitud (4100) y viceversa, debido a la
similitud de alelos comunes. EI numero de alelos determinados para L. montanus, fue similar al
registrado para L. elegans (1.95) (Lara-Cabrera et al., 2009), pero menor a los de L. campestris
y L. exaltatus de este estudio. Sin embargo, Vasquez et al. (2016) refirieron para L.
alopecuroides de dos a seis alelos por locus, mientras que Li et al. (2016) registran un valor de
4.98 en L. polyphyllus Lindl., por lo tanto, las poblaciones de las tres especies muestreadas
resultaron con menos alelos. La diversidad genética (Ho y He) de L. montanus fue baja en
comparacion con las otras especies analizadas, excepto la poblacién de Tlanalapan que fue mas
diversa (Ho=0.42, He=0.25). Aun cuando el valor de Ho fue bajo, este es mayor que en L.
alopecuroides (0.144) (Véasquez et al., 2016). Sin embargo, la poblacion de Tlanalapan (Cuadro
4) presenta valores altos de variacion genética, la cual puede estar influenciada por la menor
altitud donde se localiza en relacion con las otras poblaciones, y muestra una cercania genética
con la poblacién de San Joaquin (Figura 4), la cual es la poblacién méas cercana. Estos valores

de heterocigosis superiores en comparacion con las otras poblaciones también podrian deberse
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a factores ecoldgicos, como la presencia de los polinizadores en el sitio, lo cual contribuye a

una mayor diversidad genética.

La diversidad genética, en promedio, fue alta en Lupinus campestris y L. exaltatus
(Cuadro 4), en comparacion con leguminosas domesticadas, donde la proporcion de
heterocigotos fue menor (Ho =0.16 a 0.48 y He= 0.18 a 0.27) (Mercati et al., 2013). He y Ho
dependen de la forma de reproduccion de las poblaciones de Lupinus (Swigcicki et al, 2015).
Presenta reproduccion sexual y asexual (Swigcicki et al, 2015). La polinizacion es de forma
autdégama y alogama (Manning, 1995). En forma al6gama, en Lupinus el 83 % de la polinizacién
depende de Apis mellifera L (Manning, 1995), los otros polinizadores del orden Hymenoptera
son Exoneura bicolour Smith y los géneros Leioproctus y Lasioglossum (Stout et al., 2002). La
polinizacién autégama desminuye la proporcion de heterocigotos, se presenta cuando no hay
una sincronizacién durante la floracion de inflorescencias entre plantas diferentes por efecto del
fotoperiodo y de las horas frio requeridas para el desarrollo de la inflorescencia (Adhikari et al.,
2008). La reproduccion asexual en los Lupinus se da a través de rizomas, fragmentos y brotes
de raiz (Antos y Halpern, 1997), asi como en tallos. Esta Ultima se observé en L. montanus, y
podria ser la causa de los valores bajos de He y Ho en esta especie en relacion a los de L.
campestris y L. exaltatus (Cuadro 4). El indice de fijacion en cada uno de los taxa presento
valores negativos, lo que indica una deficiencia de homocigotos, lo cual no se esperaria en

poblaciones pequefias que debieran poseer un indice de endogamia alto (Igbal et al., 2012).

En L. exaltatus (Cuadro 4) donde las poblaciones son pequefias (aproximadamente 100
plantas totales en las tres poblaciones), pero que presentan una alta heterocigocisidad, puede
indicar una repoblacion reciente. En L. montanus el indice fue bajo con un promedio poblacional

menor a 100 individuos aunque en algunos sitios era mayor a 200 plantas (Zoapan), y en
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Texmalaquilla a 4100 m, la densidad poblacional fue de 2000 plantas/ha. Este bajo indice puede
ser el reflejo del bajo nivel de polimorfismo revelado y frecuencia alélica. En L. elegans Kunth

los valores fueron también bajos (0.190 a 0.21) (Lara-Cabrera et al., 2009).

Los CP1y CP2 mostraron diferencias significativas entre poblaciones (Cuadro 4), pero
no entre especies. Las poblaciones de L. montanus definieron claramente un grupo separado de
las otras poblaciones de las diferentes especies (Figura 1). En esta especie las poblaciones dentro
del intervalo altitudinal menor ubicado en el municipio de Texmalaquilla (Figura 2 y 8), no se
diferencian genéticamente de las poblaciones de San Joaquin y Tlanalapan, las cuales se agrupan

entre si (Figura 8) debido a la cercania geografica.

En cuanto a L. exaltatus, cabe resaltar que la poblacion de Zoapan, se agrupa con las
poblaciones de L. campestris indicando una posible similitud genética entre especies (Figura 2).
Las poblaciones cercanas geogréaficamente de L. exaltatus se agrupan (Figura 5), aun cuando no
hay una correlacion con las distancias genéticas es decir, se esperaria un agrupamiento entre
Zoapan-Manuel Avalos por la cercania geografica, pero la similitud es entre Manuel Avalos-

San Martin (Figura 2).

En L. campestris las poblaciones cercanas no se agrupan de acuerdo a la distancia
genética y geografica (Figura 3) y es similar a lo mencionado en un estudio con leguminosas
empleando un analisis de componentes principales; el agrupamiento observado fue diferente
entre el morfolégico y el genético, indicando que la variacion morfologica dentro de las
poblaciones se atribuye a la variacién ambiental, lo que origina fenotipos con adaptacion

especifica. La falta de agrupamiento en L. campestris (Figura 2 y 3) de acuerdo a su distribucién
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geografica, refleja la amplitud de la variacion genética existente en este grupo de poblaciones,
de tal forma que con la dispersidn observada, es posible establecer grupos con base en sus areas
de adaptacion climatica, mas que por localidades o entidades de origen (Avendario-Arrazate et

al. 2004).

En la estructura genética, el indice de fijacion a nivel poblacién (Fis) para L. montanus
mostrd cinco loci polimorficos de los siete (Cuadro 9), los cuales presentan valores negativos
indicando un exceso de heterocigotos (Garcia-Gomez et al., 2014; Viveros-Viveros et al., 2010).
En L. campestris solo tres de los siete valores son negativos (Cuadro 5) y en L. exaltatus cuatro
de los siete loci fueron negativos (Cuadro 7). Los valores del indice de fijacion total (FiT) de L.
montanus fueron negativos, con un promedio de -3.69, diferente a las otras dos especies con
promedios positivos, aspecto que indica los posibles indicios de endogamia a nivel de todas las
poblaciones de L. campestris y L. exaltatus (Viveros-Viveros et al., 2010). En relacion con los
FsT, L. campestris presenta un valor promedio de 0.122, L. montanus de 0.041 y L. exaltatus de
0.063, consideradas poco diferenciadas, todos ellos menores a L. alopecuriodes (0.65) (Vasquez
et al., 2016) y semejante a un FsT de 0.19 para L. polyphyllus (Li et al., 2016). Cabe destacar
que en P. vulgaris, se registré un valor de 0.289 (Fisseha et al., 2016), para Medicago sativa L.
de 0.0048 (Flajoulot et al., 2005), ambas especies domesticadas, en las cuales se esperarian
valores mayores, indicando diferenciacion o fuertemente diferenciadas, al menos para P.
vulgaris, es decir, valores superiores a las especies de Lupinus, debido al proceso de
domesticacion. Valores bajos de FsT indican una moderada diferenciacion genética entre
poblaciones para ambas especies (Yeh, 2000), como es el caso de especies arboreas de Pinus
johannis M. F. Robert-Passini, con un indice de fijacion entre poblaciones de 0.062 (Garcia-

Gobmez et al., 2014), y P. hartwegii Lindl. de 0.111 (Viveros-Viveros et al., 2010).
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Las poblaciones de Lupinus se encuentran aisladas y como en otras especies ya
mencionadas, deberian estarse diferenciando genéticamente; sin embargo, el namero de
migrantes por generacion en las tres especies presento valores mas altos del minimo lo que evita
la diferenciacion entre poblaciones producto de la deriva genética (Hartl y Clark, 2007). En
especies como Pinus hartwegii (Nm=2.002) (Viveros-Viveros 2010), P. johannis (Nm=4)
(Garcia-Gomez et al., 2014) en Dioon holmgrenii De Luca, Sabato & Vazq. Torres (Nm= 8.39)
(Velasco-Garcia, 2016a), éste ultimo fue mayores a las tres especies. Sin embargo, en el caso
de L. campestris en uno de los locus el valor no llega al minimo, por lo cual tiene el riesgo de
que las poblaciones se diferencien totalmente. El valor bajo en L.campestris podria ser producto
del intercambio genético reducido, ademas de la fragmentacion (Velasco-Garcia et al., 2016b)
por un aislamiento reproductivo a falta de polinizadores especificos de la especie o0 a la
autofecundacion. Esto parece ser un aislamiento fisico y temporal, ya que las poblaciones
mueren y desaparecen por ciertos afios y vuelven a aparecer una vez que ocurren incendios, los
que se presentan en diferentes afios en las poblaciones muestreadas. Las plantas en poblaciones
pequefias pueden acoplarse con individuos emparentados, aumentando la frecuencia de
apareamiento consanguineo y permitiendo la expresion de la carga endogamica (Ellstrand y

Elam, 1993; Whitlock, 2000).

