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RESUMEN

La hibridacién es un mecanismo de especiacién que puede causar incertidumbre
entre hipotesis filogenéticas en cactaceas y su descripcidn permite inferir rutas
evolutivas y aclarar relaciones taxondmicas. La plasticidad genética puede ser
confundida con un proceso de hibridacién pero la combinacion de datos
morfologicos y moleculares permiten un mejor analisis filogenético. Se
analizaron individuos con caracteristicas morfolégicas intermedias, para
determinar la presencia de hibridos entre Neobuxbaumia macrocephala y N.
mezcalaensis, que coexisten en el Valle de Tehuacan-Cuicatlan, Puebla. Se
emplearon técnicas moleculares (RAPD) para analizar el genoma total y
determinar la existencia de flujo génico (Nem). Se compararon secuencias de
ADN del cloroplasto (ADNcp) y nuclear (ITS), para deducir relaciones
filogenéticas. Se utilizaron técnicas indirectas como la estimacion de la viabilidad
del polen, para cuantificar la homologia cromosdémica y del tamafio del genoma
en millones de pares de bases (Mpb). De acuerdo a los resultados, existe flujo
génico entre las poblaciones (Nem =1.08). En la regibn de ADNcp existe mayor
parecido entre N. mezcalaensis y los hibridos. En la regién nuclear algunos
individuos presentaron similitud con N. mezcalaensis y otros con N.
macrocephala. Ademas, se encontré similitud en el tamafio del genoma en N.
macrocephala 2538 Mpb, N. mezcalaensis 2528 Mpb y los hibridos 2616 Mpb y
estos Ultimos presentaron alto porcentaje de viabilidad del polen (60% al 90%),
lo que sugiere la existencia de homologia cromosémica. En conclusién, las
caracteristicas morfolégicas en los individuos analizados se deben a un proceso
de hibridacion entre N. macrocephalay N. mezcalaensis.



ABSTRAC
T

The hybridization is a mechanism of speciation, that origin uncertainty among
hypothesis phylogenetic in cactaceae. Description of this species, permits to infer
evolutionary routes and to clarify relations taxonomic. The plants present
mechanisms of answer environment that origin morphological changes, that can
be confused with a process of hybridization. In this work, individuals with
intermediate morphological characteristics were analyzed, to determine the
presence of hybrids among Neobuxbaumia macrocephala and N. mezcalaensis,
that coexist in the Valley of Tehucan-Cuicatlan, Puebla. Molecular techniques
were employed to analyze the genome and to determine the existence of gene
flow (Nem). Sequences of chloroplast DNA (cpDNA) and the spacer of internal
transcription (ITS) of the nuclear DNA were compared, to deduce relations
phylogenetic. Indirect techniques were utilized like the estimation of the size of
the genome in millions of pars of bases (Mpb) and the viability of the pollen, to
quantify the chromosomal homology. According to the results, gene flow among
the populations exists (Nem = 1.08), what supposes the existence of hybrids
among the species analyzed. Greater similarity in the region can be observed of
ADNcp among N. mezcalaensis and the putative hybrids. In the analysis of the
sequence ITS, some individuals presented similarity with N. mezcalaensis and
other with N. macrocephala, indicating a process of hybridization. Some hybrids
were grouped in different groups to the parents, indicating existence of backcross.
Besides, similarity in the size of the genome was found, in N. macrocephala 2538
Mpb, N. mezcalaensis 2528 Mpb and the putative hybrids 2616 Mpb. The
putative hybrid present high percentage of viability of the pollen (60% al 90%),
what suggests the existence of chromosomal homology. In conclusion, the
results indicate that the morphological characteristics in the individuals analyzed,
themselves due to that share genetic information of both species. According to
the previous thing, evidence of hybridization exists between .N.

macrocephal

a and N. mezcalaensis.



1 INTRODUCCION

1.1 CONCEPTO DE ESPECIE
Las formas bioldgicas que identificamos como entidades diferentes han

sido designadas con el nombre de especies y su reconocimiento se basa en la
comprobacién de que existen diferencias morfoldgicas y genéticas dentro de la
biodiversidad (Dobzhansky et al., 1980; Perfectti, 2002). El concepto bioldgico de
especie propuesto por Mayr (1942), es el mas utilizado. En este concepto se
resalta la existencia de reproduccién sexual y la fertilidad de la descendencia,
ademas enfatiza el aislamiento reproductivo con miembros de otras especies
mediante mecanismos de aislamiento pre o postcigéticos. Estos mecanismos al
interrumpir el flujo génico, permiten la fijaciébn de caracteristicas genéticas y
morfoldgicas particulares para cada especie mediante la reproducciéon sexual.
Con esto se mantienen homogéneos los acervos genéticos de las poblaciones
por recombinacidbn genética y previene la excesiva diferenciacién entre
individuos de la misma especie, proceso que se conoce como evolucion
concertada (Dobzhansky et al., 1980; Perfectti, 2002).

Aunque el concepto biolégico de especie es muy aceptado existen
diferentes trabajos experimentales en genética y taxonomia que demuestran que
algunos individuos hibridos pueden ser fértiles y por tanto no todas las especies
presentan aislamiento reproductivo completo (Anderson, 1948; Barton y Hewitt,
1985). Diversos conceptos de especie han sido propuestos por especialistas de
muy diversos campos (genética, taxonomia, biogeografia, paleontologia, entre
otras) y aunque las definiciones pueden ser adecuadas para cada disciplina, no
suelen ser aplicables a toda la diversidad de seres vivos y probablemente no
existe un criterio unico que funcione correctamente para todos (Perfectti, 2002).
Sin embargo, podemos delimitar a la especie de acuerdo a caracteristicas
generales que se reconocen en las definiciones biolégicas como grupos de
poblaciones que se entrecruzan, que comparten una serie de rasgos distintivos y
que evolucionan de forma separada es decir, que presentan independencia

evolutiva. Lo anterior implica que los procesos evolutivos como mutacion,



seleccidn, deriva y migracién, operan de forma independiente en cada especie

(Perfectti, 2002). De acuerdo a Harrison (1998), la formaciébn de nuevas
especies puede ser considerada un proceso de diferenciacion entre poblaciones,
que alcanzan independencia evolutiva y pasan por varios grados de
diferenciacion y estos son reflejados por los distintos conceptos de especie. Por
ello, es posible observar hibridos naturales entre especies del mismo género que
se conocen como interespecificos y es menos frecuente la existencia de hibridos
entre especies que pertenecen a géneros distintos que son conocidos como
intergenéricos ya que las diferencias genéticas son mayores (Anderson, 1948;
Perfectti, 2002) y de acuerdo al grado de diferenciaciéon que exista entre taxones,

puede ser posible la formacion de hibridos fértiles (Barton y Hewitt, 1985).

1.2 HIBRIDACION: EXTINCION O DESARROLLO DE UNA NUEVA ESPECIE

La definicién de hibridacién que adoptaremos es la propuesta por Arnold
(1997), que la define como “el apareamiento exitoso en la naturaleza entre
individuos de dos poblaciones o grupos de poblaciones que son distinguidas por
uno o mas caracteres heredables”. Mayr (1942), reconoce la hibridacién como
un mecanismo de aislamiento reproductivo. La inviabilidad y esterilidad de los
hibridos puede aparecer tanto en la primera generacién filial (F1) como en la
segunda generacion filial (F2) o en los retrocruzamientos con los parentales. En
algunos casos, los hibridos no presentan ningun problema reproductivo, pero
pueden tener una adecuacion reducida frente a las especies parentales. Si la
hibridacién ocurre en especies endémicas, puede ocurrir un problema de
conservacion ya que se favorece la extincion de estas especies (Donald et al.,
1996; Ellstrand y Elam, 1993). La hibridaciébn puede reducir la tasa de
crecimiento poblacional de la especie endémica por la produccién de semilla
hibrida que afecta su éxito reproductivo y la estabilidad de la poblacién (Klips,
1999). La desventaja puede incrementarse si los hibridos son fértiles ya que se
origina una competencia por los recursos (Donald et al., 1996). Sin embargo,
para que la hibridacion perturbe el mantenimiento de las especies endémicas, es

necesario que todas las poblaciones sean invadidas por el congénere abundante



y que la viabilidad y fecundidad relativa del hibrido sea mayor en comparaciéon
con los parentales (Waser, 1983).

Analisis recientes han encontrado que el proceso de hibridacion natural
puede producir genotipos que establecen nuevos linajes evolutivos (Arnold vy
Hodges, 1995). De igual forma, acontecimientos como recombinacién sexual, la
transferencia horizontal de genes en bacterias y la especiacién hibrida en
plantas, peces, ranas y algunos invertebrados hacen pensar que la historia de la
vida no estd adecuadamente representada en un é&rbol filogenético (Doolittle,
1999), en que el ancestro origina dos 0 mas especies por bifurcacién que nunca
interaccionan. Se ha considerado utilizar un nuevo modelo, en el que las
relaciones se representan con una red filogenética, cuando existe transferencia

horizontal de genes o especiacién por hibridacién (Huson y Bryant, 2006).

