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Resumen
Antecedentes: Lobelia villaregalis es una especie endémica y en peligro de extinción en Jalisco, México. Conocer la estructura y diversidad 
genética de las poblaciones de especies en riesgo puede contribuir a mejorar las estrategias para su conservación. Esta información no se ha 
generado para L. villaregalis.
Preguntas: 1) ¿Presenta L. villaregalis niveles bajos de diversidad genética?, 2) ¿Existen diferencias genéticas entre sus poblaciones?
Especies de estudio: Lobelia villaregalis T.J. Ayers (Campanulaceae: Lobelioideae), herbácea perenne.
Sitio y años de estudio: Durante 2018-2020 se realizó trabajo de campo en el Área Natural Protegida Bosque La Primavera, Zapopan, Jalisco, 
para localizar nuevas poblaciones de la especie y recolectar material foliar.
Métodos: Se evaluó la diversidad y estructura genética de 87 individuos en cinco poblaciones utilizando marcadores moleculares ISSR. 
Resultados: La diversidad genética promedio de L. villaregalis es baja (He = 0.057, P = 48.17 %, I = 0.110) así como la diversidad total  
(HT = 0.069). El análisis de varianza molecular mostró que la mayor parte de la variación genética (92 %) ocurrió dentro de las poblaciones. La 
prueba de Mantel indica que no hay correlación entre las distancias genéticas y las distancias geográficas para las cinco poblaciones estudiadas 
(R = 0.64, P = 0.18). Con el análisis de asignación genética se identificaron 4 grupos, sin embargo, no existe estructura genética (GST = 0.060).
Conclusiones: Lobelia villaregalis requiere acciones urgentes de conservación para mantener la diversidad genética de todas sus poblaciones, 
dando máxima prioridad a tres de ellas.
Palabras clave: Bosque La Primavera, diversidad genética, gel poliacrilamida, ISSR, Lobelia villaregalis, Lobelioideae.

Abstract
Background: Lobelia villaregalis is an endemic and endangered species in Jalisco, Mexico. Knowing the structure and genetic diversity 
of populations of species at risk can contribute to improving strategies for their conservation. This information has not been generated for  
L. villaregalis.
Questions: 1) Does L. villaregalis present low levels of genetic diversity?, 2) Are there genetic differences between its populations?.
Studied species: Lobelia villaregalis T.J. Ayers (Campanulaceae: Lobelioideae), herbaceous perennial.
Study site and dates: During 2018-2020, field work was carried out in El Bosque La Primavera Natural Protected Area, in Zapopan, Jalisco, in 
order to locate new populations of the species and collect leaf material.
Methods: The diversity and genetic structure of 87 individuals in five populations were evaluated using ISSR molecular markers.
Results: The average genetic diversity of L. villaregalis is low (He = 0.057, P = 48.17 %, I = 0.110) as well as the total diversity (HT = 0.069). 
Molecular analysis of variance showed that most of the genetic variation (92 %) occurred within populations. The Mantel test indicates that there 
is no correlation between the genetic distances and the geographical distances for the five populations of the species (R = 0.64, P = 0.18). With 
the genetic assignment analysis, 4 groups were identified, however there is no genetic structure (GST = 0.060).
Conclusions: Lobelia villaregalis requires urgent actions of conservation to maintain the genetic diversity present in all its populations, giving 
the highest priority to three of them.
Keywords: Bosque La Primavera, genetic diversity, polyacrylamide gel, ISSR, Lobelia villaregalis, Lobelioideae.
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La familia Campanulaceae incluye 84 géneros y cerca de 2,400 especies representadas en seis continentes 
y archipiélagos del mundo, sin embargo, Sudáfrica y Sudamérica se han identificado como los centros de 
mayor diversidad (Lammers 2007). La familia se ha dividido en cinco subfamilias de las cuales Campanu-
loideae y Lobelioideae son las de mayor distribución. La primera se encuentra principalmente en zonas 

templadas del Viejo Mundo, mientras que la segunda predomina en zonas tropicales y subtropicales. En la subfamilia 
Lobelioideae sobresale el género Lobelia L. por su riqueza de especies (437) y su amplia distribución (Lammers 
2007, Gutiérrez-Sánchez et al. 2018, Kagame et al. 2021, Pérez-Pérez et al. 2022). Campanulaceae posee valor 
económico principalmente en la horticultura ya que algunas de sus especies se cultivan como ornamentales, entre las 
más conocidas se encuentran Lobelia siphilitica L., L. erinus L. y L. cardinalis L. (Lagomarsino et al. 2014). Otras 
especies se cultivan como comestibles en Europa y Asia; varias se usan en la medicina tradicional china (Lammers 
2007). De algunas especies de Lobelia se obtienen compuestos farmacéuticos de valor comercial como la lobelina, 
utilizada en el tratamiento para la adicción a la nicotina (Marlow & Stoller 2003, Stead & Hughes 2012) y a otras 
drogas (Neugebauer et al. 2007). 