Las correlaciones significativas entre las distancias genéticas y las geograficas, estan
relacionadas con la diferenciacion genética, debido al aislamiento por distancia, como lo
reportaron Li et al. (2016) para L. polyphyllus, caso similar para L. campestris en este estudio.
Las agrupaciones que se presentaron considerando las distancias genéticas de Nei, aungque
geograficamente no se encuentran cerca, posibilita la movilidad de germoplasma clave para un

programa de mejora (lgbal et al., 2012).
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La distribucién en subpoblaciones de una especie y la desaparicion periddica, asi como su
recolonizacion, son aspectos comunes de metapoblaciones (Odum y Warret, 2005; Begon et al.,
1999). La variabilidad genética que presenta cada poblacion del género Lupinus debe estar
asociada a la frecuencia de desaparicion del sitio, mayormente las de L. campestris, y que
después son recolonizados por inmigracion procedentes de parches o subpoblaciones de mayor
calidad, lo que depende del nimero de migrantes, aspecto que no es problema para las especies
de Lupinus que fueron estudiadas. Las poblaciones pequefias pueden ser recolonizadas por
individuos de algun parche cercano, siempre y cuando haya un corredor navegable que los
conecte. Si la colonizacion y la extincion se equilibran en un area amplia del paisaje, el tamafio
total de la poblacion permanecera casi invariable (Odum y Warret, 2005; Begon et al., 1999).
En consecuencia, la supervivencia de la especie dependera de la dispersion (capacidad para
migrar de un parche a otro) y de los nacimientos dentro del parche (Vargas et al., 2003). Sin
embargo, esta dindmica en las metapoblaciones de las especies de Lupinus puede conducir a
efectos de cuello de botella (Rocha et al., 1997), acelerando el proceso de deriva o de

diferenciacion genética, como en caso de L. campestris.
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Conclusiones

El uso de microsatélites como marcador molecular revel6 niveles de polimorfismo e
indices de diversidad de moderados a altos entre especies y entre las poblaciones de las especies
de Lupinus estudiadas. En Lupinus campestris, donde el numero de individuos en las
poblaciones es pequefio, la frecuencia y la probabilidad de fijacion de alelos deletéreos recesivos

aumenta.

La mayor diversidad se identific6 dentro de las poblaciones en las tres especies. La
heterocigosidad alta observada a nivel de poblacion indica el cruzamiento entre individuos no
emparentados. Lo anterior sugiere que a través de la aplicacion de métodos de mejoramiento
por seleccion puede incrementarse la frecuencia de caracteres deseables en un programa de

mejoramiento.

La migracion es alta en L. montanus y L. exaltatus, lo que evita la diferenciacion entre

las poblaciones.

A través de las distancias genéticas entre especies, se generaron dos grupos, uno con
todas las poblaciones de L. montanus y el otro con las poblaciones de L. campestris y L.

exaltatus, indicando una similitud genética entre estas dos Gltimas.
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CAPITULO III
VARIACION MORFOLOGICA DEL GENERO Lupinus EN

ENSAYOS DE CAMPO Y JARDIN

Resumen

México ha sido considerado como centro de diversificacion para el género Lupinus, y
por sus propiedades nutrimentales y ecoldgicas es de gran importancia para el ser humano. El
andlisis detallado de las caracteristicas agronémicas favorecera la implementacion de estrategias
hacia la domesticacion del grupo. Lupinus montanus Kunth, L. campestris Schitdl. & Cham., L.
exaltatus Zucc., L. barkeri Lindl. y L. marschallianus Sweet son especies nativas de la region
centro-oriente de Puebla. Las poblaciones de cada especie fueron recolectadas en el periodo de
verano a otofio en los afios 2013 y 2014. Se establecié un ensayo de jardin (a menor elevacion
que las poblaciones naturales) y de campo con el objetivo de evaluar las diferencias de
supervivencia y el rendimiento en caracteristicas agronémicas como altura, biomasa, ademas de
las reproductivas entre especies y poblaciones de las cinco especies. Se obtuvo mayor
supervivencia en campo con un valor de 43.3 vs. 20.4 %, en jardin. Las diferencias fueron
significativa en la mayoria de las variables. L. campestris y L. exaltatus son las especies con
mejores caracteristicas agronémicas y de rendimiento de semillas, lo cual las hace promisorias

para su aprovechamiento y conservacion.

Palabras clave: Lupinus, supervivencia, caracteristicas agronémicas, region centro-oriente de

Puebla.
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Abstract

Mexico has been considered a diversification center for the genus Lupinus, which is of
great importance for the human being due to its nutritional and ecological properties. The
detailed analysis of the agronomic characteristics will favor the implementation of strategies
towards the domestication of the group. Lupinus montanus Kunth, L. campestris Schlitt. &
Cham., L. exaltatus Zucc., L. barkeri Lindl. and L. marschallianus Sweet are native species
from the central-eastern region of Puebla. The populations of each species were collected in the
summer to autumn period in 2013 and 2014. A garden trial (at a lower elevation than natural
populations) and a field trial, were established with the aim to assess differences in survival and
yield in agronomic characteristics between species and populations of the five species. Greater
survival was obtained in field with a value of 43.3 vs. 20.4%, in the garden. Differences were
significant in most variables. L. campestris and L. exaltatus are the species with better
agronomic and seed yield characteristics, which makes them promising for their use and

conservation.

Key words: Lupinus, survival, agronomic characteristics, central-eastern region of Puebla.
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Introduccion

Se han reportado mas de 200 especies de Lupinus en el mundo (Walker et al., 2011) y se
considera que alrededor del 90 % se originaron en el norte y sur de América, habitando desde
Alaska hasta Argentina y Chile. El resto de las especies se encuentran en la region Mediterranea
y en el norte de Africa. La mayoria de las especies econdmicamente importantes se aprovechan
en Europa, debido al tamafio de la semilla y alto contenido de proteinas (Walker et al., 2011),
dichas semillas se han utilizado en algunos paises como fuente de proteina y aceite, de tal forma
gue muchas especies no domesticadas son consideradas como cultivos potenciales (Lagunes-

Espinoza et al., 2000).

Las leguminosas, como fuente de proteina, son una alternativa para aumentar la calidad
de alimento en el mundo. En Europa, son cultivos empleados para desarrollar los sistemas de
produccion ganadera y agricola de forma sostenible (Annicchiarico et al., 2010), en los cuales
se han seleccionado y mejorado caracteristicas morfoldgicas (vaina y semillas), raiz, resistencia
a enfermedades, asi como su adaptacion a condiciones climaticas que limita su produccion y
supervivencia (Lépez-Bedillo et al., 1994; Lagunes-Espinoza et al., 2000; Long et al., 2011).
Entre las especies que existen en México L. montanus Kunth, L. campestris Cham. & Schitdl. y
L exaltatus Zucc., se caracterizan por tener altas concentraciones de proteinas y minerales que
pueden ser consideradas por la industria alimenticia (Lagunes-Espinoza et al., 2012; 2013;
Pablo-Pérez et al., 2013); ademas, algunas especies presentan alcaloides quinolizidinicos como
parte estratégica para combate de herbivoros y microrganismos (Wink, 1992). En Mexico, se
han identificado alcaloides en L. aschenbornii Schauer, L. montanus y L. stipulatus J. Agardh,

que han sido probado con actividad insecticida (Bermadez-Torres et al., 2000; 2009).
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Por otro lado, varias especies de Lupinus han sido empleadas para programas de
reforestacion (Ramirez y Rodriguez, 2009), ya que se ha aprovechado su funcion nodriza como
leguminosa tiene una funcion de nodriza y su capacidad de aportar nitrégeno al suelo a través
de su simbiosis con bacterias fijadores de este primordial elemento, necesario para otras plantas

que carecen de dichos microorganismo (Barker y Bryson, 2006).

Los estudios sobre las especies de Lupinus en México se han enfocado a la caracterizacion
fenotipica con el objetivo de facilitar su manejo y domesticacion con fines de reforestacion, de
restauracion ecologica, de manejo de germoplasma ante el cambio climético, de potencial uso
alimenticio e industrial por la composicién quimica de algunas especies (Ruiz Lopez et al.,
2000; Hernandez-Ferretiz et al., 2008; Lara-Cabrera et al., 2009; Soto-Correa et al., 2102;
Pablo-Pérez et al., 2013). Sin embargo, para su conservacion y utilizacion adecuada como
cultivo es indispensable realizar las evaluaciones pertinentes para determinar el crecimiento y
adaptacion de las especies sus procedencias en diferentes sitios e incluso, fuera de su habitat y
es a través de ensayos en campo como pueden estimar e identificar la supervivencia y/o
rendimiento de variables de interés bajo condiciones ambientales diversas (Lopez-Upton et al.,
2004; Soto-Correa et al., 2012). Por lo tanto, el objetivo del presente estudio, es evaluar las
diferencias en supervivencia, crecimiento y produccion de semilla entre especies y poblaciones
de Lupinus montanus, L. campestris, L. exaltatus, L. barkeri Lindl. y L. marschallianus Sweet

a través de un ensayo en campo y de ambiente comun en camas de crecimiento (jardin).

Hipotesis

La supervivencia y las caracteristicas agronémicas no difieren entre especies y dentro de

especies del género Lupinus de la region centro-oriente en el estado de Puebla México.

80



Materiales y Métodos
Recolecta de germoplasma

Las vainas de 30 plantas se recolectaron por poblacion de cada especie (Cuadro 1), con
las que se formo6 una muestra masal. Doscientas semillas de cada poblacion se desinfectaron con
hipoclorito de sodio al 0.35 % por 5 min. (Vega-Villasante et al., 1996), y se escarificaron
manualmente con una lija de grano medio para madera. Posteriormente se sembraron en tubetes
de plastico negro con un sustrato de perlita, turba y corteza de pino en una proporcion de
15:15:70, respectivamente, con el proposito de que las plantulas alcanzaran un tamafio adecuado
en poco tiempo (60 dias), para su transplante en campo y en jardin. El riego fue aplicado con

agua corriente a capacidad de campo cada tercer dia.

Ensayo de jardin

El ensayo se establecid en el vivero Forestal del Colegio de Postgraduados en Texcoco,
México, ubicado en 19° 27' 34.8" N y 98° 54' 15.8" O, a una altitud de 2249 m s.n.m.
Temperatura media 15.5 °C, minima -2.7 °C y maxima 30.9 °C, con una precipitacién media
anual de 686 mm. Las plantas de dos meses de edad se trasplantaron a unas camas de
crecimiento, las que contenian suelo agricola, con una textura arenosa. Se utilizé un disefio
experimental en bloques al azar con tres repeticiones, 24 poblaciones en total de las cinco
especies, y cinco plantas por parcela (unidad experimental) en una fila. Se plant6 una hilera de

plantas de las mismas especies para controlar el efecto de orilla.