La evolucion reticulada o especiacion por hibridaciéon (hibridos diploides)
es mas frecuente en plantas, sobre todo entre especies con polinizacidén
cruzada. Esto se debe a que las barreras precigéticas son menos rigurosas
(Dobzhansky et al., 1980). La hibridacion natural parece muy comun en muchos
grupos de angiospermas aunque la frecuencia de hibridacion varia entre familias
(Milne et al., 1999; Alarcon y Campbell, 2000). Los géneros propensos a la
hibridacién pueden tener muchas especies que ocurren en simpatria (Milne et
al., 1999). Actualmente, se utiliza el término de zona hibrida como sinénimo de
clina, aunque el término de clina se refiere especificamente al conjunto de
gradientes morfolégicos o la frecuencia de genes en uno o mas loci y zona
hibrida se refiere a la regidén geografica donde existen hibridos (Barton y Hewiit,
1985). Esta dltima sirve como barrera reproductiva entre taxones
incompletamente aislados (Kentner y Mesler, 2000; Hedrén et al, 2001). La
dinamica evolutiva de esta zona dependera del flujo génico entre las especies y
del vigor de los hibridos en relacién a las especies parentales (Harrison, 1993;
Arnold, 1997; Perfectti, 2002). Si los hibridos no presentan adecuacién, la
duracién de la zona hibrida dependera del grado de seleccién contra ellos. Si la



ventaja adaptativa es dependiente de un entorno determinado, la zona hibrida
puede perdurar en esta region. Pero si los hibridos tienen ventaja en otros
ambientes 0 si presentan innovaciones genéticas pueden formar una nueva
especie (Butlin, 1995; Arnold, 1997; Wolf et al., 2001; Perfectti, 2002).

En general, la especiaciéon por hibridacion es un proceso ampliamente
encontrado en los vegetales (Grant, 1981) y se le ha considerado un proceso
evolutivo importante en plantas (Arnold, 1992; Allendorf et al., 2001; Perfectti,
2002; Gonzalez-Rodriguez et al., 2004). Se reconoce que la hibridacién puede
facilitar la ftransferencia de caracteristicas genéticas entre especies por
recombinacion que de otra forma hubieran tardado miles de generaciones
(Barton y Hewitt, 1985). Este proceso es conocido como hibridacién introgresiva y
acelera la presencia de una amplia variedad de combinaciones genéticas,
incrementando la variabilidad y dando posibilidad de inducir eventos de
especiacion (Anderson, 1948; Milne et al., 1999; Widmer y Baltisberger, 1999;
Orians, 2000).

Cuando el nivel de ploidia cambia ocurre un aislamiento reproductivo
subito (especiacion simpatrica) y esto ocurre con frecuencia en hibridos. Los
hibridos pueden utilizar diferentes vias de reproduccién para

obtener independencia evolutiva de sus especies ancestrales. Las mas
utilizadas son, la reproduccidon  vegetativa, la agamospermia (producciénde
semillas sin necesidad de fecundacién) y la poliploidia (presencia de mas de
una copia del genoma completo) o aloploidia (genoma completo de dos
especies). La reproduccion vegetativa y la agamospermia han permitido a
ciertas plantas hibridas reproducirse sin hacer uso de la meiosis, que en los
hibridos suele ser anormal al no aparearse correctamente los cromosomas
de las especies progenitoras. Aproximadamente un 70% de las angiospermas
son alopoliploides, es decir producto de hibridacién entre diferentes especies
(Whitham et al., 1991; Arnold, 1994). Un proceso de endoreduplicacion
(duplicacion cromosOmica sin la subsiguiente  cariocinesis), permite la

homologia cromosémica entre los



cromosomas de las especies parentales, la recombinacién adecuada durante la
meiosis y la formacién de gametos e individuos viables, ya que se restablece la

reproduccién sexual (Donald et al., 1996; Jorgensen et al., 2003).

1.3 IDENTIFICACION DE POBLACIONES HIiBRIDAS

Hewiit (1988), ha considerado a las zonas hibridas como laboratorios
naturales donde se pueden estudiar procesos evolutivos entendiendo la
naturaleza y origen de las especies y la formacion de barreras al flujo genético
entre poblaciones. La amplia variacién de genotipos encontrados en una zona
hibrida pueden ser usados para analizar las diferencias genéticas y las fuerzas
que separan a los taxones involucrados como barreras de aislamiento pre y
postcigoticas, competencia del polen, esterilidad o fertilidad del hibrido (Mraz et
al., 2005). Se pueden realizar algunas inferencias sobre estas diferencias para
entender el camino que siguen las especies al aislarse completamente vy
diferenciarse una de otra (Barton y Hewitt, 1985). Es posible entender estudios
de filogenia molecular al aclarar el origen hibrido de algunas especies y eliminar
incertidumbre en la interpretacion de los andlisis filogenéticos. Ademas, se
puede investigar a nivel poblacional, el impacto de la hibridacién en la integridad y
permanencia de las especies paternas (Ellstrand y Elam, 1993; Otero et al.,

1997; Barkman y Simpson, 2002; Donald et al., 1996).

Aunque, las caracteristicas morfolégicas son usadas como primer paso
en la identificacién de plantas hibridas en el campo, tienen limites debido a la
variacién morfoldgica proporcionada por plasticidad genética, por introgresion o
especies poliploides que producen confusién (Cota y Wallace, 1996). Las
pruebas moleculares permiten identificar con mayor precisién los procesos de
hibridacién y su intervencién en el origen de nuevas especies y la combinacion

de datos morfolégicos y moleculares permiten un mejor andlisis filogenético
(Martinez, 1997; Mraz et al., 2005).



1.4 METODOS UTILIZADOS EN LA DETECCION DE HiBRIDOS

1.4.1 Marcadores moleculares
Puede considerarse a un marcador molecular como una regién en el ADN,

que es polimorfica entre los individuos de una poblacién y que se segrega de
manera independiente (Alberts et al., 1994; Snow y Parker, 1998). El uso de
marcadores moleculares simplifica la identificacion y descripcidbn genética de
hibridos ya que proporcionan un gran numero de caracteristicas neutrales e
independientes (Widmer y Baltisberger, 1999; Allendorf et al., 2001; Gonzélez-
Rodriguez et al.,, 2004). Los marcadores producidos por la amplificacién azarosa
de ADN polimérfico (RAPD por sus siglas en inglés), se utilizan por la gran
variacién genética que revelan que incluso permite detectar hibridos (Paran et al.,
1995; Smith y Vuong, 1996; Widmer y Baltisberger, 1999; Sanchez-Abarca et al.,
2003).

La secuenciacién de ADN permite realizar estudios filogenéticos que dan
evidencia de especies de origen hibrido, por lo que es ampliamente utilizada. El
avance mas reciente en relacion a la frecuencia de la hibridacion, lo constituye el
descubrimiento de la captura del cloroplasto (Terry et al.,, 2000; Watano et al.,
2004), que indica que una o varias poblaciones pertenecen a una especie
particular, pero poseen el genoma nuclear de otra especie. Esta relacién ha sido
interpretada como evidencia directa de introgresion citoplasmética o especiacion
por hibridacion (Wendel et al, 1995; Rieseberg y Wendel, 1993; Rieseberg,
1995; Terry et al., 2000). Para la determinacion de zonas hibridas se analiza el
genoma nuclear y del cloroplasto que puede combinarse con datos morfolégicos
para realizar un mejor analisis filogenético (Wagner et al., 1987; Donald et al.,
1996; Hardig et al., 2000; Williams y Whitten, 2001; Collins et al., 2003; Tovar-
Sanchez y Oyama, 2004; Gonzalez-Rodriguez et al., 2004; Pellegrino et al.,

2005).

Con excepcion de algunas coniferas (Soranzo et al., 2000; Watano et al.,

2004), el ADN del cloroplasto (ADNcp), es de herencia materna (Barkman y



Simpson, 2002) y en organismos hibridos esta mas relacionado a uno de los
parentales (Widmer y Baltisberger, 1999). En el caso de los genes nucleares que
son de herencia biparental, todos los individuos hibridos de la F1 tendran un
alelo de cada parental. En los genes nucleares la evolucién concertada,
mantiene la homogeneidad de familias multigénicas como el ADN ribosomal,
mediante recombinacion genética (Arnheim, 1983). En eventos recientes de
hibridacién la homogeneidad de estas secuencias puede demorar, debido a la
longitud del gen que afecta la posicién del loci y que produce recombinaciéon
desigual de esta region. En generaciones posteriores de hibridos es menos
evidente, ya que en algunos casos un solo alelo es conservado o bien se
pierden ambos si existe recombinacion (Quijada et al., 1997). EI ADN ribosomal
nuclear (ADNrn) tiene una estructura bien establecida que permite que su

evolucién sea rapida y que difiera entre sus subunidades y espaciadores
(Martinez, 1997). El espaciador de transcripcién interna (ITS) diverge mas rapido
que el ADNcp, aunque la tasa varia en cada grupo taxonémico (Martinez, 1997).
La region del ITS es relativamente homogénea dentro del genoma, por lo

que una sola secuencia caracteriza a una determinada especie (Baldwin et al.,

1995) y basta muestrear pocos individuos para establecer las relaciones

filogenéticas entre distintas especies.

1.4.2 Viabilidad del polen y estimacion del tamano del genoma

La hibridacion es muy frecuente en especies simpatricas que presentan
periodos de floracion simultdneos y que comparten polinizadores (Klips, 1999).
Un mecanismo de aislamiento reproductivo precigdtico involucra la competencia
entre el polen conespecifico que tiene ventajas sobre el polen heteroespecifico
en la fertilizacion del o6vulo (Campbell et al, 2003). Los hibridos formados
pueden tener baja fertilidad cuando los taxones involucrados son de origenes
distantes cuantificandose indirectamente por la viabilidad del polen (Klips, 1999;
Campbell et al., 2003). Si existe una distribucion desigual de cromosomas
durante la microesporogénesis (formacion de esporas masculinas o0

microsporas) se obtendra un porcentaje alto de polen no viable (Tyagi, 2002) y



un aislamiento postcigotico al reducir la formacion de retrocruzas, evitando con
ello la introgresion y la evolucion de la zona hibrida (Campbell et al., 2003).