En México la diversidad de Campanulaceae consta de 14 géneros y 118 especies (Gutiérrez-Sánchez et al. 2018, 
Rzedowski 2019, Pérez-Pérez et al. 2022). Dos géneros y cerca del 59 % de las especies son endémicas del país, donde 
destacan los estados de Oaxaca y Veracruz, por albergar la mayor riqueza y endemismo de la familia (Rzedowski 
2019). Así mismo, la Sierra Madre Occidental y la Sierra Madre Oriental presentan un alto número de endemismos con 
15 especies y un género y 10 especies respectivamente (Gutiérrez-Sánchez et al. 2018, Rzedowski 2019, Pérez-Pérez 
et al. 2022). Lobelia es el género más diverso con 86 taxones y representa cerca del 75 % de las Campanulaceae de 
México (Rzedowski 2019). En Jalisco se han reconocido 16 especies de Campanulaceae de las cuales 14 corresponden 
a Lobelia (Rzedowski 2019) y entre ellas se encuentra Lobelia villaregalis T.J. Ayers, herbácea perenne de 15-20 cm 
de alto con tallos decumbentes; inflorescencia racemosa con flores zigomorfas de color rosa-lila que presentan espolón 
cónico-cilíndrico (Ayers 1987), (Figura 1A-C). Es endémica con distribución restringida al Área Natural Protegida 
(ANP) Bosque La Primavera, en la parte central de Jalisco. Se encuentra en hábitats relativamente conservados con alta 
humedad, en laderas pronunciadas y taludes de arroyos con sustrato arenoso en bosque de pino-encino (Villa-Galaviz 
et al. 2020), (Figura 1D-G).

Las especies con poblaciones de tamaño reducido son más vulnerables a eventos estocásticos de tipo ambiental, 
demográfico o genético (Frankham 2003, Orme et al. 2005). Esa vulnerabilidad se acentúa por factores antropogé-
nicos como introducción de especies exóticas, sobreexplotación y pérdida de hábitat debido a incendios forestales o 
cambios de uso del suelo. Entre los problemas genéticos más frecuentes en poblaciones reducidas se encuentra la dis-
minución de diversidad genética debido a la pérdida de alelos a causa de la deriva genética y la endogamia (Ellstrand & 
Ellam 1993). La diversidad genética baja limita el potencial evolutivo, la capacidad de las poblaciones para sobrevivir 
a cambios en su hábitat y su vulnerabilidad a patógenos y predadores se puede incrementar, por lo que se le relaciona 
con el riesgo de extinción, en particular en especies raras y endémicas (Hamrick & Godt 1996, Cole 2003, Frankham 
2003). El conocimiento de la variación genética dentro y entre poblaciones debería tener un papel fundamental en las 
estrategias para el manejo, conservación y restauración de especies silvestres en riesgo con poblaciones fragmentadas 
(Hamrick & Godt 1996, Frankham 2003, Castellanos-Hernández et al. 2017). Las especies amenazadas presentan 
tasas de extinción más altas, por lo que su conservación requiere de mayores esfuerzos (Orme et al. 2005) así mismo, 
se han posicionado como uno de los sustitutos (surrogate species) de mayor utilidad para identificar y evaluar áreas 
prioritarias de conservación (Myers et al. 2000, Huang 2011, Neel & Che-Castaldo 2013).

Los marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) amplifican regiones neutrales ubicadas entre microsatélites. 
Esta técnica permite realizar un muestreo amplio del genoma y obtener regiones polimórficas, aún en especies con 
baja diversidad genética. Tienen ventajas sobre otros marcadores ya que al ser regiones comunes entre diferentes 
genomas pueden amplificarse fácilmente en la mayoría de las especies, segregan de manera mendeliana y su costo es 
bajo (Zietkiewicz et al. 1994, Nagaoka & Ogihara 1997). Los ISSR han permitido cuantificar la diversidad y estruc-
tura genética de plantas y su relación con el ciclo de vida, distribución geográfica, estrategias reproductivas, así como 
identificar poblaciones o taxa genéticamente únicos cuya conservación es prioritaria (Nybom 2004). 
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La diversidad genética de solo cuatro especies de Lobelia se ha evaluado. Una de ellas es Lobelia urens L., una 
especie rara del sur de Inglaterra se estudió mediante isoenzimas (Daniels et al. 1997); en una lobelia gigante de 
Etiopía, Lobelia rhynchopetalum (Hochst. ex A. Rich.) Hemsl. se utilizaron marcadores ISSR (Geleta & Bryngelsson 
2009). Por otra parte, en L. inflata L., originaria del noreste de Estados Unidos y Canadá y en L. villosa (Rock) H. St. 
John & Hosaka, endémica de Hawai, se utilizaron marcadores microsatélites (Hughes et al. 2014, Tran et al. 2015). 