Ensayo de campo

La plantacion se realizo en el municipio de Tlachichuca, Puebla. (19°05°42.27°° N, 97°

25°10.42” O, a 2654 m s.n.m., temperatura media de 14.7 °C, minima 1 °C, méaxima 19.8 °C,
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con una precipitacion media anual de 564 mm. Las plantas se distribuyeron bajo un disefio en
bloques completos al azar, tres especies (L. campestris, L. exaltatus y L. montanus) con sus
respectivas poblaciones (Cuadro 1), seis bloques, y seis plantas por parcela (unidad
experimental). No se evaluaron L. barkeri y L. marschallianus debido a la baja disponibilidad
de semilla. Con el proposito de identificar la especie promisoria para la produccion de semilla,
se analiz6 a L. campestris, L. exaltatus y L. montanus por sus propiedades agrondémicas y sus

propiedades nutrimentales. La distancia entre planta y planta fue de 1 m.

Cuadro 1. Poblaciones de Lupinus barkeri, L. campestris, L. exaltatus, L. montanus y L.

marschallianus en centro-oriente de Puebla.

Especie Poblacion Lati Ubica_cién —
atitud Longitud  Elevacion (m)
L. barkeri Manuel Avalos 19°03°50.4” 97°22°59” 2,870
Poxcoatzingo 19°57°13.0” 98°00°33.5” 2,481
Laguna de Atexca 19°57°06.1” 98°02°22.2” 2,584
Laguna Seca 18°63°30.5” 97°19°0.06” 2,669
L. campestris San Isidro 18°54°33.6” 97°18°26.4 2,794
Barranca Honda 19°01°46.0” 97°22°43.1” 2,903
Tlalmotolo | 19°34°27.4” 97°43°38.5” 2,980
Tlalmotolo Il 19°34°27.4” 97°43°37.0” 2,965
Zoapan 19°04°39.2” 97°20°54.0” 3,064
Manuel Avalos 19°03°50.4” 97°22°59.7” 2,878
L. exaltatus Zoapan 19°04°38.3” 97°21°57.1” 2,913
San Martin 19°00°52.4” 97°22°07.7” 3,010
L marschallianus Texmalaquilla 3700 18°58°76.9” 97°17°44.2” 3,700
Texmalaquilla 3900 18°58°98.0” 97°58°76.9” 3,900
Texmalaquilla 3100 18°57°21.4” 97°17°20.3” 3,100
L. montanus Texmalaquilla3300  18°57°70.3”  97°17°37.4” 3,300
Texmalaquilla 3500 18°58°30.0” 97°17°25.0” 3,500
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Texmalaquilla 3700
Texmalaquilla 3900
Texmalaquilla 4100
Tlanalapan

San Joaquin

Zoapan

18°58°76.9”
18°58°98.0”
18°58°99.0”
19°15°31.2”
19°07°09.8”
19°04°18.1”

97°17°44.2” 3,700

97°58°76.9” 3,900
97°17°65.0” 4,100
97°16°09.7” 3,045
97°18°25.4” 3,112
97°19°06.7” 3,358

La supervivencia se registro cuando la planta presento la inflorescencia. Las variables

morfolégicas evaluadas se presentan en el Cuadro 2. Los equipos empleados fueron los

siguientes; flexémetro Truper®, vernier digital, balanza analitica (SM®, Chyo Balance

Corporation) y balanza electrénica con aproximacion a 0.1 g (N08110®, OHAUS Corporation).

Para determinar la materia seca (biomasa), tanto la parte aérea como la raiz se deshidrataron en

un horno de secado (RIOSSA®) a 65 °C hasta alcanzar peso constante.

Cuadro 2. Variables evaluadas en Lupinus barkeri, L. campestris, L. exaltatus, L.

marschallianus y L. montanus del centro-oriente de Puebla.

Ensayo Planta Hoja Inflorescencia
-Altura de la planta -Ancho del foliolo -Longitud (cm)
(cm) (mm)
-Biomasa aérea (Q) -Longitud del -Ancho de la vaina (cm)
-Longitud de raiz (cm)  foliolo central (cm) -Longitud de la vaina (cm)
Jardin -Biomasa de raiz (g) -No. de foliolos por ~ -NUmero de semillas por vaina

-Grosor del tallo (mm)

-No. de ramas

-Longitud de la

hoja

-Longitud de la
-Estipula (cm)
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-Ancho de semilla (mm)
-Longitud de semilla (mm)
-Peso de 100 semillas (g)

No. Semillas llenas por planta



primera rama (cm) -Largo del peciolo -No. de semillas vanas por

(cm) planta

-Angulo de la rama (°) -No. de semillas dafiadas por
planta

-Supervivencia (%) -No. de dvulos abortados por
planta

-Altura de la planta -Longitud (cm)

(cm)

-Biomasa aérea () -Ancho de vaina (cm)

-Supervivencia (%) -Longitud de la vaina (cm)

-Numero de semillas por vaina

-Ancho de semilla (mm)

-Longitud de semilla (mm)

Campo -Peso de 100 semillas (g)

-No. de semillas llenas por
planta

-No. de semillas vanas por
planta

-No. de semillas dafiadas por
planta

-No. de 6vulos abortados por

planta

Analisis estadistico

Se realizaron anélisis de varianza para determinar diferencias entre las especies y
poblaciones, considerando a estos efectos como fijos, y a los bloques como efecto aleatorio. Se
obtuvieron los valores ajustados debido al desbalance causado por la mortalidad (Littel et al.,

1996). Se utilizé un modelo anidado mixto:
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Yijk = U + Bi + Ej + BEjj + P(E)jk + BP(E)ij + &iju

Yiju = Valor observado en I-ésima planta de la k-ésima poblacion de la j-ésima especie dentro i-
ésimo bloque; p media general; Bj = efecto de i-ésimo bloque; E;j = efecto de la j-ésima especie;
BEij = efecto de la interaccion del i-ésimo bloque con la j-ésima especie; P(E)jx = efecto de k-
ésima poblacion anidada en j-ésima especie + BP(E)ij = efecto de la interaccion del i-ésimo
bloque con la k-ésima poblacion anidada en la j-ésima especie; €ij = error, donde i =1, 2...6; j

=1,2...5;;1=1,2....5,yk =1, o hasta 10 segln la especie.

En el caso del ensayo de campo, s6lo se consideraron tres especies, L. campestris, L.
exaltatus y L. montanus, con sus respectivas poblaciones. Estas especies fueron elegidas por las

propiedades agronémicas de tamafio de semilla y propiedades nutrimentales.

Para la variable supervivencia, se consideraron porcentajes por parcela, para los cuales se

transformaron con la funcion arcsen (valor)®° (Quinn y Keough, 2002).

Se utiliz6 PROC MIXED con la opcion LSMEANS para obtener los valores de las medias

ajustadas debido al desbalance causado por la mortalidad.
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Resultados

Ensayo de campo

Supervivencia

El promedio fue de 43.3% y hubo diferencias significativas entre las especies y entre
poblaciones de Lupinus (Cuadro 3y 4, respectivamente), con valores promedio de 29 a 60 %

entre especies y entre las poblaciones fluctuaron de 16 a 66 %.
Caracteristicas agronémicas

En la mayoria de las variables se determinaron diferencias significativas entre especies y
poblaciones (Cuadros 3, 4 y 5). En biomasa y longitud de vaina sélo entre especies. EI numero
de oOvulos abortados y semillas dafiadas totales no presentd diferencias entre especies y

poblaciones (Cuadro 3).

Las plantas de L. montanus presentaron un valor mayor en altura (136.31 cm promedio),
y L. exaltatus el tamafio menor (98 cm promedio) (Cuadro 3). El promedio en biomasa por
planta, en L. campestris fue de 212.06 g y 205.21 g para L. montanus, por lo tanto se estima una

produccion de 2.12 t haly 2.05 t ha, como valores mayor y menor respectivamente.

Las inflorescencias con los mayores valores las presentdé L. montanus, mientras que L.
campestris mostré los menores (Cuadro 3). Para la produccién de vainas, L. campestris fue la
especie que presentd mas produccion (347 vainas/planta) y L. montanus con 170 vainas/planta,

fue la de menor produccion.

Las tres especies presentaron una longitud de vaina similar de 3.90 cm en promedio. L.
montanus presentd un promedio de anchura de vainas 0.71 cm, mientras que las otras dos
especies un valor de 0.63.
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El ndmero de semillas por vaina para L. campestris y L. exaltatus fue similar (seis
semillas), mientras que en L. montanus presentaron valores de cinco y seis semillas. EI nimero
de ovulos abortados fue mayor para L. campestris con un promedio de 277, mientras que L.
montanus mostro el valor menor, con 188. En semillas llenas por planta, L. campestris tuvo el
valor mayor con 1006 y L. montanus fue la especie con menos semillas por planta (391). Los
mayores valores promedio en semillas vanas fueron para L. exaltatus, en tanto que el valor
menor fue para L. montanus (Cuadro 3). Los valores presentados en semillas dafiadas por planta

L. montanus exhibid el promedio menor y L. campestris el valor mayor (Cuadro 3).

Con respecto a las caracteres de la semilla, en relacion a la achura L. montanus presento
el valor mayor y las de valor menor promedio fueron las de L. exaltatus (Cuadro 3). En la
longitud L. montanus, presentd un promedio de 3.79 mm. El peso de 100 semillas en las
poblaciones de las tres especies presentd valores en un intervalo de 1.36-1.84 g. Las semillas
mas pesadas las produjo L. montanus con un valor promedio de 1.70 g, mientras que las mas

ligeras fueron las de L. exaltatus con 1.41 g.
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Cuadro 3. Anélisis de varianza en supervivencia y variables morfologicas de varias poblaciones de L. campestris, L, exaltatus y L.

montanus establecidas en un ensayo de campo en Tlachichuca, Puebla.