La estimacién del tamafo del genoma es otro método utilizado en la
deteccién de hibridos que se define como el valor C o contenido de ADN nuclear
del complemento cromosomico haploide (1C), aunque también puede ser
referido con el valor diploide (2C) (Bennett y Smith, 1976; Pogio y Naranjo, 1990).
Se denomina C, por constante o caracteristico, para indicar que el tamafno es
practicamente constante dentro de una especie (Bennett, 1987). Tiene
importancia taxonémica y se utiliza para explorar relaciones filogenéticas
(Cerbah, et al., 1995; Dolezel, 1997; Ohri, 1998) y existe una base de datos
digital que puede ser consultada (Bennett y Leitch, 2005).

En poliploides de origen reciente el contenido de ADN es directamente
proporcional al de los diploides que le dieron origen aunque, pueden perderse
secuencias repetidas que no codifican en generaciones posteriores (Poggio y
Naranjo, 1990; Palomino, 2000). Est¢ ADN que aparentemente no posee
ninguna funcién, podria tener importancia evolutiva (Narayan, 1998). Si las
diferencias en el contenido de ADN en especies diferentes, se deben a
diferencias de calidad y cantidad de secuencias repetidas evitarian el
apareamiento entre hibridos, convirtiéndose en un mecanismo de aislamiento
reproductivo (Poggio y Naranjo, 1990). Cuando especies parentales difieren
grandemente en el contenido de ADN nuclear se facilita la deteccién de hibridos
interespecificos por su valor intermedio (Keller et al., 1996) como puede
observarse en plantas hibridas (2C= 10.08 pg) generadas de la cruza entre
Lolium multiflorum (2C=8.2 pg) con Festuca arundinacea (2C=12.10 pg) (Dolezel,
1997). La recombinacién entre segmentos cromosomicos que difieren en
secuencias de ADN pueden producir anormalidades morfologicas o citolégicas
en los descendientes como ocurre en hibridos de diferentes poblaciones de
Gibasis venustula que difieren en el contenido de ADN (Kenton, 1984). Sin
embargo, existen hibridos fértiles entre especies del género Festuca que

presentan genomas de diferente tamafo. En estos hibridos el complejo



sinaptonémico (estructura proteica que garantiza el perfecto apareamiento entre
cromosomas homologos) y el apareamiento fue normal a pesar de las
diferencias en el tamafo cromosomico (Jenkis y Rees, 1983).

El analisis de la intensidad de fluorescencia de nucleos tefiidos con
fluorécromos, como el ioduro de propidio (Pl) y el bromuro de etidio permite
estimar el tamafio del genoma con citometria de flujo (Dolezel, 1995, 1997).
Estos se intercalan en la doble cadena del ADN vy es posible analizar de 10% a
10% nlcleos por segundo. La lisis de protoplastos se realiza en un buffer
hipotonico, que preserva la integridad del ndcleo y genera las condiciones
optimas para la tincion del ADN (Dolezel, 1995, 1997). El analisis se realiza con
mayor frecuencia en células diploides, se expresa en picogramos (pg) y Su
composicion en millones de pares de bases (Mpb) donde un picogramo es
equivalente a 980 Mpb (Bennett et al., 1982, 2000; Bennett y Leith, 1995).

El andlisis produce un histograma (Figura 1A), que distingue las tres fases
del ciclo celular. El pico dominante corresponde a nucleos en la fase G1 donde,
las células diploides tienen un contenido 2C (dos cromatidas hermanas por
cromosoma). En la fase S, el contenido nuclear comienza a duplicarse para
obtener cuatro cromatidas hermanas por cromosoma (4C) que se observa en el
histograma como un segundo pico y que corresponde a la fase G2. Durante este
periodo se inicia la mitosis o divisién celular que retorna abruptamente al nivel
2C, formandose dos células hijas (Dolezel, 1995, 1997). Los picos son

visualizados en unidades arbitrarias que se expresan como numero de canal.
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Figura 1. Histogramas producidos por el citometro de flujo. A. Distribucion teérica del contenido
de ADN nuclear, pico dominante células diploides en fase G1 con dos cromatidas, pico menor
corresponde a células con 4 cromatidas por cromosoma. B Coeficiente de variacion de los
nucleos aislados (CV), valores mayores al cinco por ciento no son recomendados.



En una distribucion teérica del contenido de ADN nuclear, el pico G1 y el
G2 deben observarse en un solo canal del histograma sin embargo, el contenido
de ADN experimental presenta diferencias por variaciones en la preparacion,
tincion y el procedimiento de medida (Dolezel, 1995). Por ello la calidad del
histograma es usualmente estimado por el coeficiente de variacion (CV) de los
picos correspondientes a las células en fase G1 o G2 del ciclo celular (Figura
1B). La precision del citbmetro de flujo puede ser controlada usando muestras
estandarizadas, como microesferas marcadas con fluorescencia o ndcleos
aislados de pollo que permiten ajustar el citbmetro de flujo para obtener una
maxima amplitud de sefial y un minimo CV al definir las condiciones 6ptimas de
operacién con las muestras estandarizadas (Dolezel, 1995). Para estimar el
tamarno del genoma, la posicion del pico G1 es comparado simultdneamente con
una planta de referencia con tamafno conocido, por ejemplo Lycopersicon
esculentum (2C igual a 1.96 pg), Zea mays var. 777 (2C igual a 5.43 pg), Vicia
faba (2C igual a 26.9 pg), Allium cepa (2C igual a 36.76 pg) entre otros (Dolezel,

1995, 1997; Palomino, 1998).

El contenido de ADN nuclear varia entre géneros y especies de la misma
familia entre 0.2 a 127.4 pg en células haploides con 1C. El conocimiento del
tamarno del genoma también tiene aplicaciones en la practica molecular ya que la
secuenciacién de Arabidosis thaliana, Oriza sativa con 1C igual a 0.5 pg y los
cromosomas 22 y 21 en humanos se eligieron por tener un genoma pequefio. La
estimacién también permite seleccionar especies con menos de 20 pg en 1C,
para evitar problemas al estudiar la diversidad del genoma con la técnica de
AFLP (amplificacién de fragmentos de longitud polimérfica) (Bennett ef al., 2000).

La citometria de flujo también permite determinar el nivel de endoploidia
(Dolezel, 1991, 1997) que se origina en tejidos diferenciados que no presentan
cariocinesis y citocinesis después de la duplicacidon cromosémica. Las células
pueden presentar diferente nivel de ploidia, desde 4C hasta 128C o mas

(Dolezel, 1995; Palomino et al, 1999). La endoploidia estd ampliamente



distribuida en las plantas, particularmente en angiospermas y puede estar
asociada a una etapa de desarrollo (Geitler, 1953; D’Amato, 1964; Nagl, 1978).
Por ejemplo, en botones florales de Brassica oleraceae se encuentran células
hasta con 4C y en flores maduras se encuentra 64C en diferentes tejidos (Kudo y
Kimura, 2001). En Mammillaria san-angelensis se observé que a mayor edad, es
mayor la frecuencia de nucleos con valores de 32C (Palomino et al., 1999). El nivel
de endoploidia mas alto se encontr6 en tejidos involucrados con la
alimentaciéon del embrién, como el suspensor de Phaseolus coccineus con un
valor de 8,192C (Nagl, 1974, 1976) y en el endospermos de Arum maculatum
con 24,756C (Erbrich, 1965). Al parecer la endoreduplicaciéon esta programada
genéticamente y esta involucrada en el desarrollo y diferenciaciéon celular (Nagl,

1978; Kowles et al.,, 1992; Cebolla et al., 1999, Kondorosi et al., 2000; Larkins et
al., 2001). La presencia de células endoploides es considerado un caracter
adaptativo ya que es frecuente en suculentas y plantas que habitan ambientes
aridos o semiaridos y su funcién es almacenar una mayor cantidad de agua que

en estos ambientes es escasa (Nagl, 1978; De Rocher et al., 1990; Cushman,
2001).



1.5 ANTECEDENTES
La familia de las cactaceas tiene una gran variedad de especies que

presentan diferentes sindromes de polinizacion, poliploidia e hibridacion y la
clasificacion de algunas especies llega a ser conflictiva (Cota y Wallace, 1996).
El contenido de ADN en las cactaceas se encuentra en valores 2C de 3.1 a 13.9
pg con 2n igual a 22 (Bennett y Smith, 1976), predominan los estudios en el
género Mammillaria y sélo se ha determinado el tamano del genoma en una
cactacea columnar del Peru, Weberbaureocereus winterianus que presenta 2n
igual a 88, su numero basico es X igual a 11 y tiene un valor 2C igual a 14.2 pg
(Bennett y Leitch, 2005). Asi mismo, la endoploidia parece frecuente en muchas
especies de cactaceas se pueden citar ejemplos de Pereskia grandiflora que
tiene células con valores 2C, 4C y 8C (De Rocher et al, 1990) y en M. san-
angelensis, se observaron células con 2C, 4C, 8C, 16C y 32C (Palomino et al.,
1999). En siete especies de Mammillaria de la serie Supertextae el nivel de
endoploidia encontrado fue de 2C, 4C, 8C y 16C (Del Angel, 2005).