En L. villaregalis no se conoce la demografía de sus poblaciones, sus mecanismos de dispersión, la diversidad 
genética de sus poblaciones ni sus relaciones filogenéticas con respecto de otras especies de este género. Se han 
observado los visitantes florales (datos no publicados), la descripción del suelo y composición florística de su hábitat 
(Villa-Galaviz et al. 2020), así como las amenazas que enfrenta (Hernández-López & Munguía-Lino 2023). Entre 

Figura 1. Características morfológicas de Lobelia villaregalis (A-C) y condiciones de su hábitat: D) Zona Geotérmica, E) Villa Panamericana, F-G) 
Espinazo. Fotografías de Darío Figueroa-García, excepto E) de Jesús Moreno Navarro.
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los principales impactos a sus poblaciones se encuentran incendios forestales, erosión del suelo, presencia de culti-
vos agrícolas y asentamientos humanos. Una evaluación preliminar del estado de riesgo utilizando los criterios de 
la UICN indica que L. villaregalis se encuentra en peligro de extinción (Hernández-López & Munguía-Lino 2023). 
Documentar la diversidad genética de esta especie es fundamental para contribuir a su manejo adecuado y conserva-
ción. Los objetivos de este trabajo fueron evaluar la diversidad y estructura genética de las poblaciones silvestres de 
L. villaregalis en el Área Natural Protegida Bosque La Primavera, Jalisco.

Materiales y métodos

Área de estudio. El Bosque La Primavera ostenta la categoría de Área de Protección de Flora y Fauna (APFFLP) y 
ocupa una superficie de 30,500 has. Se ubica en el centro del estado de Jalisco en las provincias de la Sierra Madre 
Occidental y el Eje Volcánico Transversal Mexicano, entre los 1,300 y 2,300 m snm (CONANP 2000). Se conocen 
únicamente cinco poblaciones de Lobelia villaregalis, todas dentro del APFFLP en un rango de elevación que va 
de los 1,530 a los 2,187 m snm y con bosque de encino-pino como vegetación dominante. Las localidades de las 
poblaciones son Espinazo (ESP) el cual consta de un paredón de 50 m de largo y entre 3-17 m de alto; Villa Pana-
mericana (VP); La Venta (LV); Pinar de La Venta (PLV); y la Zona Geotérmica (ZG), una cañada pequeña formada 
por un arroyo temporal (Figuras 1D-G y Figura 2). La caracterización detallada de las localidades se encuentra en 
Hernández-López & Munguía-Lino (2023). 

Material vegetal. Se realizaron visitas sistemáticas a cada población durante los meses de mayor floración (enero-
abril). Se colectó tejido foliar de 18 individuos por población (dos hojas por cada individuo no mayores a 2 cm2). 
Las hojas fueron seleccionadas cuidadosamente, asegurándose que no presentaran daños estructurales, coloración 
inusual, proceso de envejecimiento o presencia de herbívoros. El tejido se tomó de ejemplares separados entre sí por 
1 m aproximadamente.

Figura 2. Área de estudio de Lobelia villaregalis. Los puntos en color representan las poblaciones muestreadas: La Venta (LV, rojo), Pinar de La Venta 
(PLV, amarillo), Villa Panamericana (VP, azul), Zona geotérmica (ZG, verde olivo) y Espinazo (ESP, naranja). El área en gris corresponde al polígono 
del área natural protegida Bosque La Primavera y los puntos negros son poblados o sitios conocidos como referencia.
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Extracción de ADN y amplificación de marcadores ISSR. Para obtener el ADN genómico, se cortaron fragmentos 
de hojas de 1 cm2 y se depositaron en tubos de 2 ml, se agregó un balín de tungsteno a cada tubo y se colocaron a  
-80 ºC por 24 hr. El tejido restante fue resguardado como material duplicado a -20 ºC. Las muestras fueron maceradas 
en un lisador de tejido (Tissue lyser, Qiagen) a 50 oscilaciones por min durante cinco min. 

El ADN se extrajo usando el método CTAB de Doyle & Doyle (1987) con las siguientes modificaciones: el tiempo 
de incubación con CTAB se extendió a 50 min con agitación manual cada 5 min, y se agregó proteinasa K (20 mg/
mL). El pellet de ADN se resuspendió en 100 µL de agua grado HPLC para su conservación a -20 ºC. Se cuantificó 
y determinó la pureza de ADN por espectrofotometría en NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific) (Sambrook & 
Russell 2001) y se verificó en geles de agarosa al 1 %. Se estandarizaron todas las muestras por medio de diluciones 
a una concentración de 20 ng/µL.

Se evaluaron 11 oligonucleótidos ISSR (6, 7, 16, 22, 814, 843, 844, 898, 899, 901, 902) que incluyen repeticio-
nes CT, GT, CG, AC y AG. Para generar los marcadores moleculares ISSR se seleccionaron tres iniciadores que 
mostraron patrones de bandeo más polimórficos y reproducibilidad alta en la amplificación, tres di-nucleótidos: 7 
(CT)8RG, 843 (CT)8RA y 844 (CT)8RC.