Significancia Valores medios

Variable Especies Poblaciones L. campestris L. exaltatus L. montanus
Supervivencia 0.0001 0.0001 53.98 a 60.98 a 28.97 b
Altura (cm) 0.0001 0.0001 100.93 b 97.40 b 136.31a
Biomasa por planta (g) 0.2263 0.0031 212.06 a 208.00 a 205.21a
Longitud de inflorescencia (cm) 0.0001 0.0001 12.66 b 13.29b 20.41a

Longitud (cm) 0.0942 0.0001 391la 3.96 a 3.90a
Vainas Ancho (cm) 0.0001 0.0001 0.63¢c 0.63b 0.71a

No. de semillas 0.0001 0.0003 6.65 a 6.44 b 6.22 C
NUmero Vainas 0.0001 0.0002 347.37a 34la 170.33 b
promedio Ovulos abortados 0.2635 0.0659 2775a 262.33 a 188.55 a
por planta Semillas llenas 0.0003 0.0005 1006 a 982 a 391b

Semillas vanas 0.0140 0.2219 461 a 546 a 241D

Semillas dafiadas 0.2239 0.0791 40 a 41 a 19a
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Ancho (mm) 0.0001 0.0001 2.59 b 2.54 b 2.8la
Semillas Longitud (mm) 0.0001 0.0001 3.58 b 3.53b 3.79a
Peso 100 semillas (g) 0.0001 0.0001 1.45b 1.41b 1.7a

Letras diferentes en hileras indican diferencias entre las especies de Lupinus (p< 0.05).
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Cuadro 4. Supervivencia y variables morfoldgicas de varias poblaciones de L. campestris, L, exaltatus y L. montanus establecidas en

un ensayo de campo en Tlachichuca, Puebla.

_ ~ Promedio por planta
Supervivencia

NUmero promedio por planta

Especie/Poblacién Altura Biomasa Ovulos Semillas Semillas Semillas
(%) Vainas

(cm) (9) abortados llenas vanas dafiadas
L. campestris
Barranca Honda 50.0 bc 122.0c 267.3 a 269 bc  158a 1038 bc 424 a 41 a
Laguna de Atexca  52.7 bc 95.0 de 196.5b 401 b 38la 1073 bc 534 a 16 a
Laguna Seca 47.2 bc 109.7 cd 257.5a 371 bc 34la 1037 bc 467 a 125a
Poxcoatzingo 36.1 bc 725¢e 195.3b 222 cd 28l a 361 c 272 a 10 a
San Isidro 47.2 bc 100.6 de 183.0 bc 283 bc 214 a 875 bc 250 a 8a
Tlalmotolo | 63.8¢C 96.6 de 236.0 ab 604 a 207 a 2050 a 635 a 33a
Tlalmotolo 1l 66.6 c 102.1 de 158.0 bc 358 bc 263 a 1050 bc 508 a 73 a
Zoapan 61.1c 105.0d 207.7 ab 271 bc 375a 565 ¢ 603 a 17 a
L. exaltatus
Manuel Avalos 66.6 C 92.4 de 162.5 bc 329 bc 194 a 871 bc 558 a 19a
San Martin 58.3 ¢ 93.9 de 232.9ab 345 bc 235a 1210 b 455 a 27 a
Zoapan 55.5¢ 107.4cd 231.0ab 349 bc 358 a 866 bc 626 a 78 a
L. montanus
Texma.3100 36.1b 145.1b 213.8 ab 19d 32 a 21d 28 a 9 a
Texma. 3300 194 ab 149.6 ab 245.0 ab 111 cd 106 a 315¢ 141 a 32a
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Texma. 3500
Texma.3700
Texma. 3900
Texma. 4100
San Joaquin

Tlanalapan

Zoapan

16.6 a
25.0 ab
19.4 ab
33.3ab
36.1b
38.8 bc
36.1b

137.3 bc
125.4 bed
1746 a
126.8 bc
105.5cd
122.7 bed
139.8 bc

183.1 abc

164.0 bc
267.6 a
262.8 ab
150.4 bc
237.6 ab
122.6 ¢

119 cd
288 bcd
149 cd
300 bc
255¢
195 cd
97 cd

89 a
224 a
64 a
653 a
328 a
62 a
139 a

413 c
779 bc
345c¢c
303 ¢c
609 c
492 c
245 ¢

22 a
272 a
209 a
706 a
469 a
171a
151 a

2a
4a
58 a
8a
45 a
13 a
7a

Letras diferentes en columnas indican diferencias entre todas las poblaciones de Lupinus (p< 0.05). Texma. = Texmalaquilla
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Cuadro 5. Inflorescencia y semillas de Lupinus campestris, L, exaltatus y L. montanus establecidos en un ensayo de campo en

Tlachichuca, Puebla.

Inflorescencia Semilla
) ) Longitud Longitud  Anchode Semillas Ancho Longitud Peso 100
Especie/Poblacion
(cm) de vaina vaina por vaine (mm) (mm) semillas
(cm) (cm) (9)
L. campestris
Barranca Honda 10.60 f 4.05 ab 0.60e 6 bc 2.70 bc 3.66 cd 153a
Laguna de Atexca 13.56 e 3.85¢ 0.64 de 6b 2.48 d 3.44 de 1.41 cd
Laguna Seca 12.98 e 3.98 bc 0.62 de 6 bc 2.61 cd 3.56 cd 1.39 cd
Manuel Avalos 12.88 e 3.99 bc 0.60e 6 bc 2.60 cd 3.65 cd 1.40 cd
Tlalmotolo | 1350 e 3.76 d 0.63 de 6 bc 2.47d 342¢e 1.39 cd
Tlalmotolo Il 13.83¢ 4.02b 0.68c 6b 2.64c 3.63 cd 161b
Poxcoatzingo 12.07 ef 3.71cd 0.67 cd 6 bc 2.55 cd 3.60 cd 1.45 cd
Zoapan 12.17 ef 3.96 bc 0.66 cd 7a 2.67 3.70¢c 1.48¢c
L. exaltatus
San Isidro 13.67 e 3.99 bc 0.62 de 6 bc 2.56 cd 3.54d 1.40 cd
San Martin 12.69 e 3.93 bc 0.62 de 6b 2.44d 3.44 de 1.13d
Zoapan 1351e 3.97 bc 0.65d 6a 2.63¢C 3.63cd 149c¢c
L. montanus
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San Joaquin
Texmalaquilla 3100
Texmalaquilla 3300
Texmalaquilla 3500
Texmalaquilla 3700
Texmalaquilla 3900
Texmalaquilla 4100
Tlanalapan

Zoapan

12.89 e
20.50 c
28.66 a
16.50 cd
20.88 bc
18.90 cd
24.04 b
22.41 bc
18.95 cd

3.84 cd
421a
3.89 bcd
3.75cd
3.87 bcd
4.08 ab
3.88 bcd
3.72 cd
3.94 bc

0.66 cd
0.77 a
0.75 ab
0.65 cde
0.67 cd
0.73 ab
0.75 ab
0.70 bc
0.72b

6 bc
6 bc
6 bc

6 abc

5c¢
7a
6¢C
6 bc
6 bc

2.53 cd
3.18 a
3.01ab
3.00 ab
2.59 cd
2.56 cd
2.85b
2.66 bcd
2.98 ab

3.70c
4.27 a
3.70 cd
3.74 ¢
3.74 ¢
3.66 cd
3.74 ¢
3.58 cd
4.04b

1.62b
1.78 ab
1.78 ab
1.16 ab
1.61 bc
1.60 bc
1.83ab
1.64 abc
1.84a

Letras diferentes en columnas indican diferencias entre las poblaciones de Lupinus (p< 0.05).
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Ensayo de jardin

La supervivencia

La supervivencia fue del 20.4 %, con diferencias significativas entre especies y

poblaciones (p = 0.0001) (Cuadro 6).

Caracteristicas agronémicas

Las especies presentaron diferencias significativas en la mayoria de las variables excepto en el
namero de évulos abortados, semillas vanas y dafiadas. La significancia entre las poblaciones
se presento en todas las variables (Cuadro 6). Los promedios de cada una de las variables y las

diferencias entre las poblaciones se presentan en los cuadros 7, 8 y 9.

L. campestris manifestd la mayor altura con 96.2 cm. Las plantas de menor tamafio fueron
las de L. marschallianus (Cuadro 7), con un valor de 34.8 cm como promedio. L. montanus tuvo
un peso promedio de 96.4 g como valor mayor y L. marschallianus 20.3 g, con el menor peso.
En los tallos L. campestris present6 nueve veces mas grosor que las plantas de L. marschallianus

(Cuadro 7).

Las raices de L. exaltatus fueron de longitud mayor (29.6 cm promedio), en tanto que L.
barkeriy L. marschallianus las mas cortas (24 cm). L. montanus presento las raices mas pesadas,
y las menos pesadas fueron las de L. barkeri y L. marschallianus, con un promedio de 23 g. Las
raices de L. barkeri presentaron una estructura tipo tubérculo, lo que permitiria a la planta, la

regeneracion, siempre y cuando tenga condiciones de temperatura y humedad adecuadas.

L. exaltatus y L. montanus presentaron el mayor nimero promedio de ramas (cuatro) y L.
campestris con tres, aungue en ésta Ultima especie fue alta la variacion en las poblaciones con

valores de 2 a 6 ramas (Cuadro 7). En la longitud de ramas, L. montanus desarroll6 las mas
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largas con 75.2 cm, cinco veces mas largas que L. barkeri. El &ngulo que presentaron las ramas

en L. marschallianus fue de 32.5° como valor menor y 50.6° como valor mayor en L. campestris.

Los valores promedio en las caracteristicas de las hojas son los siguientes: L. barkeri y L.
marschallianus presentaron los valores menores en ancho, 438 mm y 3.77 mm,
respectivamente; mientras que L. campestris mostro el valor mayor (11.91 mm). En cuanto a la
longitud de los foliolos, L. montanus presentd un valor promedio de 7.8 vs. 2.14 cm en L.
marschallianus. Asi mismo, L. montanus presento un intervalo de 11-15 foliolos por hoja, y L.
barkeri y L. marschallianus 6 foliolos, el nimero menor entre todas las especies (Cuadro 8).
Otra caracteristica considerada en la clasificacion taxondmica es la estipula, para la que L.
campestris presentd el valor promedio mayor (0.67 cm) entre todas la poblaciones y L. barkeri
el valor menor de 0.51 cm. Por ultimo, el promedio de la longitud del peciolo fue mayor para L.
barkeri, que a pesar de ser una especie pequefia presento un promedio de 5.83 cm, en tanto que
L. marschallianus exhibio6 el valor menor (3.63 cm). Notablemente L. campestris present6 un

intervalo de 2.7- 6.93 cm (Cuadro 8).