La homologia cromosémica facilita la hibridacién entre especies del
mismo o diferente género en las cactaceas (Friedrich, 1974) y es posible originar
hibridos diploides fértiles. En el género Opuntia, la presencia de poliploides y el
alto nivel de hibridaciéon son importantes en su evolucion (Pinkava et al., 1985).
Este proceso al parecer esta incrementando el numero de especies por
hibridacion natural y en algunos casos presentan aislamiento reproductivo con
sus progenitores por lo que se han propuesto nuevos cambios en su
nomenclatura (Cota y Wallace, 1996). La forma en que se nombra un hibrido es
colocando el signo de multiplicacion antes del nombre de un hibrido
intergenérico (X) o antes del epiteto especifico en el nombre de un hibrido
interespecifico o prefijando el término “notho” si es una subespecie. Si una
especie es considerada de origen hibrido no es necesario designarla como
nothotaxén (Greuter, 2001).

Moran (1962), hace referencia a dos hibridos localizados en el desierto
sonorense. El primero de ellos entre Pachycereus pringlei y Bergerocactus
emoryi, inicialmente el hibrido habia sido llamado XPachycereus orcutii hasta
que se demostrd con datos morfologicos, de distribucién y la segregacién de
caracteres en la progenie de segunda generacion, que el hibrido era fértil y
capaz de producir semillas viables, considerandolo un nuevo taxén al que
nombraron  Pachgerocereus orcuttii. El segundo caso de hibridacion
documentado es el de B. emoryi y Myrtillocactus cochal, en este caso el hibrido
es triploide y estéril y es llamado XMyrigerocactus lindsayi. Un tercer caso de
hibridacion natural entre cactaceas columnares fue confirmado mediante un
analisis morfométrico en la zona del Valle de Tehuacan-Cuicatlan, Puebla. En
este caso los individuos combinan caracteristicas de dos cactaceas columnares,
Cephalocereus columna-trajani y Neobuxbaumia tetetzo y los hibridos son
designados como XCephalobuxbaumia zapotitlana (Vite et al., 1997).

En San Juan Raya, ademas de N. tetetzo, también se distribuye N.

mezcalaensis y N. macrocephala. Las tres especies presentan sincronia floral y



aunque pueden ser polinizadas por colibries y abejas sus polinizadores
principales son tres especies de murciélagos (Cuadro 1) siendo el polinizador
mas efectivo Leptonycteris curasoae (Valiente-Banuet et al, 1997). Por la
sincronia floral y el hecho de compartir los mismos polinizadores es posible que
estas especies participen en un proceso de hibridacion. De hecho, en dos
localidades del Valle de Tehuacan-Cuicatlan (San Juan Raya y San Martin), se
han observado individuos que comparten caracteres diagnésticos de N.
macrocephala y N. mezcalaensis, que podrian ser producto de plasticidad
morfolégica o de origen hibrido. Los individuos presentan un cefalio rojo con
crecimiento de flores en el apice (caracteres diagnosticos de N. macrocephala) y a
lo largo del tallo (caracter diagnéstico de N. mezcalaensis) y que ramifican
como N. macrocephala (Figura 2A), por lo que se considera que el fenotipo de
N. macrocephala es dominante en ellos, en este estudio son considerados como
posible hibrido tipo 1. Existen otros individuos con crecimiento de flores en el
apice (caracter diagnoéstico de N. macrocephala) y la columna (caracter
diagnéstico de N. mezcalaensis) pero no ramifican como N. mezcalaensis

(Figura 2B), por lo que se considera que el fenotipo de N. mezcalaensis es

dominante en ellos y son considerados en este estudio como posible hibrido tipo
2.



Cuadro 1 Caracteristicas generales de las especies de Neobuxbaumia y posibles hibridos,

presentes en el Valle de Tehuacan-Cuicatlan.

ESPECIE N. mezcalaensis N. tetetzo N. Posibles
macrocephal hibridos
a
TIPO DE VEGETACION Bosque Bosque Bosque Bosque
tropical tropical tropical tropical
caducifolio caducifolio caducifolio caducifolio
Matorral Matorral Matorral Matorral
Xerofilo Xerofilo Xerofilo Xerdfilo
Bosque
Espinoso
DISTRIBUCION Colima, Puebla 'y Puebla Puebla
Guerrero, Jalisco,  Oaxaca
Michoacan,
Morelos, Oaxaca y
Puebla
GRADIENTE 800-2000 1000-1900 1600-2300 1800
ALTITUDINAL DE
DISTRIBUCION (m)
No. DE 1680 1200 200 n.e.
INDIVIDUOS/HECTAREA
FLORACION Abril a Junio Mayo a Julio Marzo a Abril a
Agosto Junio
FRUCTIFICACION Mayo a Junio Junio a Julio Abril a Mayo Junio
Agosto
Choeronycteris C. mexicana, C. mexicana, n. e.
POLINIZADORES mexicana, L. curasoae 'y L. curasoae 'y
Leptonycteris L. nivalis L. nivalis
curasoaey L.
nivalis
PRINCIPALES No ramifica a Ramifica a Ramifica a Individuos
CARACTERISTICAS menos que sea diferentes diferentes cony sin
DIAGNOSTICAS dafada. alturas con la alturas con la ramificacione
Mide de 5a 16 edad. edad. s
m. Mide de 1.5 Mide de 7 a Flores a lo
Sus flores se al5m 15 m. largo del tallo
encuentran a lo Sus flores Sus flores y alrededor
largo del tallo. crecen se encuentran del apice,
Costillas 13-20 alrededor del alrededor del algunos
(-25) apice. Costillas  cefalio. presentan
13- Costillas cefalio.
17 17-26 No, de
costillas n.e.

A partir de datos de Arias ef al., 1997 y Valiente-Banuet et al., 1997. n. e. no estimado.



N. tetetzo

Gradiente morfologico en flores

1 N. macrocephala 2 N. mezcalaensis 3 N. tetetzo

Flores en el apice

A B
Hibrido tipo 1 Flores laterales Hibrido tipo 2
Fenotipo < Fenotipo

N. macrocephala N. mezcalaensis

Posibles hibridos

N. macrocephala N. mezcalaensis

? N. macrocephala Posibles hibridos N. mezcalaensis

Flores de tres individuos de posible origen hibrido

Gradiente morfoldgico en frutos maduros

Figura 2. Caracteristicas morfolégicas en tres especies (1, 2 y 3) del género Neobuxbaumia,
sugieren proceso de hibridacién. Se observan caracteristicas intermedias en la posicién y
morfologia de flores y frutos en algunos individuos. Las flechas rojas indican posicion de las
flores en los posibles hibridos. A. Fenotipo dominante N. macrocephala, B fenotipo dominante N.
mezcalaensis. Escala = 1cm.



1.6 HIPOTESIS

Si los caracteres morfolégicos de los individuos analizados no se deben a
plasticidad genética entonces un proceso de hibridacion puede ser posible y
compartirdn informacion genética con las especies que les dieron origen.

1.7 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

4 Caracterizar genéticamente a un posible hibrido entre Neobuxbaumia
macrocephala y Neobuxbaumia mezcalaensis para determinar el impacto de la

hibridacién en la integridad y permanencia de las especies.

Objetivos particulares

k2 Estimar el flujo génico entre N. macrocephala y N. mezcalaensis para

determinar si es posible la existencia de hibridos.

& Determinar el grado de hibridaciébn entre N. macrocephala y
N. mezcalaensis para inferir las posibles rutas evolutivas

seguidas por las especies parentales.

& Determinar la viabilidad del polen para inferir si existe homologia
cromosémica entre N. macrocephala y N. mezcalaensis para determinar la

posibilidad de formar hibridos fértiles.

& Determinar el tamaro del genoma de N. macrocephalay N. mezcalaensis

para detectar hibridos con contenido de ADN intermedio.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 COLECTA DE MATERIAL BIOLOGICO
Se consideraron cinco sitios de colecta (Figura 3). Fueron analizados dos

individuos de N. macrocephala, N. mezcalaensis, N. tetetzo y diez posibles
hibridos, procedentes de San Juan Raya (SJR) (182 19°48” N, 97235 10" W,
sitio 1). De San Martin (SM) (18215 19” N, 97232" 41” W, sitio 2) se analizaron
dos individuos de N. macrocephala y N. mezcalaensis y siete posibles hibridos.
De los 17 individuos con morfologia intermedia (localizacion geografica en el
Apéndice 1), cinco presentaron fenotipo dominante de N. macrocephala,
considerados como posibles hibridos de tipo 1 (Figura 2A). Los 12 restantes se
parecen a N. mezcalaensis y que se consideraron como posibles hibridos de tipo

2 (Figura 2B). Para tener poblaciones puras de éstas especies, se utilizaron tres
individuos de N. macrocephala de Los Reyes Metzontla (RM) (18215” 08” N, 97°
29" 40" W, sitio 3) y dos individuos de N. tetetzo del Jardin botanico (18219" 49”
N, 97227  38.4” W, sitio 4) y tres de N. mezcalaensis de Tepenene lzlUcar de
Matamoros (TIM) (182 13" 32.9” N, 98208" 4.7” W, sitio 5). Como grupo externo
se consideraron dos individuos de C. columna-trajani del Jardin botanico. De
acuerdo a estudios de genética de poblaciones realizados en N. macrocephala
por Alejos (2002) y N. mezcalaensis por Rivera (2003), estas especies no
presentan estructura poblacional, por lo que los individuos de las diferentes
localidades fueron considerados como una sola poblacién para cada especie.
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Figura 3. Mapa que muestra los sitios de colecta del material bioldgico: 1, San Juan Raya (SJR),
2, San Martin (SM), 3, Los Reyes Metzontla (RM), 4, Jardin Botanico (JB), 5, Tepenene lzlGcar
de Matamoros (TIM). Modificado de Rivera (2003).