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) se realizó y estandarizó en un termociclador 
AerisTM (ESCO). La reacción de PCR se llevó a cabo en un volumen total de 25µL, el cual contenía: HPLC = 14.8 
µL, MgCl2 [50 mM] = 2, Buffer 10X [100 µM Tris, 500 µM KCl] = 2.5, dNTPs [5 mM] = 0.5, Primer 7 = 2, Taq 
polimerasa recombinante [5 U/µL] = 0.2, DMSO = 1 y ADN [20 ng/µL] = 2) (Primer 843 con las mismas condicio-
nes) y para el Primer 844 se modificó la cantidad de los siguientes componentes: HPLC = 13.8 µL, MgCl2[50 mM] 
= 2.5, Buffer 10X [100 µM Tris, 500 µM KCl] = 3 (Sambrook & Russell 2001).

Las condiciones óptimas de PCR para los Primers 7 y 843 fueron: ciclo inicial de desnaturalización a 95 °C por 
4 min; 35 ciclos de tres pasos, el primero de 95 °C por 45 seg, 52 °C por 45 seg como temperatura de alineamiento 
y el tercero a 72 °C durante 1:30 min, para finalizar con un ciclo de amplificación a 72 °C durante 15 min. Para el 
marcador 844, la temperatura de alineamiento fue 56 °C.

Los fragmentos amplificados fueron separados por electroforesis vertical en geles de poliacrilamida al 6 % con 
urea 7 M en Buffer TBE 1X. Para conseguir una mejor polimerización, se agregaron 180 µL de APS 10 % por cada 
35 ml de poliacrilamida. La electroforesis se realizó en una cámara dual (CBS Scientific) a 220 V constantes y 400 
amperios durante 5 hr o hasta que el buffer de carga indicó una distancia de migración de 20 cm. Para la visualización 
de los fragmentos se utilizó la técnica de tinción con nitrato de plata (Sanguinetti et al. 1994), modificando la con-
centración de nitrato de plata de 2 g a 3.5 g por litro.

Análisis de datos. El patrón de migración de los fragmentos ISSR se evaluó de forma manual sobre los geles de 
poliacrilamida. Los geles analizados incluyeron dos columnas de referencia de marcador de peso molecular de 100 
pares de bases (pb) para estimar el peso de las bandas. El bandeo para cada iniciador y población se registró en una matriz 
de datos considerando su presencia (1) o ausencia (0). Las bandas que alcanzaron la misma distancia de migración 
o peso molecular entre los individuos se consideraron fragmentos homólogos. Se utilizaron cuatro parámetros para 
medir la diversidad genética por población: 1) Proporción de loci polimórficos (P), 2) Heterocigosidad esperada 
(HE) según Nei (1978) aplicando la corrección de Lynch & Milligan (1994) para marcadores dominantes, 3) Índice 
de diversidad de Shannon (I) y 4) Diversidad total de la especie (HT), (Nei 1987) con Arlequin 3.5.2 (Excoffier & 
Lischer 2010). Se registraron los alelos comunes y privados para las cinco poblaciones de L. villaregalis. Las esti-
maciones de diversidad genética se realizaron con el programa GenAlex 6.5 (Peakall & Smouse 2012), excepto HT. 
Con el fin de evaluar si existen diferencias significativas en los niveles de diversidad genética entre las poblaciones, 
se realizó una prueba de Tukey en el programa Past4 (Hammer et al. 2001).

La diferenciación genética se evaluó utilizando cuatro parámetros: 1) Matriz de distancias genéticas pareadas no ses-
gada de Nei (D), (Nei 1972), 2) análisis de coordenadas principales (PCoA, por sus siglas en inglés), se realizó a nivel de 
población y a nivel de individuo, 3) análisis de varianza molecular (AMOVA, por sus siglas en inglés) (Excoffier et al. 1992) 
y 4) coeficiente de diferenciación genética GST (Nei 1973). Las estimaciones se llevaron a cabo con el programa GenAlex 6.5  
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Para evaluar una posible correlación entre distancias genéticas y geográficas, se hizo una prueba de Mantel con 
GenAlex 6.5 (Peakall & Smouse 2012). Se realizó un análisis de asignación genética utilizando STRUCTURE v. 
2.3.4 (Pritchard et al. 2000), en el que se utilizó el modelo de mezcla con frecuencias alélicas correlacionadas debido 
a que las poblaciones se encuentran geográficamente cercanas. El análisis se corrió con 1 × 106 pasos utiilizando 
cadenas de Markov tipo Monte Carlo (MCMC por sus siglas en inglés) y burn-in de 1 × 105. Se probó una K (número 
de grupos probables) de 1 a 5. Los resultados fueron analizados con el programa CLUMPAK (Kopelman et al. 2015) 
en línea (https://tau.evolseq.net/clumpak/), utilizando ΔK (Evanno et al. 2005) y Prob(K) (Pritchard et al. 2000) para 
encontrar los valores óptimos. Los resultados se visualizaron en DISTRUCT (Rosenberg 2003) y CLUMPAK.