La longitud de la inflorescencia fue mayor en L. montanus, mientras L. marschallianus la

de menor tamario (Cuadro 6).

En la produccidn de vainas por planta L. exaltatus present6 una mayor cantidad con 124
y L. marschallianus solo con cinco vainas/planta. En longitud de vainas, L. marschallianus
mostré una medida menor de 1.82 cm vs. 3.79 cm de L. exaltatus. Para el ancho de ésta misma
estructura L. marschallianus desarrolld las menos angostas (0.41 cm), mientras que L.
campestris las de mayor anchura (0.63 cm). Las semillas presentes en la vaina L. campestris y

L. exaltatus fueron similares (seis semillas), mientras que en L. montanus las plantas presentaron
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valores de cinco y seis semillas. L. marschallianus fue la especie que present6 el menor valor,

con tres semillas por vainas.

En 6vulos abortados L. exaltatus presento el valor mayor con 37 y L. marschallianus con
un valor de dos, como menor. En semillas llenas por planta L. campestris produjo una cantidad
de 436 semillas como valor mayor, L, marschallianus origin6 16 semillas, exhibiendo el valor
menor. Para semillas vanas, L. exaltatus, presento los valores mayores, mientras L. barkeri y L.
marschallianus el nimero menor (Cuadro 6). En semillas dafiadas L. exaltatus presento el valor
mayor, mientras que para las otras especies fue nula la presencia de dafios en el germoplasma

(Cuadro 6).

Las variables de semillas se presentaron de la siguiente forma: en ancho, L. montanus
mostro el valor mayor (2.91 mm) y el valor menor fue para L. marschallianus con 1.7 mm; en
longitud, L. montanus presentd el valor mayor con 3.94 mm, mientras que las semillas con el
menor promedio fueron de L. marschallianus (Cuadro 6). En peso de 100 semillas, el valor

mayor lo presentd L. montanus con 2.1 g y L. marschallianus con 0.3 g.
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Cuadro 6. Analisis de varianza de variables agrondmicas de Lupinus barkeri. L. campestris, L, exaltatus, L. marschallianus y L.
montanus establecido en jardin en Montecillo, México.

Variabl Significancia Valores medios
ariaole
Especie  Poblaciones L. barkeri L. campestris L. extaltatus L. marschallianus L. montanus
Altura (cm) 0.0001  0.0001 3830b 96.19a 83.32a 34.75b 98.07 a
Planta Biomasa () 0.0001  0.0001 2230b  78.67a 85.23a 20.25 Db 96.36 a
Tallo (mm) 0.0001 0.0001 410b 25.17 a 27.50 a 3.36b 23.87 a
Rai Longitud (cm) 0.0001  0.0001 23.30c  27.82ab 29.60 ab 23.90 bc 30.37a
aiz
Biomasa () 0.0001  0.0001 9.27b 20.48 a 22.10 a 10.84 b 23.56 a
NUmero 0.0631  0.0493 400ab 2.60a 450 a 4.70b 4.42 ab
Ramas Longitud (cm) 0.0001  0.0001 1592c¢ 49.32D 78.49 a 19.35¢ 75.16 b
Angulo (°) 0.0001  0.0001 42.80 bc  50.63 ab 48.81 a 32.50¢ 46.66 abc
Ancho foliolo
0.0001  0.0001 438 ¢ 1191a 10.70 a 3.77c 7.80b
(mm)
Hoi Long. foliolo  0.0001  0.0001 2.32¢ 457 b 4.20b 2.14 ¢ 7.80 a
oja
: No. foliolos 0.0001  0.0001 6.00 a 7.62Db 7.33 bc 6.50 bc 13.00 a
Long. estipula
(cm) 0.0001  0.0001 0.51b 0.67 a 0.53 ab 0.52 ab 0.64a
cm
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Inflorescencia

Numero
promedio por

planta

Semillas

Long. peciolo

(cm)

Longitud (cm)
Long. vaina
(cm)

Ancho de
vaina (cm)
Semillas por

vaina

Vainas

Ovulos
abortado
Semillas llenas
Semillas vanas
Semillas

dafadas

Ancho (mm)
Longitud (mm)
Peso 100

0.0001

0.0001

0.0001

0.0001

0.0001

0.0113

0.3518

0.0002
0.5469

0.5696

0.0001
0.0001
0.0001

0.0001

0.0001

0.0001

0.0001

0.0001

0.0001

0.012

0.0001
0.0056

0.0411

0.0001
0.0001
0.0001

5.83d

9.53b

294 c

051c

5.00c

7.00b

3.00a

35.00b
1.00 a

0.00 a

2.10Db
291D
0.60d

4.87 ab

8.71b

3.76 a

0.63a

6.37 a

1045 a

35.75a

436.62 a
77.75a

2.37a

252 a
3.52a
1.22b

4.09¢c

8.11b

3.79a

0.58b

6.00 ab

124.66 a

37.66 a

404.00 a
83.00 a

8.66 a

2.50a
3.57a
1.20c

3.63 bc

6.78 c

1.82d

0.41d

3.50d

5.00b

2.00a

16.00 b
1.50a

0.00a

1.79¢c
2.19¢c
0.30e

4.00 a

16.00 a

3.60b

0.74a

5.00 bc

16.00 ab

4.00 a

46.00 ab
1.00a

0.00a

291a
3.94a
210a
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semillas (g)

Letras diferentes en hileras indican diferencias entre las especies de Lupinus (p< 0.05).
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Cuadro 7. Variables morfoldgicas en un ensayo de jardin de Lupinus barkeri, L. campestris, L, exaltatus, L. marschallianus y L.

montanus provenientes de la region centro-oriente de Puebla.

Planta Raiz Ramas
Especie/Poblacion Altura  Biomasa Tallo Longitud Biomasa Numero Longitud Angulo
(cm) (9) (mm) (cm) (9) (cm) )

L. barkeri
Manuel Avalos 38.3e 22.3d 4.1d 23.3d 9.2d 4 bc 1592 f 42.80 bcd
L. campestris
Barranca Onda 94.0 cd 820bc 26.2b 35.2b 17.2 cd 3bc 7740cd 8l40a
Laguna de Atexca 108.0 bc 109.2¢  25.0b 31.4bc 30.0b 4 bc 89.73bc  54.66¢C
Laguna Seca 143.3 a 161.0a 34.2a 45.6 a 36.6 ab 4 ab 113.33a 40.00 cd
Poxcoatzingo 85.6 cd 579c 24.4 bc 27.4 cd 22.2 ¢ 6a 66.26 d 46.66 bc
Tlalmotolo | 82.0 cd 34.0cd 285abc 24.0 cd 15.0 cd 4 ab 72.00 cde 45.00c
Tlalmotolo Il 72.0cd 36.0cd 16.9cd 30.0 bed 13.0d 6a 56.50de  50.00 bed
San Isidro 106.0 bc 111.3bc  23.2bc 31.6 bc 15.6 cd 2¢C 79.66 cd  46.66 bcd
Zoapan 78.6 cd 38.0cd 23.0bc 25.0 cd 18.3 cd 4 abc 61.66 de  40.66 bcd
L. exaltatus
Manuel Avalos 1116bc  86.2bc 252D 28.6¢ 18.8 cd 4.0 bc 95.73b  53.73¢c
San Martin 94.3 cd 1105¢  30.9ab 31.2 bc 235¢c 4.7 ab 87.75bc  69.37 ab
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Exaltatus Zoapan

L. marschallianus
Texmalaquilla 3700
Texmalaquilla 3900

L. montanus
San Joaquin
Texmalaquilla 3100
Texmalaquilla 3500
Texmalaquilla 3900

440¢e

355¢e
34.0e

98.5¢
106.6 bc
66.7 cd
120.5b

59.0 bed

20.5d
20.0d

105.7 bc
85.3 bc
42.7 cd
151.5ab

26.4 abc

3.3d
3.3d

23.2 bc
27.6 ab
18.2¢c
26.5 abc

29.0 bed

23.0d
24.8 cd

31.2 bc
43.6 ab
24.2 cd
22.5cd

24.0 bed

9.8d
11.8d

21.2 cd
42.0a
8.0d
23.0 bed

5.0 abc

2¢C
3c

4 abc
5ab
3c

6 ab

52.00 de

20.21f
18.50 f

75.00 cd
83.66 bc
53.00e

89.00 bc

70.00 b

33.00d
32.00d

48.75 bc
41.66 bcd
41.25cd
55.00 bc

Letras diferentes en columnas indican diferencias entre todas las poblaciones de Lupinus (p< 0.05).
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Cuadro 8. Variables morfoldgicas de la hoja un ensayo de jardin en hojas de Lupinus barkeri, L. campestris, L, exaltatus, L.

marschallianus y L. montanus provenientes de la region centro-oriente de Puebla.