2.2 TRABAJO DE LABORATORIO
2.2.1 Extraccion de ADN

De cada muestra, se tom6 una fraccién de tejido parenquimatico (10-15 )
el cual se cortd transversalmente en fracciones delgadas, se congeldé en
nitrégeno liquido y se almacend -70°C hasta su procesamiento. Para la
extraccion de ADN gendmico se utilizé el método de Dellaporta et al., (1983) con
modificaciones (Apéndice 2).

2.2.2 Marcadores moleculares RAPD

Se amplificé el ADN de siete individuos de N. macrocephala (Ma), siete
individuos de N. mezcalaensis (Mz), cuatro individuos de N. tetetzo (Te) y 13
posibles hibridos (H) con seis oligonucleotidos, OPA04, OPA10, OPB10, OPCO08,
OPE14 y OPGO06 (Operon Technologies, Alameda, California, USA).

La amplificacion se llevé a cabo en un volumen final de 25 uL, que
contenian una unidad de Taq polimerasa (Invitrogen, Carlsbad, California, USA),
1X del buffer de reaccién (100 mM Tris-HCI; pH 8.3; 15 mM MgClz; 500 mM KCl;

0,01 % glicerol), 1.5 mM de MgCl2, 200 uM de cada deoxinucle6tidos (ANTP's)
(Promega, Madison, USA), 10 uM del oligonucleotido (Operon Technologies,
Alameda, California, USA) y agua destilada estéril. La reacciéon se realizé en un
termocigrupor GeneAMP PCR System 9700 (Applied Biosystem, Foster,
California, USA), programado a 94°C 4 min y 40 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a

409C, 1 min a 72<C y finalmente 10 min a 72<C.

Los productos de la amplificacién se separaron por electroforesis en geles
de agarosa al 1.2%. Se utiliz6 un marcador de peso molecular de una kilo base
(Invitrogen, Carlsbad, California, USA) para estimar el tamano de los
fragmentos. Los geles tefidos con bromuro de etidio fueron expuestos a luz UV
para visualizar los productos que se fotografiaron y se almacenaron digitalmente
con el equipo Multimage™ Light Cabinet (Alpha Innotech Corporation, San
Francisco, California, USA).



2.2.2.1 Analisis estadistico de marcadores RAPD

Los productos de la amplificacion fueron codificados en una matriz binaria
de presencia/ausencia con ayuda del programa de digitalizacion Alpha Ease™
Versién 3.3a. La matriz basica de datos fue transformada de acuerdo a las

necesidades de cada prueba estadistica.

2.2.2.2 Similitud Genética

A partir de la matriz binaria de presencia/ausencia se estimé la similitud
genética entre individuos, mediante el indice de similitud de Dice (1945), que
mide el grado de asociacion entre dos individuos con respecto al numero de
bandas que comparten y las bandas que son exclusivas para cada uno. El indice
estd disefiado para ser igual a uno en caso de similitud completa e igual a cero
cuando no existe informacion genética en comun. La similitud genética entre

individuos fue visualizada en un dendrograma generado con el método UPGMA

(agrupamiento aritmético por promedios no ponderados).

Para corroborar que el dendrograma es una representacion adecuada de
la similitud entre los individuos se calcul6 el coeficiente de correlacion cofenética
(r) mediante una prueba de Mantel (Mantel, 1967) con 1000 permutaciones,

valores cercanos a 1 indican que es estadisticamente significativo y valores de

0.7 indican baja confiabilidad en la representacion.

El programa WinBoot (Yap y Nelson, 1996) es derivado del programa
Neighbor de PHYLIP (Felsenstein, 2001) y ha sido disefiado para analizar datos
binarios. Utilizando esté programa se estimé la estabilidad del agrupamiento
entre los individuos mediante un andlisis bootstrap con 1000 permutaciones a
partir de la matriz de similitud de Dice.



2.2.2.3 Analisis de coordenadas principales

Para identificar los patrones de similitud y segregacion de las poblaciones
en un espacio tridimensional, se realizé un analisis de coordenadas principales
(PCO), que es un método de ordenacion homologo al analisis de componentes
principales (PCA) pero adaptado para datos cualitativos (Gower, 1967). Con la
matriz de similitud de Dice, se generé una matriz DCenter, que a su vez fue
convertida a dos componentes con la aplicacién Eigen, ambos componentes son
vectores, que ayudan a representar la similitud entre individuos. Los andlisis se

realizaron con el programa NTSYSpc versién 2.0 (Dean et al., 1998).

2.2.2.4 Estructura genética

Una forma de estimar la diversidad genética es considerar la diversidad
fenotipica de las bandas de cada individuo como un haplotipo distinto y estimar
las similitudes y diferencias con base en los mismos (Huff et al., 1993). Bajo este
supuesto a partir de la matriz basica de datos se estimé la estructura genética de
los parentales y los posibles hibridos, mediante un analisis de varianza
molecular (AMOVA) que permite estimar variabilidad entre poblaciones, definida
como ®st que analiza frecuencias de haplotipos y que es andloga a la Gsr de
Nei (1973), que se basa en el analisis de frecuencias alelicas. La ®st es definida
por la férmula:

1
(4Nema+1 )

Donde a = [n/(n-1)?] y n es el nimero de poblaciones. Una ®sr igual a uno

CDST =

indica que no existe informacion genética compartida entre poblaciones.

Para analizar las relaciones de similitud entre las especies y sus posibles
hibridos, se realizé el analisis de varianza molecular (AMOVA), agrupando a
cada especie y separando a los posibles hibridos de acuerdo a su fenotipo, con
la finalidad de no crear un grupo hibrido falso. Los individuos del fenotipo de N.
macrocephala estan en el grupo Hibrido tipo 1 y los del fenotipo de N.
mezcalaensis en Hibrido tipo 2.



Es posible realizar una aproximacién a la distancia genética que separa a
las especies mediante el coeficiente de coancestria modificado (Reynolds et al.,
1983):

D= -In (1-®s7)

La representaciéon grafica de las distancias se construyd con UPGMA, a
partir de una matriz de disimilitud, debido a que el valor de ®st es inversamente
proporcional a la similitud genética entre las poblaciones, mientras mas cercano a

cero existe mayor informacién genética compartida.

Los andlisis de la variancia molecular se realizaron mediante los programas
AMOVA-PREP 1.01 (Miller, 1998) y AMOVA 155 (Excoffier, 1992). La matriz de
distancia genética se obtuvo con el método de Huff et al, (1993), que esta

diseflado para marcadores RAPD.

2.2.2.5 Flujo génico (Nem)
El flujo génico se define como el movimiento de genes desde una
poblacion hacia otra (Slatkin, 1990). En el caso de las plantas ocurre por el

movimiento de polen y semillas.

A partir de la ®st es posible obtener una estimacién indirecta del flujo
génico que ocurrid en el pasado entre subpoblaciones (en este analisis sera
entre las especies propuestas como parentales) y que produce los patrones

espaciales observados. La formula ajustada a marcadores RAPD (Crow y Aoki,

1984) es:

Nem = A 2 1 1
n—1 ST —

=

Donde:

n = nimero de poblaciones o especies.



Segun Slatkin (1990), el flujo genético de un individuo por generacién, es
suficiente para mantener la diversidad genética y reducir las diferencias entre
poblaciones locales. El valor correspondiente a dicho flujo es mayor que uno;

mientras que un valor menor implica diferencia poblacional (Hartl y Clark, 1989).

2.2.3 AMPLIFICACION DE LAS SECUENCIAS DE ADNcCP EITS

Se probaron tres pares de oligonucleotidos a-b, c-d, e-f (Cuadro 2), que
amplifican las regiones no codificantes del ADN cloroplastico (Taberlet et al.,
1991), para definir que regidbn presentaba mayor variacidbn nucleotidica. Se
selecciond el juego a-b que amplifica la region trnT-trnL por presentar mayor
variacién, el tamafno del fragmento fue de 600 pb. Esta regién fue analizada en
tres individuos de N. macrocephala y N. mezcalaensis, uno de N. tetezto y uno
de C. columna-trajani y 11 posibles hibridos de los cuales cuatro eran del hibrido
tipo 1 y siete del hibrido tipo 2. La amplificacion se realiz6 en las mismas
condiciones que los marcadores RAPD. La reaccion de amplificaciéon se realizé
de igual forma en un termocigrupor GeneAMP PCR System 9700 (Applied
Byosistem), programado a 25 ciclos de 1 min a 94<C, 1 min a 55<C, 1 min a 72<C.

Cuadro 2. Oligonucleotidos utilizados para amplificar la regién cloroplastica y nuclear
Clave Nombre Secuencia (5-3°)

ADN CLOROPLASTO

A B48557 CATTACAAATGCGATGCTCT
B A49291 TCTACCGATTTCGCCATATC

ADN NUCLEAR

A 1800F ACCTGCGGAAGGATCATTG
B ITS4R TCCTCCGCTTATTGATATGC
trnT IUGU) trn L (UAA) trn L (UAA) trn F (GAA)
—
- _B
"
600 pb

Figura 4. Sitio de reconocimiento de los oligonucleotidos para amplificar la region trnT-trnL del
ADNcp (Taberlet et al., 1991).