Resultados

Los protocolos para extraer ADN y amplificar marcadores ISSR para Lobelia villaregalis fueron estandarizados. Se 
probaron 11 cebadores, de los cuales sólo tres mostraron patrones de bandeo polimórfico. Los cebadores elegidos 
generaron 120 bandas en conjunto y cada banda fue considerada como un locus. Se obtuvieron 35, 40 y 45 loci con 
los cebadores 7, 843 y 844, respectivamente (Apéndice 1). Se evaluaron 87 individuos en total, en promedio 18 
individuos por cada una de las cinco poblaciones, excepto la población PLV en la que se analizaron sólo 15 indi-
viduos debido a lo reducido de la población. 

Diversidad genética y diferenciación genética. El patrón de bandas de los individuos de las cinco poblaciones indica 
una diversidad genética promedio de HE = 0.057, P = 48.17 %, I = 0.110 y la diversidad total HT = 0.069. Los valores 
de diversidad por población oscilan entre He = 0.045, P = 40.83 %, I = 0.087 para la población VP, y He = 0.074,  
P = 60.83 %, I = 0.143 para la población de la ZG (Tabla 1). Las cinco poblaciones contienen alelos privados, siendo 
ESP y ZG las que presentan un mayor número con ocho y nueve, respectivamente, mientras que en VP solo se 
encontraron dos (Tabla 1). No hubo diferencias en los niveles de diversidad genética entre poblaciones, excepto entre 
ZG la cual signicativamente tuvo mayor diversidad genética que la población VP.

Población Código a n HE P I LP

Espinazo ESP 18 0.054 50.83 0.106 8
Villa Panamericana VP 18 0.045 40.83 0.087 2

La Venta LV 18 0.053 44.17 0.101 5

Pinar de la venta PLV 15 0.059 44.17 0.112 4

Zona Geotérmica ZG 18 0.074 60.83 0.143 9
Promedio - 17.4 0.057 48.17 0.110
Total 0.069

Tabla 1. Diversidad genética por población y promedio de Lobelia villaregalis.

a Código alfabético de población usado en el texto. n = Número de individuos, HE = Heterocigosidad esperada 
(Nei 1973), P = Porcentaje de loci polimórficos, I = Índice de diversidad de Shannon (Lewontin 1972). LP = Loci 
privados. 

El análisis de varianza molecular (AMOVA) mostró que la mayor parte de la variación genética se encuentra den-
tro de las poblaciones (92 %), indicando una alta variación entre individuos. La variación restante (8 %) se encontró 
entre las cinco poblaciones estudiadas (Tabla 2). Las distancias genéticas (D) entre las cinco poblaciones de L. vil-
laregalis varían de 0.002 a 0.005, siendo las poblaciones PLV y VP las más similares; y LV y ESP las más distintas 
(Figura 3). El análisis de coordenadas principales (PCoA) a nivel de poblaciones muestra resultados similares, en 
donde, LV y ESP están más alejadas, así como ESP y ZG. Este resultado, se ajusta a que son las poblaciones más 
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alejadas geográficamente. Mientras que las más cercanas genéticamente son PLV y LV, y PLV-VP (Figura 4A). La 
coordenada principal 1 explica el ordenamiento del 41.9 % de la variación, mientras que el PCoA2, explica el 21.61 %. El 
PcoA de los individuos indica que la coordenada principal 1 explica el 6.22 % y la 2 explica el 5.55 % de la variación. 
En el gráfico se observa un alto solapamiento entre los individuos de las 5 poblaciones, a excepción de algunos indi-
viduos (Figura 4B). La prueba de Mantel indica que no hay correlación entre las distancias genéticas y las distancias 
geográficas para las cinco poblaciones de L. villaregalis (R = 0.64, P = 0.18). El análisis de asignación genética, de 
acuerdo a ΔK indicó la presencia de cuatro grupos genéticos, mientras Prob(K) = 3. Dado que cada grupo incluyó 
individuos pertenecientes a cada una de las cinco poblaciones, no hay estructura y por tanto se puede considerar un 
sólo grupo genético (Figura 5).   

Fuente de variación
Grados de

libertad
Suma de

cuadrados
Componentes de 

varianza
Estimación de

la varianza
Porcentaje de la 

variación

Entre poblaciones 4 62.74 15.69 0.543 8

Dentro de la población 82 512.13 6.246 6.246 92

Total 86 574.87 6.789 100

Tabla 2. Análisis de varianza molecular en Lobelia villaregalis.

Figura 3. Mapa de calor de distancias genéticas pareadas no sesgadas de Nei (1972) en cinco poblaciones de Lobelia villaregalis. 