Hojas Inflorescencia

) y Anchode  Longitud Numero Longitud Longitud Longitud Long.de  Ancho Semillas
Especie/Poblacion

foliolo de foliolo de de estipula del peciolo (cm) vaina de vaina por
(mm) (cm) foliolos (cm) (cm) (cm) (cm) vaina
L. barkeri
Manuel Avalos 4.38¢e 2.32f 6 fg 0.51d 5.83b 9.53¢ 2.94d 0.51 de 5d
L. campestris
Barranca Onda 9.80c 484 cd 8 ef 0.64 bc 6.93 a 7.80 de 4.08 a 0.65 bc 7 ab
Laguna de Atexca 10.66 ¢ 450d 7f 0.60 ¢ 6.06 ab 10.73d 3.94 ab 0.68b 6 bc
Laguna Seca 16.33a 5.80 bc 9d 0.70 bc 6.00 ab 9.73bcd 4.05ab 0.67 bc 7a
Poxcoatzingo 12.00 b 4.44d 7 ef 0.58 cd 5.36 bc 10.02bc  3.96 ab 0.75a 6 bc
San Isidro 12.33 bc 4.93 cd 7 fg 0.66 bc 4.63 ¢c 9.44 cd 3.73b 0.61c 6 bc
Tlalmotolo | 12.00 bc 3.10 ef 8 def 0.70 bc 3.20 ef 8.16 cde  3.80ab 0.60 cd 7 ab
Tlalmotolo Il 9.50c 345e 69 0.60bcd 4.12cd 6.71 de 3.35d 0.55d 6 bc
Zoapan 12.66 b 550c¢ 9de 0.93a 2.70 ef 7.16 de 3.2cd 0.56 cd 6 bc
L. exaltatus
Manuel Avalos 12.00 b 4.36 d 8e 0.60 c 6.00 ab 9.09 cd 4.02 a 0.58 cd 6 bc
San Martin 10.12 ¢ 4.45d 7fg 0.51d 4.16 cd 10.26 bc  3.94ab 0.56 cd 6b
Zoapan 10.00 ¢ 3.80 de 7 efg 0.50 cd 212 f 500e 3.43 cd 0.60 cd 6 abc

L. marschallianus
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Texmalaquilla 3700
Texmalaquilla 3900
L. montanus

San Joaquin

Texmalaquilla 3100
Texmalaquilla 3500
Texmalaquilla 3900

3.71e
3.83¢e

6.75d

8.33 cd
8.25cd
8.00 cd

2.05f
2.23f

6.67 b
8.16 a
8.00 a
8.40a

7 ef
69

lic
13 ab
13b
15a

0.51d
0.53 cd

0.48d
0.56 cd
0.75b
0.80 ab

3.95 cde

33le

4.19 cd
4.02 cd
3.95 cd
3.86 de

6.97 de
6.59 de

16.0 a

1.85f 0.44e
1.80f 0.38f

3.60 bc 0.74 ab

4 de
3f

5cd

Letras diferentes en columnas indican diferencias entre todas las poblaciones de Lupinus (p< 0.05).

alcanzaron a desarrollar por completo la inflorescencia
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Cuadro 9. Parametros de vainas y semillas de un ensayo de jardin de Lupinus barkeri, L. campestris, L, exaltatus, L. marschallianus y

L. montanus provenientes de la region centro-oriente de Puebla.

NuUmero promedio por planta Semillas
Especie/Poblacion  Vainas Ovulos Semilla  Semillas  Semillas Ancho de Longitud Peso de
abortados llenas vanas dafadas semilla de semilla 100 semilla

(mm) (mm) (9)

L. barkeri

Manuel Avalos 7cC 3b 35¢ 1b Ob 2.10f 291e 0.60 f

L. campestris

Barraca Honda 16 ¢ 18 Db 36¢C 16 ab 5b 2.59 bcd 3.58 bc 1.3 cd

Laguna Seca 137abc 4D 698 ab 129 ab 3b 2.62 bc 3.52 cd 15¢c

Laguna de Atexca 195 ab 80 ab 793 a 152 a 3b 2.59 bed 3.60 bc 1.1de

Poxcoatzingo 117b 88 a 403 b 141 a 1b 2.78 ab 3.86a 1.7b

San Isidro 194 ab 40 ab 607 ab 167 a Ob 2.23 e 3.42 cd 1.0de

Tlalmotolo | 42 bc 2b 304abc 2ab Ob 2.60 bcd 3.63 bcd 1.1 cde

Tlalmotolo 11 89 bc 35ab 420abc  15ab 1b 2.41 de 3.25d 1.0de

Zoapan 46 bc 19 ab 232 bc 0b 6b 2.37 de 3.37 cd 1.0de

L. exaltatus

Manuel Avalos 92 bc 25b 383D 89 ab 2b 2.69 b 3.74 bc 1.3 cd

San Martin 262 a 51 ab 783 ab 147 a 24 a 2.40d 3.31d 1.1de
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Zoapan

L. marschallianus
Texmalaquilla 3700
Texmalaquilla 3900
L. montanus

San Joaquin

20 bc

6c¢C
4c

16 bc

37ab

2b
2b

4b

46 bc

20c
12 ¢

46 bc

13 ab

1b
2ab

lab

Ob

Ob
Ob

Ob

2.43 de

178 ¢
1.81g

291a

3.68 abc

2.13f
2.26 f

3.94a

1.2cd

0349
0349

21a

Letras diferentes en columnas indican diferencias entre todas las poblaciones de Lupinus (p< 0.05)
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Discusion

Las semillas de las leguminosas son una fuente de proteina que ha brindado al humano
una alternativa para mejorar su calidad de vida, entre ellas se incluye al género Lupinus, el cual
tiene una amplia distribucién en el mundo (Montes et al., 2011), aunque en México no ha sido
domesticado y cultivado a pesar de su abundancia. Sin embargo, podria representar una fuente
importante de proteina de buena calidad, ademas podria ser utilizado como fuente para producir
aceite (Ruiz-Lopez et al., 2000). En el presente estudio se evaluaron la supervivencia y variables
agrondmicas bajo dos condiciones diferentes (ensayo de jardin y de campo). Las especies que

se evaluaron en ambas condiciones fueron L. campestris L. exaltatus, y L. montanus.

Los valores de supervivencia en cada una de las especies y entre las poblaciones,
determinados en los dos ensayos dependen tanto de la condicidn genética de éstas como de las
condiciones ambientales (Walker y Luckett, 2011). En sitios con altitudes bajas, como es el caso
del ensayo de jardin de este trabajo, las temperaturas son mayores por lo que se esperaria que
las plantas se encuentren sometidas a mayor estrés hidrico derivado de una mayor tasa de
evapotranspiracion propiciada por sitios mas calurosos (Allen et al., 2006), aunque no solo es
el Unico factor determinante en la supervivencia y desarrollo, también influyen las condiciones
fisicas-quimicas del suelo. En jardin, la supervivencia de L. campestris (22.28%), L. exaltatus
(42.86), L. montanus (1.06%), fue menor a la manifestada en campo (Cuadro 3). Sin embargo,
algunas poblaciones presentaron valores altos de supervivencia como L. exaltatus de Manuel
Avalos (80%) que proviene de una altitud de mas de 2800 m.s.n.m., lo que puede atribuirse a la
plasticidad fenotipica y a la diversidad genética de cada poblacion (MacDowell et al., 2008;

Matyas et al., 2010).

106



En campo, el ndmero mayor de las poblaciones de L. campestris y L. montanus
presentaron un comportamiento en el que, para las poblaciones de mayor altitud, la
supervivencia fue mayor (Cuadro 4), dato similar al referido para L. elegans por Soto-Correa et
al. (2015). En el ensayo de jardin la supervivencia fue diferente, pues las poblaciones de L.
campestris, L. exaltatus y L. marschallianus de menor altitud, presentaron valores mayores de
supervivencia, contrario a lo registrado en poblaciones de L. elegans de mayor altitud, donde la
supervivencia fue superior en sitios de menor altitud (Soto-Correa et al., 2015). Sin embargo,
diversas especies forestales ubicadas en un gradiente altitudinal, como L. montanus, tienden a
diferenciarse genéticamente como un mecanismo adaptativo en respuesta a la intensidad de
seleccion de los diferentes ambientes (Devall, 2009), por lo que al mover individuos de
diferentes poblaciones la respuesta es la deficiente adaptacion y mortalidad, pero ademas hay
que considerar que en ambiente el factor suelo es determinante para la supervivencia, el

crecimiento y su desarrollo (Walker y Luckett, 2011).

La altura y el peso de la planta son caracteristicas afectadas por varios factores, entre ellos
la densidad de siembra, que al aumentar afecta negativamente la altura tal como sucede en L.
angustifolius L. y L. albus L (Pospisil y Pospisil, 2015, Mulayim et al., 2002). Para las tres
especies probadas en campo la densidad fue de 10 000 ha* plantas, y en el jardin fue de 200 000
ha* plantas lo cual impact6 en la biomasa. En L. campestris el peso promedio por planta fue de
212.7 g vs. 78.7 ¢, en L. exaltatus 208 g vs. 85.2 g L. montanus 205.2 g vs. 96.4 g,
respectivamente. El rendimiento en biomasa ha™* con densidad de 1 semilla m? en campo para
L. campestris fue de 2.12 t ha®, para L. exaltatus de 2.08 t ha®, y para L. montanus de 2.05 t ha
! valores bajos en comparacion con L. albus de la que se obtuvo 11.2 t hay L. mutabilis Sweet

9.8 t ha! en una densidad de 100 y 120 semilla m™, respectivamente (Miki¢ et al., 2013). Lo
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anterior indica que las especies evaluadas en este estudio podrian tener mejor rendimiento de
biomasa, si la siembra se hiciera en una densidad mayor, 60 0 75 semilla m2 (Pospisil y Pospisil,
2015). En cuanto a la altura de las plantas probadas en ambos ensayos (Cuadros 4y 7) los valores
son similares a lo reportado por Lagunes-Espinoza et al. (2012) en poblaciones naturales de L.
campestris con 30-120 cm, L. exaltatus con 30-110 cm y L. montanus con 70-240 cm, asi como
por Zamora-Natera y Terrazas (2012) quienes refieren valores en L. montanus menores a 150
cm y valores menores de 190 cm en L. exaltatus. Otro factor que origina las diferencias en altura
y peso son las caracteristicas genéticas, como resultado de una diferenciacion genética y como
respuesta al ambiente, propiciando un desarrollo-respuesta a ello (Rehfeldt, 2004; Viveros-

Viveros et al. 2009).