La regidn del ITS, fue amplificada con los oligonucleotidos 1800F e ITS4R
(Cuadro 2) que se utilizan para amplificar la region del ITS1, el 5.8S y el ITS2
(Figura 5) en una cactacea columnar del género Lophocereus (Hartmann et al.,
2001). Las condiciones de amplificacion fueron las utilizadas para la region
cloroplastica. El tamafio del fragmento esperado fue de 700 pb. Se secuenciaron y
analizaron los mismos individuos de los posibles parentales y del grupo
externo y 14 posibles hibridos, los cuatro del hibrido tipo 1 y 10 del hibrido tipo 2.

ITS 1 ITS 2
300 pb 300 pb
188 5.88 28
163 pb
A—s <«B
N -4
Y
ITS
700 pb

Figura 5 Sitio de reconocimiento de los oligonucleotidos para amplificar el ITS

Los productos de las amplificaciones de la regidén cloroplastica y nuclear
se separaron por electroforesis en geles de agarosa al 1.2% y se utilizd un
marcador de peso molecular de una kilo base (Invitrogen, Carlsbad, California,
USA), para corroborar el tamarno de los fragmentos esperados. Los geles fueron
tefiidos con bromuro de etidio y expuestos a luz UV para observar los productos
de la amplificacion, las imagenes se fotografiaron y se almacenaron

digitalmente.

Para secuenciar los productos de la region cloroplastica y nuclear, una
parte del amplificado fue purificada con ExoSAP-IT™ (GE Healthcare, Uppsala,

Suiza). La secuenciacidn se realiz6 en un secuenciador automatizado ABIPrism,

3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystem, Foster, California, USA).

2.2.3.1 ANALISIS DE LAS SECUENCIAS DE ADNcpP E ITS
Las secuencias del ADNcp y ADNn, se compararon con las disponibles en

la base de datos digital (www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/). Se alinearon con el
programa Clustal X (Higgins y Sharp, 1988) y de forma manual para rectificar la

alineacién con ayuda del programa SeeView (Galtier et al., 1996). La distancia



genética entre las secuencias del ADNcp y ADNnr se estimaron con el método
de parsimonia empleando el programa PAUP*4.0b4a (Swofford, 2000). Los gaps
fueron considerados como un quinto estado del caracter, el método de
agrupamiento fue Neighbor-Joining (NJ) y se realizé una busqueda heuristica
con 100 pasos de adicion de secuencias al azar (random stepwise addition
sequences), el algoritmo Tree-Bisection-reconection (TBR) y la optimizacién del
estado del caracter fue ACCTRAN y se repesaron los caracteres manteniendo el
maximo indice de retencion (RI). Se realizé un analisis de tipo bootstrap con

1000 remuestreos.

El método de parsimonia utiliza una matriz discreta de caracteres (en una
secuencia es cada una de las bases) que asignan uno o mas atributos a cada
taxén. La preferencia de uno u otro arbol filogenético se realiza con una
precision matematica y es definida por la longitud del arbol. Este indica el
nuamero de pasos que definen la topologia del arbol, mientras menor sea el valor,
esta mejor representada la distancia genética de los taxones (Salemi y
Vandenberg, 2003). El método de parsimonia consiste en encontrar un arbol o
grupo de arboles que minimizan la cantidad de cambios evolutivos requeridos
para explicar los datos (Swofford y Sullivan, 2003). EI método de parsimonia
puede realizarse con genes que presenten tasas de evolucién lentas o rapidas,
siendo adecuado para analizar secuencias de ADN cloroplastico con una tasa
lenta y secuencias de ADN nuclear como la regién ITS que tiene una tasa de
evolucidbn mas rapida (Martinez, 1997), por ello es adecuado en estudios de
hibridacién. Los métodos de agrupamiento utilizados son el UPGMA y NJ
(Swofford y Sullivan, 2003), este ultimo fue descrito para aproximarse a un arbol
en el que se minimiza la suma del minimo-cuadrado de la longitud de sus ramas
que se conoce como criterio de evolucion minima. Sin embargo, raramente se
consigue en conjuntos de datos muy grandes. El problema es resuelto utilizando
el método de “pbootstrapping” o “Jackknifing”, que cuantifican la incertidumbre
referente a la agrupacién del arbol por el método NJ y valores superiores al 60%

se consideran confiables (Swofford y Sullivan, 2003).



No obstante, que la via para representar las relaciones evolutivas entre un
conjunto de taxones dado, es usar un arbol, en el cual los nodos internos
representan el ancestro hipotético y las ramas terminales las especies actuales,
no siempre es asi, ya que algunas veces el ancestro y las especies actuales
coexisten. En el caso de plantas el proceso de hibridacion no es bien
representado por un arbol filogenético. Esto se debe a que, en un arbol se
supone implicitamente que una vez que se crean dos linajes, ellos nunca
interaccionan. Sin embargo, si se asume que semejantes interacciones pueden
ocurrir, una representacion simplificada puede observarse mediante una red
filogenética o gréfica que es representada con el método SplitsTree (Moulton,
2003). En esta red los nodos (o vértices) representan los ancestros hipotéticos y
las ramas (o ejes) las especies resultantes de la combinacién de los ancestros
(Moulton, 2003). Este método fue utilizado para analizar las relaciones entre N.
macrocephala, N. mezcalaensis y los posibles hibridos.

2.2.4 Viabilidad del polen
Para estimar la viabilidad del polen se cortaron flores unas horas antes de

la antesis para evitar la posibilidad de polen mezgrupo entre flores o que los
granos estuvieran dafados por factores ambientales. Las flores fueron cortadas
en el apice con un bisturi nuevo. Los granos de polen maduros fueron colocados
sobre un portaobjetos. Se agregd una gota de azul de algodén y se cubrib la
preparacién con el cubreobjetos. Se contaron los granos de polen viables que
fueron observados en un color azul homogéneo, que indica la presencia de
almidén al 100%. Los granos de polen que se tifieron en secciones aisladas o

que no se tifieron se consideraron inviables.

2.2.5 Contenido de ADN por citometria de flujo
El citometro de flujo se calibré con eritrocitos de pollo, obteniendo

histogramas con CV entre 0.98 a 1.6.



De acuerdo a la bibliografia, las cactaceas presentan entre 3.1 a 14.2 pg
de ADN (Bennett y Smith, 1976) por lo que se utiliz6 como referencia interna a

Lycopersicon esculentum, que presenta 2C = 1.96 pg de ADN.

Una suspension de nucleos intactos se preparé con el método de Otto
(1990), con algunas modificaciones descritas por Dolezel y Gdhde (1995),
(Apéndice 3).

Para obtener el contenido de ADN se analizd L. esculentum
simultaneamente con un individuos de N. macrocephala, N. mezcalaensis y de

los posibles hibridos.

La intensidad de la fluorescencia de los nucleos tefiidos se analizé con un
citbmetro de flujo partec CA Il (Partec GMBH, Minster, Alemania) en una tasa
de 20 a 50 nucleos por segundo. En cada muestra 10, 000 a 20, 000 nucleos
fueron analizados. La posicion de los histogramas, su area y coeficiente de
variaciéon fueron calculados usando el software DPAC (partec GMBH, Munster,

Alemania). El tamafo del genoma nuclear fue calculado de acuerdo a Dolezel

(1995), usando la formula:

Contenido 2C ADN = Media del histograma G1 planta problema |l x Contenido 2C
ADN Planta problema (pg) Media del
histograma G1 planta de referencia planta de referencia
(rg)

Con el programa Xlstat (Addinsoft, 2006), se realiz6 un ANOVA con una
prueba de Tukey, de Dunnentt y REGWQ, con un intervalo de confianza del
95%, para estimar si existian diferencias significativas en el contenido de ADN

nuclear entre especies y los posibles hibridos.

Para estimar el patron endoploide se analizaron plantulas menores a seis

meses de N. macrocephala, N. mezcalaensis y de los posibles hibridos,



procesando entre 500 a 600 mg de cada plantula y analizando los nucleos

tenidos, sin referencia interna.



3. RESULTADOS
Un caracter morfoldgico considerado como diagndstico del género
Neobuxbaumia, es el intervalo del numero de costillas que en N. macrocephala
es de 17 a 26, en N. mezcalaensis es de 13 a 20 y algunos presentan hasta 25
costillas que se encuentra dentro del intervalo de N. macrocephala (Arias et al.,
1997). Unicamente en 12 de los 17 posibles hibridos, el nimero de costillas fue

congruente con su fenotipo (Cuadro 3).

Cuadro 3 Fenotipo y nimero de costillas de 17 posibles hibridos en las dos zonas de estudio.

Fenotipo Numero de costillas
H1SJR Hibrido tipo 1 14*
H2 SJR Hibrido tipo 2 23*
H 3 SJR Hibrido tipo 2 13-15
H 4 SJR Hibrido tipo 2 21"
H5 SJR Hibrido tipo 1 22
H 6 SJR Hibrido tipo 2 14-16
H7 SJR Hibrido tipo 2 18
H 8 SJR Hibrido tipo 2 16-17
H9 SJR Hibrido tipo 2 21*
H 10 SJR Hibrido tipo 1 21-23
H11 SM Hibrido tipo 2 20
H12 SM Hibrido tipo 2 19-20
H 13 SM Hibrido tipo 2 19
H 14 SM Hibrido tipo 2 20
H 15 SM Hibrido tipo 1 20-23
H 16 SM Hibrido tipo 1 18-23
H 17 SM Hibrido tipo 2 n. d.