Discusión

La diversidad genética total de Lobelia villaregalis (HT = 0.069) es más baja de acuerdo con lo encontrado por 
Nybom (2004) en especies herbáceas y perennes (H = 0.25) y para especies endémicas (H = 0.20). En general, 
todas las poblaciones tienen diversidad genética baja. Las diferencias entre las poblaciones son ligeras y no tienen 
significancia estadística (P ≥ 0.050), excepto la población ZG en la cual la diversidad genética fue mayor respecto a 
VP (P < 0.05). La diversidad genética promedio en esta especie es más baja (HE = 0.057, P = 48.17 %, I = 0.110) en 
comparación con la registrada en cinco poblaciones de L. villosa (HE = 0.40, 7.6 alelos por locus y 0.35 proporción 
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de alelos privados) (Tran et al. 2015) y en 10 poblaciones de L. rhynchopetalum (H = 0.70) utilizando marcado-
res ISSR (Geleta & Bryngelsson 2009). La diversidad genética total encontrada en L. villaregalis (HT = 0.069) es 
menor a la reportada para Omphalogramma souliei Franch (Hsp = 0.1762), especie en peligro de extinción con sólo 
tres poblaciones silvestres, y cuya variación fue estimada también con marcadores ISSR (Huang et al. 2009). Sin 
embargo, no es tan baja si se contrasta con L. inflata, donde la heterocigosidad observada fue de cero, dado que esta 
especie mayormente se autopoliniza y el entrecruzamiento es raro o inexistente (Hughes et al. 2014). En L. villarega-
lis los resultados sugieren que existe cierto grado de entrecruzamiento ya que se han observado 17 morfoespecies 
como visitantes florales donde destacan 13 especies de lepidópteros, por lo que se sospecha de exogamia aunque su 
sistema de apareamiento no se ha determinado (datos no publicados). Lo anterior es congruente con los bajos niveles 
de diferenciación genética entre poblaciones.

Desde la descripción taxonómica de L. villaregalis (Ayers 1987), sus poblaciones han sufrido muchas presiones 
ambientales provocadas por la actividad humana (Hernández-López & Munguía-Lino 2023), entre ellas los incen-
dios forestales. Según Huerta-Martínez & Ibarra-Montoya (2014) y Jardel-Peláez (2020) cerca del 90 % de la super-
ficie del Bosque La Primavera se ha incendiado en al menos una ocasión durante el periodo 1998-2019, lo cual ha 
resultado en la pérdida anual de la masa forestal del 1.31 %. Aunque no se ha cuantificado el impacto de los incendios 
sobre L. villaregalis, Hernández-López & Munguía-Lino (2023) documentaron la pérdida parcial de dos poblaciones 
debido al fuego y al embate de la erosión ocurrida en la primera temporada de lluvias posterior a los incendios. Por 
ello se cree que estos eventos han provocado la reducción del tamaño poblacional (cuellos de botella) de especies 
como L. villaregalis, y por tanto la reducción de la diversidad genética.   

Figura 4. A) Análisis de coordenadas principales (PCoA) entre poblaciones y B) PCoA entre individuos de Lobelia villaregalis con base en distancias 
genéticas de Nei. 

Por otro lado, se encontraron alelos privados en las cinco poblaciones, que van de dos a nueve. La presencia de 
alelos privados en todas las poblaciones de L. villaregalis es un elemento importante para diferenciar poblaciones, 
además, tales alelos pueden representar trayectorias evolutivas únicas como se sugiere para otras especies raras (Arft 
& Ranker 1998, Ávila-Díaz & Oyama 2007). Algunos autores han propuesto que los alelos privados o raros en las 
poblaciones tienen importancia evolutiva, figurando como posibles loci de valor adaptativo a las condiciones locales 
inusuales (Huenneke 1991, Arft & Ranker 1998). Sin embargo, estos alelos tienden a ocurrir en baja frecuencia y 
pueden perderse por deriva genética o bien pueden ser errores de genotipación (Luikart et al. 1998). Las poblaciones 
Zona Geotérmica (ZG) y Espinazo (ESP) presentan variación que no está en el acervo genético de las otras pobla-
ciones y es posible que incluyendo un mayor número de marcadores genéticos pueda encontrarse más variación que 
sólo está presente en estas. Por lo cual, la conservación de ambas poblaciones debería ser prioridad. Además, estas 
poblaciones son vulnerables debido al uso del suelo y otros eventos antrópicos que ahí se han registrado. Por ejemplo, 
la población ZG de L. villaregalis con nueve alelos privados, se encuentra en un predio que desde la década de los 
80´s ha sido severamente impactado debido a la perforación de 13 pozos (Maciel-Flores & Rosas-Elguera 1992) y a 
la infraestructura relacionada con la exploración geotérmica por parte de la Comisión Federal de Electricidad (CFE) 
para la generación de electricidad. En algunos pozos la temperatura alcanza entre 231 y 299 ºC a una profundidad 
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de 1,750-1,800 m (JICA 1986). Debido al impacto ambiental causado, en 1990 las actividades fueron suspendidas 
por las autoridades ambientales y el sitio fue contemplado en la zonificación del área natural protegida como zona de 
uso especial (CONANP 2000). Sin embargo, dicha suspensión no es definitiva y sigue latente la amenaza de que se 
retome el proyecto geotérmico con el consecuente impacto en el hábitat de L. villaregalis. 