La longitud de raiz fue evaluada unicamente en jardin y resulté mucho mas pequefia en
comparacion con lade L. albus y L. angustifolius las cuales llegan a alcanzar hasta 2.5 m (Hertel,
2011). L. barkeri y L. marschallianus presentan caracteristicas de tipo xeromorficas, con valores
pequefios de longitud y biomasa como respuesta a las bajas temperaturas y al estrés hidrico
como otras especies de Lupinus (Bricefio et al., 2000) (Cuadro 7). Para esta misma variable, no
todas las poblaciones de L. campestris L. exaltatus y L. montanus, de mayor altitud presentan
valores bajos, lo que indica plasticidad fenotipica (MacDowell et al., 2008; Matyas et al., 2010).
En el caso de la biomasa de la raiz de L. campestris, L. exaltatus y L. marschallianus, no todas
las poblaciones provenientes de mayor altitud registran valores menores (Cuadro 7) como lo
refieren Bricefio et al. (2000) para L. meridanus Moritz ex. C.P. Smith, y L. eromonomos C.P.
Smith, quienes observaron un menor desarrollo de raiz y biomasa en sitios de alta elevacion.
Por otra parte, la proporcion de biomasa aérea es superior a la de raiz en las especies evaluadas,

igual a lo reportado para L. elegans, pero diferente en otras especies de la misma familia como
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Senna hirsuta (L.) H. S. Irwin et Barneby (Ruiz-Reyes et al., 2009). Las leguminosas son
empleadas para rehabilitacion de suelos, de tal forma que la biomasa aérea y de raiz son
caracteristicas importantes para las propiedades quimicas y bioldgicas en el papel del ciclo de

los nutrientes (Ruiz-Reyes-et al., 2009).

El nimero y longitud de ramas es similar en lo reportado en L. angustifolius, donde la
humedad influye en el nimero de ramas de esta especie (Talhinhas et al., 2006). Se ha reportado
que el tamafo de las ramas y de la planta total influyen sobre el tamafio final de la inflorescencia
y la semilla dentro de cada poblacion (Talhinhas et al., 2006; Simpson y Martins 1984). El
angulo de las ramas es una caracteristica influenciada por el manejo o la densidad de la siembra,
y la expresion genética (Nicolas et al., 1996; Bohm et al., 2008; Pospisil y Pospisil, 2015),
aspecto que se observo en las especies analizadas, las cuales presentaron valores diferentes bajo

condiciones de densidad y condiciones ambientales similares en cada ensayo.

Con respecto a la longitud del foliolo central, Dunn y Harmon (1977) reportan valores de
2-2.5 cm para L. montanus, valor diferente al obtenido en este estudio para la misma especie.
Sin embargo, Lagunes-Espinoza et al. (2012) reportan intervalos de 3.5-9.1 cm en tres
poblaciones diferentes de L. montanus, en L. campestris de 2.8-6 cm. y en L. exaltatus 1.9-5.2
cm, valores similares a los reportados en el estudio con las tres especies (Cuadro 8). En
poblaciones naturales de L. campestris, L. exaltatus y L. montanus se reportaron valores de 8-
18, 6-16, y 5-16 mm, respectivamente (Lagunes-Espinoza et al., 2012), los cuales fueron
similares a los de este estudio (Cuadro 8). El tamafio de la estipula para L. montanus fue menor

que lo reportado por Dunn y Harmon (1977).

Las longitudes de la inflorescencia totalmente desarrollada desplegadas por L. campestris,
L. exaltaltus y L. montanus fueron similares a las reportadas para las mismas especies en
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poblaciones naturales por Lagunes-Espinoza et al. (2012), con valores de 4-18.5 cm, 1.5-9.5
cm, y 11.6-45 cm, respectivamente (Cuadro 8). Las flores de los Lupinus forman racimos al
final de la rama, y de acuerdo con Walker (2011) su formacién tarda de 4 a 8 semanas
aproximadamente. En L. marschallianus y L. barkeri, el desarrollo total de sus inflorescencias
fue en 3 semanas y en L. campestris, L. exaltatus y L. montanus en promedio 4 a 5 semanas. La
formacion inicia una vez que se detiene el crecimiento de tallo y hojas. El tamafio de la
inflorescencia depende de la especie, fase vegetativa de la planta y tamafio de la planta (Walker

y Luckett, 2011).

Entre los factores ambientales importantes que promueven o afectan la floracion estan el
namero de horas frio con temperaturas entre 1-14 °C y la respuesta de la planta depende de la
especie y hasta la variedad (Walker y Luckett, 2011). La falta de horas frio permite un
crecimiento continuo de hojas y, por lo tanto, una nula floracién, aunque también pueden
generarse flores anormales, donde los pétalos seran estrechos. Asi, la temperatura puede llegar
a retrasar la fenologia de las especies y originar un dafio en fechas posteriores por su descenso
brusco (Reader et al., 1995; Walker y Luckett, 2011). En relacién a lo anterior, se observo que
L. campestris, L. exaltatus y L. montanus fueron afectadas por la falta de horas frio en el ensayo
de jardin, aspecto que se reflejo en la menor cantidad de estructuras florales desarrolladas. A
pesar de que el ciclo de vida de L. marschallianus y L. barkeri, es en promedio de 100 dias, el
desarrollo de estructuras reproductivas se vio igualmente afectado. En las plantas de Lupinus,
las horas frio pueden ser obligatorias o facultativas, como es el caso de algunas variedades de
L. albus y L. angustifolius (Landers, 1995; Walker y Luckett, 2011). Otros factores que afectan
la aparicién y desarrollo de la inflorescencia son el pH, la humedad y la densidad del suelo

(Herbert, 1977). En el ensayo de campo, la baja densidad de siembra y la menor temperatura
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fueron los factores que promovieron la formacion de inflorescencias mayores. En jardin, la
presencia de temperaturas mayores afecto tanto el desarrollo de las estructuras reproductivas

como la sincronizacion, este ultimo, evento importante para la polinizacion cruzada.

L. campestris, L. exaltatus y L. montanus presentaron valores superiores en el niUmero
promedio de vainas/planta en relacion con especies domesticadas como L. albus (variedades
Fedora y Energy) L. angustifolius, (variedad Arabella) que presentan bajo diferentes densidades
de siembra en un intervalo de 4-9 vainas/planta (Pospisil y Pospisil, 2015), pero similares en las
especies de L. barkeri y L. marschallianus con 7 y 5 en promedios de vainas/planta,
respectivamente (Cuadro 9). Abebe et al. (2015) refieren 9-25 vainas/plantas en L. albus.
Annicchiarico et al. (2010), reportan en promedio para la misma especie en las variedades Lodi,
Sanluri y Saint Sauvant valores de 20.4, 17.1 y 14.7 vainas/planta respectivamente, en la region
del Mediterraneo, donde identificaron genotipos que se adaptan a cada uno de los ambientes.
Gonzélez-Andrés et al. (2007) evaluaron 35 accesiones de la peninsula Ibérica con valores de

17-45 vainas/planta.

Los valores de longitud y ancho de vaina para las tres especies y en la mayoria de las
poblaciones establecidas en campo en el presente estudio, fueron mayores en comparacién con
las mismas en jardin, lo que puede atribuirse a las condiciones ambientales y la densidad de
siembra a las que se sometieron los ensayos (Pospisil y Pospisil, 2015; Annicchiarico et al.
2010). Lagunes-Espinoza et al. (2012) reportan valores similares de tamafio de vaina para
plantas de L. campestris, L. exaltatus, y L. montanus, recolectadas en poblaciones naturales

(Cuadros 5y 8).

L. marschallianus present6 en promedio cuatro semillas por vaina, dato menor a L. barkeri
(cinco), L. campestris (seis), L. exaltatus (seis) y L. montanus (cinco) todo ello en el ensayo de
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jardin, mientras que en campo las tres especies evaluadas mostraron un promedio de seis
semillas/vaina (Cuadros 5 y 8). La Unica poblacién de L. montanus (San Joaquin) que
permanecio en jardin se vio afectada por las condiciones ambientales manifestando un menor

numero de semillas por vaina (Walker, 2011)

En cuanto a la longitud y ancho de las semillas de L. campestris, L. exaltatus, y L.
montanus, los valores resultaron menores a lo reportado por Pablo-Pérez et al. (2013), para las
mismas especies y para L. hintonii C. P. Smith. Las semillas de las tres especies en campo
resultaron mas ligeras en comparacion con lo reportado por Lagunes-Espinoza et al. (2012) en

poblaciones naturales del mismo origen que las probadas.

La mayor proporcion de semillas llenas se observo en jardin (Figura 1) a pesar de la baja
supervivencia de cada una de las especies, lo cual podria parcialmente ser resultado de
autopolinizacién, que para algunas especies del género no constituye un problema en el
desarrollo del germoplasma (Manning, 1995). En 6vulos abortados, el valor mayor en campo
(Figura 2), podria deberse a la falta de polen, debido al reducido nimero de plantas en prueba
(L. campestris 288, L. exaltatus 108 y L. montanus 324) y a la falla en la sincronizacion en las
estructuras reproductivas para la polinizacién cruzada, ademas de la disponibilidad de insectos
polinizadores (Farrington y Pate, 1981; Dracup et al., 1998), pues la falta de polen disminuye la
diversidad genética del lote de semillas y aumenta el porcentaje de 6vulos abortados y semillas
vanas (Burczyk y Chalupka, 1977). Ademas de que el ambiente como el componente genético
influyen sobre la formacion, desarrollo y sincronizacion de las estructuras reproductivas (Owens
y Blake, 1985, Landers, 1995). En L. angustifolius y L. albus se ha determinado que el ambiente
es mas importante en la sincronizacion floral que el componente genético (Walker y Luckett,

2011). Qifu et al. (1998) sefialan que el porcentaje de semillas vanas y dafiadas es producto de
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efectos ambientales de campo principalmente por temperatura y aspectos nutrimentales o porque
son atacadas por insectos, hongos u afidos (Hertel et al., 2009), los cuales debieron estar

presentes en ambos sitios causando problemas en el desarrollo de las semillas (Figura 1y 2).