* Numero de costillas no coincide con el fenotipo, n. d. No determinado. Posible hibrido (H), San
Juan Raya (SJR); San Martin(SM). Hibrido tipo 1 fenotipo de N. macrocephala, Hibrido tipo 2,
fenotipo de N. mezcalaensis.

El nimero de costillas, no parece ser una caracteristica diagnostica para
diferenciar entre las especies propuestas como parentales y los posibles

hibridos, ya que no siempre se relaciona con el fenotipo.

En los posibles hibridos analizados predomina el fenotipo de N.
mezcalaensis. Esta especie presenta gran cantidad de flores a lo largo del tallo,
por lo que la cantidad de polen y semillas dispersas es superior, comparado con

las disponiblen en N. macrocephala que solo presenta flores en el apice.



3.1 MARCADORES RAPD
3.1.1 SIMILITUD GENETICA

Utilizando los seis oligonucleotidos en los 31 individuos analizados se
obtuvieron 70 bandas polimorficas, el tamano de las bandas fue de 200 a 2100
pb, amplificando de 7 a 15 bandas por oligonucleotido, ninguno de los individuos
mostré un patrén de bandeo idéntico. Se encontraron 43 bandas que definen las
relaciones entre las especies y los posibles hibridos (Cuadro 4).

Los posibles hibridos comparten ocho bandas con N. mezcalaensis y N.
macrocephala y siete con N. mezcalaensis y N. tetetzo. Sin embargo, solo
comparten dos bandas con N. tetetzo por lo que al parecer, N. mezcalaensis y N.
macrocephala son las mas relacionadas con los posibles hibridos.

Cuadro 4. Bandas obtenidas con seis oligonucleotidos, exclusivas por especie y posibles
hibridos.

Oligonucleotido OPA04 OPA10 OPB10 OPC08 OPE14 OPG06 Exclusivas
No. bandas 12 9 14 13 7 15
Ma (7 ind) 1(1) 1(7) 2
Mz (7 ind) 1(7) 1(7) 2
Te (4 ind) 2(4) 1(2) 3
H (13 ind) 2(1) 1(1) 3
Ma/H 1(7/3) 1(2/1) 2 (7/5) 4
(7/5)
Mz/H 1(7/5) 3 (6/6) 3(5/1) 7
(5/3) (6/4)
(2/5) (3/1)
Te/H 1.(1/1) 1(1/6) 2
Ma/H/Te 2 2(3/11) 1(2/5/4) 5
(1/111) (3/2/3)
(2/5/2)
Ma/H/Mz 3(3/5/7)  1(3/5/7) 1(1/10/7)  3(7/1/2) 8
(3/8/2) (1/6/2)
(2/2/7) (3/5/5)
Mz/H/Te 1 3(1/211)  2(5/4/4) 1(6/1/3) 7
(1/2/1) (1/5/2) (7/2/4)
(2/2/1)
Exclusivas/oligonucleotido 6 6 8 8 3 12 43

N. macrocephala (Ma), N. mezcalaensis (Mz), N. tetetzo (Te), posibles hibridos (H), dentro del
paréntesis el nimero de individuos que presentan o comparten la banda.

Con el indice de similitud de Dice (Figura 6), se obtuvo que las distancias
genéticas entre individuos se encuentran entre 0.86 y 0.36, lo que indica que

existen diferencias genéticas entre los individuos analizados.



El coeficiente de correlacion cofenética calculado fue de 0.8 que indica
que la representacion es estadisticamente significativa. Sin embargo, solo cuatro
agrupaciones presentaron un soporte alto (bootstrap superior al 80%) indicando
que las agrupaciones pueden modificarse conforme aumente el nimero de

individuos, aunque no la tendencia del agrupamiento.

De acuerdo al agrupamiento representado por el dendrograma, se

observa que los marcadores permiten resolver a nivel de especie.

Los posibles hibridos se congregan con los grupos de N. macrocephala y
N. mezcalaensis. En el primer grupo, N. macrocephala se asocia con dos
posibles hibridos con fenotipo de N. macrocephala y seis posibles hibridos con
fenotipo de N. mezcalaensis. En el segundo grupo N. mezcalaensis se relaciona
con dos posibles hibridos con fenotipo de N. macrocephala y tres posibles
hibridos con fenotipo de N. mezcalaensis. En el dendrograma no se observa

agrupacion por fenotipo en los posibles hibridos ni relacién con N. tetetzo.
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Figura 6. Dendrograma obtenido con el indice de Similitud de Dice agrupado por UPGMA. N.
macrocephala (Ma), N. mezcalaensis (Mz), N. tetetzo (Te), posibles hibridos (H), dentro de un
recuadro presentan fenotipo tipo 1 (N. macrocephala) y los que no presentan recuadro el
fenotipo tipo 2 (N. mezcalaensis). San Juan Raya (SJR), San Martin (SM), Los Reyes Metzontla
(RM), Jardin botanico (JB), Tepenene lzGcar de Matamoros (TIM). En nimeros romanos se
indican los grupos encontrados. Coeficiente de correlaciéon r = 0.8. Los nimeros sobre las ramas
indican los valores bootstrap mayores al 50%.



3.1.2 ANALISIS DE COORDENADAS PRINCIPALES
En el andlisis de coordenadas principales,

los posibles hibridos se

agrupan con N. macrocephala 'y N. mezcalaensis (Figura 7), sin guardar relacion

con el fenotipo.
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Figura 7. Andlisis de coordenadas principales en tres dimensiones, componente uno (PCO1),
componente dos (PCO2) y componente tres (PCO3). Se observa segregacién por especies y
agrupamiento de los posibles hibridos con N. macrocephala'y N. mezcalaensis. N. macrocephala

(Ma), N. mezcalaensis (Mz), N. tetetzo (Te),

posibles hibridos (H), dentro de un recuadro

presentan fenotipo tipo 1 (N. macrocephala) y los que no presentan recuadro el fenotipo tipo 2
(N. mezcalaensis). San Juan Raya (SJR), San Martin (SM), Los Reyes Metzontla (RM), Jardin

botanico (JB), Tepenene Izicar de Matamoros (TIM).

En el dendrograma y en analisis de coordenadas principales, no existe

agrupamiento de acuerdo al fenotipo de los posibles hibridos y no existe relacion

con N. tetetzo.



3.1.3 ESTRUCTURA GENETICA

De acuerdo a los resultados anteriores N. macrocephala y N.
mezcalaensis serian los parentales mas factibles de los posibles hibridos. Para
valorar el nivel de similitud genética entre los posibles hibridos y las especies
propuestas como parentales, se realizd el analisis molecular de varianza
molecular (AMOVA), eliminando a N. tetetzo y agrupando a los posibles hibridos
de acuerdo a su fenotipo para no crear un grupo hibrido falso. Con esto
podemos descartar si la variacion morfolégica se debe a plasticidad genética en
cuyo caso, cada fenotipo compartiria mas informacién con la especie respectiva o
por el contrario, si existe un evento de hibridacién la informacién se compartira

con ambas especies.

De acuerdo al AMOVA, el 73.94% de la variacion se encuentra dentro de
las especies (N. macrocephala, N. mezcalaensis y los posibles hibridos) y
comparten el 26% de la informacién genética o variabilidad (Cuadro 5). Esto
implica que no existe aislamiento genético o estructura entre las especies

analizadas vy los posibles hibridos.

Cuadro 5 Analisis de varianza molecular (AMOVA) en dos niveles jerarquicos, para las especies
de N. macrocephala, N. mezcalaensis y sus posibles hibridos.

Origen de Variacion gl. V.C Porcentaje de Dst P Nem
variacion
Entre especies 3 7.79 26.06 0.261 <0.0010 1.08
Dentro de las especies 238 221 73.94

g. |. grados de libertad, V.C. varianza total de los componentes, ®sr, indice de diversidad
genética, P, probabilidad de que sean productos al azar después de 1000 permutaciones y Ne.m,
flujo génico estimado entre especies y los posibles hibridos.

3.1.4 FLuJo GENICO (Nem)

La variabilidad entre los grupos analizados de N. macrocephala, N.
mezcalaensis y los posibles hibridos definida como ®sr, fue de 0.261 (Cuadro 5),
que se encuentra dentro de los valores estimados en especies de polinizacion
cruzada (Nybom y Bartish, 2002). A partir de este valor se realiz6 una estimacion

indirecta del flujo génico entre las especies y los posibles hibridos y el valor



obtenido fue de 1.08, que indica la migracion de un individuo por generacion
entre las especies N. macrocephala, N. mezcalaensis y los posibles hibridos y

explica porque se comparte méas del 20% de la variacién.

Con los valores pareados de las ®st se realizd una estimacion indirecta
del flujo génico entre especies y los posibles hibridos (Cuadro 6). El flujo génico
entre N. macrocephalay N. mezcalaensis fue de 0.5 y de acuerdo a Hartl y Clark
(1989), esto implica diferencia entre especies. Si las variaciones morfolégicas
observadas en los posibles hibridos se deben a plasticidad genética, se
esperaria un valor similar entre el grupo del hibrido tipo 1 (fenotipo de N.
macrocephala) y el grupo del hibrido tipo 2 (fenotipo de N. mezcalaensis),
aunque el valor obtenido es de 24.97 (Cuadro 6), indicando que no hay
diferencias genéticas entre ellos y por el contrario que comparten informacién

genética.