Por otra parte, la población Espinazo (ESP) donde se detectaron ocho alelos privados, se encuentra en un paredón 
casi vertical y sus cercanías. Este paredón fue formado en 1972 por la apertura de un camino que asciende desde 
el camino principal (ingreso por la caseta Mariano Otero) hasta una torre de vigilancia (Villa-Galaviz et al. 2020). 
Esta localidad se encuentra entre los 2,060-2,187 m snm, constituye la más alta elevación de las cinco localidades 
conocidas de la especie y albergaba la mayor densidad de individuos de L. villaregalis en un área reducida. Sin 
embargo, a principios del 2019 fue una de las poblaciones afectadas por un incendio forestal (Hernández-López & 
Munguía-Lino 2023). Además de las condiciones abióticas, las interacciones con otras especies y los mecanismos de 
dispersión son importantes en la estructura genética de las poblaciones (Wiens & Donogue 2004). Se desconocen los 
mecanismos de dispersión de L. villaregalis, aunque se ha sugerido que el viento y las escorrentías de agua podrían 
dispersar las semillas ya que miden 1 mm (Hernández-López & Munguía-Lino 2023). 

La falta de correlación entre las distancias genéticas y las distancias geográficas en L. villaregalis aunado a la baja 
diferenciación genética (GST = 0.060) podría explicarse por el alto flujo génico que posiblemente existió en periodos 
históricos o incluso flujo genético actual. También podría deberse a que las poblaciones actuales representan lo que 
era una sóla población continua y el tiempo de fragmentación es muy reciente. La fragmentación de las poblaciones 
pudo ocurrir a consecuencia de los cambios climáticos, particularmente en periodos interglaciares, donde las condi-
ciones son más cálidas y secas que en el periodo glacial (Mastretta-Yanes et al. 2015). A su vez la actividad de origen 
antrópico y los incendios, muchos de ellos provocados por humanos han contribuido a la reducción y fragmentación 
de las poblaciones. Dado que L. villaregalis crece en microhábitats muy específicos, particularmente paredes húme-
das, su distribución no es continua sino en parches.

Figura 5. A) Análisis de asignación genética (K = 3 a 5) de cinco poblaciones de Lobelia villaregalis y 87 loci ISSR. B) Grupos identificados por el 
método de Evanno et al. (2005). C) Grupos identificados a partir de Pr (K) de Pritchard et al. (2000).
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En algunas poblaciones la red de arroyos de temporal en cuyas paredes crece la especie no llegan a juntarse, 
incluso algunos cauces drenan en direcciones opuestas; el arroyo que alberga la población VP drena al Este mientras 
que el de LV y PLV desagua hacia el Oeste. Lo anterior sugiere que la discontinuidad en los arroyos podría fungir 
como una barrera para la dispersión de la especie, quedando algunas poblaciones aisladas. Sin embargo, se requiere 
de continuar la investigación al respecto.

A pesar del aislamiento geográfico aparente, los resultados indican una alta conectividad genética, como ya se 
ha mencionado. En el ANP Bosque La Primavera se han registrado cerca de 12 especies endémicas del Occidente 
de México y tres especies microendémicas; Populus primaveralepensis A.Vázquez, Muñiz-Castro & Zuno, Bletia 
x tamayoana S. Rosillo ex R. Soltero (un híbrido natural) y Lobelia villaregalis. No se conocen estudios que docu-
menten la diversidad genética ni las barreras para la distribución de estos taxones. Sin embargo, Vázquez-García et 
al. (2019) consideran que Populus primaveralepensis se encuentra en peligro crítico de extinción y hacen énfasis 
en su distribución reducida, confinado a relictos de bosque de galería. Esta condición de aparente preferencia por 
hábitats específicos se observa también en L. villaregalis, lo cual contribuye a su vulnerabilidad. Los individuos de 
Lobelia villaregalis forman cuatro grupos genéticos de acuerdo con el análisis de asignación. Todos los individuos 
comparten ancestría con los cuatro grupos. Por tanto, puede considerarse como una sola población. Este resultado 
es congruente con la baja diferenciación genética, y posiblemente este resultado se explica por la reciente fragmen-
tación de las poblaciones, como se menciona anteriormente. En contraste con L. villaregalis, en L. urens, en donde 
se muestrearon seis poblaciones, se encontró una alta diferenciación genética (GST = 0.265) a través de isoenzimas 
(Daniels et al. 1997). Los autores sugieren que este aislamiento se debe a procesos actuales de fragmentación y a 
eventos históricos. En otras especies, como Agave xylonacantha Salm-Dyck, se encontró una variación genética 
promedio baja (HS = 0.183) y baja diferenciación genética (FST = 0.059) entre poblaciones (Eguiarte et al. 2013). 
Se ha planteado que tales resultados se explican por la reciente divergencia de esta especie y que las poblaciones se 
encuentran geográficamente muy cerca. A su vez, en contraste con L. villaregalis, presenta poblaciones muy abun-
dantes en la Sierra Madre Oriental (Eguiarte et al. 2013). 