Considerando los valores promedio por especie, de peso en 100 semillas y nimero de
semillas llenas por planta, en el ensayo de campo a una densidad de 10 000 plantas h™, la
produccion seria de 1458 kg ha* para L. campestris, 1358 kg ha™* para L. exaltatus y 665 kg ha”
para L. montanus. En jardin, donde la densidad de siembra fue de 200 000 plantas ha™ y las
condiciones de ambientales son diferentes, la produccion se estima en 1064 kg ha*para L.
campestris, 969 kg ha® para L. exaltatus y 193.2 kg ha® para L. montanus, valores menores al
ensayo de campo. Por lo tanto, L. campestris y L. exaltatus son las especies prometedoras para
la produccion de semilla. Sin embargo, es importante considerar la procedencia de las
poblaciones para garantizar un alto porcentaje de supervivencia y por lo tanto de produccion en
campo (Cuadros 4 y 5). Para L. montanus, especie con baja supervivencia, es necesario
establecer ensayos que permitan delimitar su movimiento, aspecto necesario en poblaciones de
la misma especie, asi como en poblaciones de L. campestris y L. exaltatus que al parecer no

muestran plasticidad fenotipica.
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Figura 1. Porcentaje de 6vulos abortados y semillas de L. barkeri, L. campestris, L. exaltatus,

L. marschallianus y L. montanus establecidos en un ensayo de jardin
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Figura 2. Porcentaje de 6vulos abortados y semillas de Lupinus campestris, L. exaltatus y L.

montanus establecido en un ensayo de campo en Tlachichuca, Puebla.
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Conclusiones

La variabilidad en las caracteristicas de interés agronémico para las especies del género
Lupinus, son definidas por aspectos genéticos, biolégicos y ambientales, particularmente los

relativos al manejo como la altitud del sitio de plantacion y la densidad de siembra.

Tanto en el ensayo de campo como en la prueba de jardin, a menor elevacion que las
localidades originarias, se encontraron diferencias en las variables de supervivencia y biomasa

relacionadas con la produccién de semilla entre especies y entre procedencias probadas.

La variacidn en la supervivencia y de la mayoria de las caracteristicas agronomicas
resultd significativa en el ensayo en jardin ubicado a 2,240 m s.n.m. entre Lupinus barkeri, L.
campestris, L. exaltatus, L. marschallianus y L. montanus, presentando mejor desempefio L.

campestris.

L. campestris y L. exaltatus son especies promisorias para su domesticacion debido a su

supervivencia, biomasa y produccién de semilla.
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CAPITULO IV
DISCUSION GENERAL

Lupinus es un género con gran diversidad de especies, considerado como uno de los mas
complejos desde el punto de vista taxonémico, de tal forma que se han reportado 200, 280, 300
hasta 500 especies en el mundo, las cuales son anuales o perennes (Planchuelo-Ravelo y Wink,
1993; Lewis et al., 2005). En México se estiman alrededor de 110 especies (Sousa-Sanchez y
Delgado-Salinas, 1998). Para aclarar parte de tan confusa clasificacién, se han desarrollado y
aplicado técnicas para definir la clasificacion taxondmica de algunas taxa. Entre las
caracteristicas consideradas en la clasificacion al interior del género, se encuentran las
estructuras reproductivas, las hojas, los foliolos, los peciolos y las estipulas (Dunn y Harmon,
1977; Planchuelo y Dunn, 1980; Barneby, 1991); sin embargo, surgen confusiones cuando las
especies tienen similitud en las caracteristicas antes mencionadas, por lo cual se llega a
conformar un complejo de especies (Dunn y Harmon, 1977). Mé&s aun no existen claves de
identificacion en plantas inmaduras y una pronta diferenciacion seria Gtil en manejo temprano
de las especies. Ademas, la posibilidad de diferenciar las especies en una etapa temprana,
permite utilizar caracteristicas que posteriormente no estan presentes en plantas maduras. Con
la evaluacion de poblaciones de Lupinus barkeri Lindl., L. campestris Schltdl. & Cham., L.
exaltatus Zucc, L. marschallianus Sweet, y Lupinus montanus Kunth, durante 60 dias, bajo
condiciones ambientales controladas en vivero y a través de analisis multivariado se
identificaron los caracteres que aportan mayor informacion para la clasificacion. Las variables
como longitud del cotileddn, el diametro del cuello de la raiz, la altura de la planta, el namero
de hojas, el nimero de foliolos por hoja y la longitud del foliolo central, permitieron diferenciar

a las especies evaluadas. En especies, como L. angustifolius L. y L. albus L., la altura de planta,
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namero de foliolos por hoja, longitud del foliolo central, al igual que caracteres cualitativos
diferentes a los considerados en este estudio se emplearon exitosamente para clasificar
genotipos (Talhinhas et al., 2006; Gonzalez-Andrés et al., 2007). En trabajos para nuevas
especies como en L. elaphoglossum Barneby, L. grisebachianus C.P. Smith, y L. subacaulis
Grisebach, se consideraron valores referentes a foliolos, para su clasificacion (Planchuelo y
Dunn 1980). De igual forma, algunos caracteres correspondientes a las hojas, los foliolos y la
altura de planta, fueron empleados para la diferenciacion dentro del complejo montanus (Dunn
y Harmon, 1977). En el presente trabajo, a través de las variables evaluadas y con el anélisis de
agrupamiento se definen claramente las especies que tienen similitudes, pero con los analisis de

varianza se observan las diferencias que permiten la delimitacion entre especies.

Aunado a lo anterior, en este estudio se evalud la diversidad genética, atil para
comprender las relaciones entre las poblaciones, las cuales son requisito para el manejo y
aprovechamiento eficiente del germoplasma (Albrecht et al., 2012), proporcionan informacion
sobre los procesos genéticos y evolutivos de una especie (Nicolai et al., 2013), ademas de que
otorgan informacion efectiva para la conservacion y aprovechamiento de los recursos, los cuales
pueden ser empleados para el mejoramiento genético (Varshney et al., 2005). Para determinar
la variacion genética se emplearon marcadores genéticos denominados SSR (secuencias
repetidas simples) o microsatélites, abundantes en plantas (Condit y Hubbell, 1991). El empleo
de las técnicas moleculares es altamente costosa, pero permiten el analisis de las especies y de
las poblaciones de forma mas precisa ya que no hay un efecto ambiental. Entre las ventajas de
los microsatélites se cuentan alta reproducibilidad, permiten una alineacién ente 45-60°, son
polimdrficos (Pradeep et al., 2002), y abundantes en el genoma (Wink, 2006), ademas de que

requieren poco material vegetal para su analisis (Ferval et al., 2013).
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Estos marcadores fueron empleados para medir la diversidad entre genotipos amplificados
mediante PCR (Reaccion en Cadena de Polimerasa), de regiones del ADN genoémico que
contienen estas secuencias repetidas. Los niveles de la variacion y la estructura genética de las
poblaciones en las especies de Lupinus campestris, L. exaltatus y L. montanus, podria deberse
a consecuencia del efecto fundador y cuello de botella (Li et al., 2016), ademas de los aspectos
bioldgicos y ecoldgicos que requiere cada especie para crecer y desarrollarse (Michaels et al.,

2008).

Con los niveles de polimorfismo que presentaron las tres especies, asi como la similitud
morfoldgica, puede indicar la posibilidad de mover germoplasma a condiciones ambientales
similares a las de origen, donde fueron recolectadas. Con respecto a diversidad genética (Ho y
He), L. montanus result6 bajo con respecto a las L. campestris y L. exaltatus, lo cual es el reflejo
de la diferenciacion genética como resultado de mecanismo de adaptacion al ambiente en el cual
se establece. De tal forma que de los resultados de este estudio se desprende que pueden
emplearse para establecer métodos de seleccidn de poblaciones para el manejo genético de cada
una de las especies, asi como poder generar o seleccionar variedades que cumplan con los

morfotipos requeridos para su aprovechamiento.

Parte del andlisis de la diversidad morfolédgica y genética, incluye la variabilidad que
tuvieron las cinco especies de Lupinus en un ensayo de jardin y de tres de ellas en un ensayo de

campo Y, los cuales presentaron condiciones ambientales diferentes.

Con variables agrondmicas, de supervivencia y bajo densidades diferentes de siembra,
fue posible caracterizar a las poblaciones de cada una de las especies con potencial para su
aprovechamiento. Las especies prometedoras registradas fueron L. campestris y L. exaltatus,
por sus valores de supervivencia y de variables agronémicas superiores, entre ellas biomasa y
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la produccion de semillas llenas por planta. Las poblaciones de L. montanus que fueron
recolectadas en altitudes de 3000-4100 m.s.n.m., (ambientes frios) no fueron exitosas al
moverlas a altitudes de 2654 m.s.n.m. en el ensayo de campo y a 2249 m s.n.m. en el ensayo de
jardin, lo cual se debe a que sus poblaciones estan genéticamente muy diferenciadas y adaptadas
a su habitat y contienen poca plasticidad fenotipica (MacDowell et al., 2008; Matyas et al.,
2010) como resultado de un mecanismo de adaptacion a los ambientes en los que habitan
(Devall, 2009; Walker y Luckett, 2011), lo cual no permite el movimiento del germoplasma a
sitios fueran de su intervalos de distribucion para el establecimiento de plantaciones, ya que se
estarian exponiendo a mayor temperatura y a una posible condiciones de estrés hidrico que
pueda afectar su supervivencia (Allen et al., 2006), aunque sus valores en el tamarfio de semilla

en L. montanus sean superiores a los demas.

Las poblaciones de L. barkeri y L. marschallianus que provienen de sitios altos y frios,
soportaron condiciones ambientales extremas de calor exhibiendo caracteres de tipo
xeromorfico (Brisefio et al., 2000) y presentaron una supervivencia superior a L. montanus. A
pesar de ello, su morfologia agronémica y rendimiento resulto inferior al resto de las especies
evaluadas que si tuvieron mayor cantidad y tamafio de semillas y follaje, lo anterior no resta
importancia a su nicho ecologico dentro del ecosistema. En conclusion. L. campestris y L.
exaltatus son especies promisorias para su domesticacién debido a su supervivencia, biomasa y

produccion de semilla.
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