Los marcadores moleculares ISSR son una herramienta para evaluar la diversidad genética en L. villaregalis, 
dado que muestran un nivel alto de polimorfismo, permitiendo detectar variación genética entre individuos de la 
misma especie (Wolf 2005, Keser & Yaprak 2023, Medraoui et al. 2023). Se han utilizado para conocer la diversidad 
y estructura genética de orquídeas y otras especies endémicas amenazadas (Keser & Yaprak 2023, Lal et al. 2023). 
No obstante, el uso de otros marcadores moleculares, como los microsatélites o SNPs (Single Nucleotide Polymor-
phism) al ser marcadores codominantes permitiría una mayor precisión en la cuantificación de la diversidad genética.

Este es el primer trabajo que analiza la diversidad genética de una especie en peligro de extinción y endémica de 
Lobelia en México y que además se encuentra en un área natural protegida. El hecho de que la especie se encuentre 
dentro de un área con decreto oficial de protección parece un escenario optimista dado que representa una mayor 
probabilidad de que la información derivada de este estudio sea tomada en cuenta para implementar acciones de 
manejo. Asimismo, nuestros resultados dan pauta para el desarrollo de futuras investigaciones en torno a la con-
servación de esta especie. Por ejemplo, se requiere documentar: ¿Cuáles son las características demográficas de las 
poblaciones de L. villaregalis?, ¿cuáles son sus mecanismos de dispersión?, ¿cómo es su sistema reproductivo?, ¿qué 
interacciones mantiene con otras especies?, ¿cuáles son sus polinizadores efectivos? La baja diversidad genética de 
L. villaregalis tiene implicaciones importantes en las estrategias para su conservación y muestra que la protección in 
situ de las cinco poblaciones registradas es urgente. Teniendo en cuenta que la especie alberga niveles de diversidad 
genética muy bajos y que cada una de sus poblaciones presenta alelos privados, se debe garantizar la conservación 
de la mayor variación genética posible que existe en cada población. Sin embargo, la máxima prioridad debería darse 
a las poblaciones Zona Geotérmica (ZG) y Espinazo (ESP) por presentar el mayor número de alelos únicos y a Villa 
Panamericana (VP) por estar sujeta a mayor presión derivada de las actividades humanas (Hernández-López & Mun-
guía-Lino 2023). Además de la protección del hábitat, es indispensable el monitoreo de las poblaciones para detectar 
oportunamente eventos que podrían impactarlas de manera negativa, tales como incendios forestales o cambios de 
uso del suelo, los cuales se han incrementado en los últimos años. Relacionado con la conservación in situ y el moni-
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toreo, se ha propuesto que las poblaciones de L. villaregalis sean designadas como sitios de exclusión (Hernández-
López & Munguía-Lino 2023), especialmente al implementar el Programa de manejo del fuego que se ha propuesto 
en el ANP (Jardel-Peláez 2020). Así mismo, se requiere promover la conservación ex situ mediante su propagación 
y analizar la factibilidad de que sus semillas u otros propágulos puedan resguardarse en bancos de germoplasma. 
Por otra parte, es fundamental difundir la información disponible sobre L. villaregalis entre los propietarios de los 
predios donde la planta crece, también entre los administradores del área natural protegida y a la sociedad en general 
con el fin de promover el conocimiento sobre la especie y fomentar las medidas para la conservación de su hábitat.

Se documenta por primera vez la diversidad y estructura genética de una especie microendémica del género 
Lobelia y que se encuentra en un ANP. Se encontró que la diversidad genética de L. villaregalis es baja con respecto 
de otras especies endémicas en riesgo de extinción. Así mismo, las cinco poblaciones estudiadas no presentan 
estructura genética, por lo que puede considerarse como una sola población. Sin embargo, desde la perspectiva del 
manejo y conservación de biodiversidad, la protección in situ de todas las poblaciones es importante, dando máxima 
prioridad a tres de ellas. La conservación ex situ, entre otras estrategias complementarias se abordan en el trabajo.
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Iniciador Secuencia Tm °C1 Núm. bandas Peso molecular2

7 (CT)8 RG 52 35 160-990

843 (CT)8 RA 52 40 260-990

844 (CT)8 RC 56.2 45 150-1,000

Apéndice 1. Secuencia de los iniciadores ISSR, temperatura de alineación, número y rango del tamaño de las bandas generadas por 
iniciador en el estudio de Lobelia villaregalis.

1 Tm= Temperatura de alineación, 2 tamaño en pares de bases (bp).
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