El flujo génico entre N. macrocephala y grupo del hibrido tipo 1 que
presenta el mismo fenotipo, fue de 4.62, con este mismo grupo de posibles
hibridos el flujo génico con N. mezcalaensis fue de 1.92 (Cuadro 6). El flujo
génico entre N. mezcalaensis y los posibles hibridos con este fenotipo (hibrido
tipo 2), fue de 1.85 y con N. macrocephala 3.2 (Cuadro 6). Conforme a Hartl y
Clark (1989) no existe diferencia poblacional entre los posibles hibridos y las
especies propuestas como parentales en ningun caso. Esto implica que los
posibles hibridos comparten informaciéon genética con N. macrocephala y N.
mezcalaensis y que las variaciones morfolégicas no se deben a plasticidad

genética y si a un evento de hibridacion.

Cuadro 6. ®sr pareadas entre especies (por debajo de los ceros) y flujo génico (Nem) (por
encima de los ceros, en negritas).

Ma H1 H2 Mz
Ma (n=7) 0 4.62 3.2 0.5
H1 (n= 4) 0.1780 0 24.97 1.92
H2 (n=9) 0.2387 0 0 1.85

Me (n=7) 0.6617 0.3418 0.3502 0



N. macrocephala (Ma), N. mezcalaensis (Mz), posibles hibridos con fenotipo de N. macrocephala
(H1), posibles hibridos con fenotipo de N. mezcalaensis (H2), nimero de individuos analizados
(n).

La distancia genética estimada con los valores pareados de las ®st
(Cuadro 6), pueden observarse en el dendrograma de disimilitud (Figura 8). Se
observa que los posibles hibridos forman un grupo independiente de las
especies propuestas como parentales y que comparten mayor informacién con N.

macrocephala.

H2 ——

Figura 8. Dendrograma de la distancia genética entre los grupos analizados, obtenidas mediante
la transformacién de ®sr pareadas en coeficientes de coancestria y agrupados por el método
UPGMA, indicando que la mayor similitud genética se encuentra entre N. macrocephala y los
hibridos. N. macrocephala (Ma), N. mezcalaensis (Mz), hibrido con fenotipo de N. macrocephala
(H1), Hibrido con fenotipo de N. mezcalaensis (H2).



3.2 ANALISIS DE LA SECUENCIA DE ADNcP

Se encontraron 13 haplotipos distintos, de los cuales cinco corresponden a
posibles hibridos. El haplotipo de N. mezcalaensis de San Martin, lo presenta el
posible hibrido uno de San Juan Raya con fenotipo de N. macrocephala. El
haplotipo de N. mezcalaensis de Tepenene lzUcar de Matamoros, se encuentra
en cuatro posibles hibridos, tres de San Juan Raya y uno de San Martin todos

con fenotipo de N. mezcalaensis.

De 554 caracteres analizados, 89 fueron variables y 55 fueron
informativos filogenéticamente (9.93%). Sélo se muestra uno de los tres arboles
parsimoniosos generados, con 101 pasos de longitud (Figura 9) y en los tres

arboles N. tetetzo, se recupera como taxén basal.

Se observan dos agrupaciones, en el primero existen dos conjuntos (IA y
IB), uno con un soporte bajo (bootstrap de 52%) formado por el haplotipo de N.
mezcalaensis y el de N. macrocephala ambos de San Martin y tres haplotipos de
posibles hibridos. El haplotipo de N. mezcalaensis fue igual al del posible hibrido
uno de San Juan Raya, que presenta el fenotipo de N. macrocephala, dando
evidencia de captura de cloroplasto. El haplotipo de N. macrocephala de San
Martin, se agrupa con un posible hibrido con fenotipo de N. macrocephala y dos
con fenotipo de N. mezcalaensis, con un soporte boostrap del 100%. Esta
relacién, también proporciona evidencia de captura de cloroplasto. El conjunto
IB, no presenta soporte bootstrap, incluye los dos haplotipos restantes de N.
macrocephala (San Juan Raya y los Reyes Metzontla) y un haplotipo presente
en dos posibles hibridos, uno con fenotipo de N. macrocephala y el otro con
fenotipo de N. mezcalaensis, que permite especular retrocruzas en los posibles
hibridos.

La segunda agrupacion (ll) con un soporte bajo (bootstrap de 57%), esta

formado por los dos haplotipos restantes de N. mezcalaensis (San Juan Raya y



Tepenene lziucar de Matamoros). EI haplotipo de Tepenene lzicar de
Matamoros, fue el mismo para cuatro posibles hibridos con el mismo fenotipo.
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Figura 9. Uno de los tres arboles mas parsimoniosos, obtenidos de las secuencias de la regién
cloroplastica. El indice de consistencia (Cl) fue igual a 0.9554 y 0.9308 excluyendo los
caracteres no informativos y el indice de retencién (RI) fue igual a 0.9754. Los valores bootstrap
mayores al 50 % se encuentran sobre los grupos. N. macrocephala (Ma), N. mezcalaensis (Me),
N. tetetzo (Te), C. columna-trajani (Ce) posibles hibridos (H), dentro de un recuadro presentan
fenotipo tipo 1 (N. macrocephala) y del fenotipo tipo 2 (N. mezcalaensis) no presentan recuadro.
San Juan Raya (SJR), San Martin (SM), Los Reyes Metzontla (RM), Jardin botanico (JB),
Tepenene lzGcar de Matamoros (TIM). En nimeros romanos se indican los grupos encontrados.



Aunque los grupos presentan valores de soporte bajo, el cladograma
presenta un soporte del 100%, que indica que las relaciones observadas son
significativas, aunque las agrupaciones pueden variar a medida que se incluya
mas haplotipos en el analisis. En este cladograma se observa que los genotipos
de N. mezcalaensis y N. macrocephala no estan completamente aislados y que
el haplotipo que se conserva en los posibles hibridos es de N. mezcalaensis.
Ademas, los posibles hibridos se agrupan con N. mezcalaensis y N.
macrocephala, sin guardar relacion con su fenotipo, reforzando los resultados

obtenidos con marcadores RAPD.

3.3 ANALISIS DE LA SECUENCIA NUCLEAR EN LA REGION DEL ITS
De 913 caracteres analizados, 175 fueron variables no informativos y 458

informativos filogenéticamente (50.16%). Se encontré un arbol parsimonioso con
una longitud de 1132 pasos y soporte significativo (bootstrap del 100%) (Figura

10). Se observan tres grupos, el primero con un soporte alto (bootstrap de 99%),
agrupa a las cuatro secuencias de N. tetetzo, las cuatro de N. mezcalaensis, la
secuencia tres de N. macrocephala de San Juan Raya, una secuencia del

posible hibrido tipo 1 y nueve del posible hibrido tipo 2.

En el segundo grupo con un soporte significativo (bootstrap de 83%), se
agrupan las cuatro secuencias de N. macrocephala (SM, RM y SJR 1 y 2), dos
de posibles hibridos tipo 1 (N. macrocephala) y dos de posible hibrido tipo 2 (N.
mezcalaensis). El posible hibrido 10 de San Juan Raya, no presenta agrupacion
con los grupos analizados. Este individuo se agrupo con N. macrocephala en los
andlisis de marcadores RAPD y en la regién analizada del cloroplasto, aunque
en la region nuclear del ITS existe una delecion que evita la agrupacion con los
otros individuos, lo que puede originar nuevos haplotipos en las subsiguientes

cruzas.

En el tercer grupo, con un soporte significativo (bootstrap de 79%), se

agrupan las secuencias de C. columna trajani que se utilizé como grupo externo.
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Figura 10. Cladograma realizado con las secuencias de la regiéon del ITS. EednB ilce
de consistencia (Cl) fue igual a 0.6351 y 0.5506 excluyendo los caracteres no informativos y
el indice de retencién (RI) fue igual a 0.7533. Los valores bootstrap mayores al 50 % se
encuentran sobre los grupos. N. macrocephala (Ma), N. mezcalaensis (Me), N. tetetzo (Te),

posibles hibridos

(H), dentro de un recuadro presentan fenotipo tipo 1 (N. macrocephala) y sin recuadro los que
presentan fenotipo tipo 2 (N. mezcalaensis). San Juan Raya (SJR), San Martin (SM), Los Reyes
Metzontla (RM), Jardin botanico (JB), Tepenene lzicar de Matamoros (TIM). En ndmeros

romanos se indican los grupos encontrados.



Con el analisis SplitsTree se observa que existen dos grupos uno formado
por N. macrocephala, C. columna-trajani y posibles hibridos y en el otro grupo N.
mezcalaensis, N. tetetzo y algunos posibles hibridos (Figura 11). Los splits o
ejes paralelos que se observan indican relacion con base en la informacion
compartida entre taxones. En el grupo uno se agrupan las secuencias de tres
posibles hibridos (H2SJR, H7SJR y H14SM) que en el analisis de maxima
parsimonia (Figura 10) se agrupan con N. mezcalaensis y N. tetetzo. En el grupo
dos, se encuentra la secuencia del individuos tres de N. macrocephala de San
Juan Raya que se encuentra mas relacionado con dos posibles hibridos que con

las secuencias de N. macrocephala.
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Figura 11. Red filogenética generada con el programa Splitstree, con el método Hamming, de
las secuencias de ITS. El coeficiente de correlacion fue de 81.2. N. macrocephala (Ma), N.
mezcalaensis (Me), N. tetetzo (Te), posibles hibridos (H), dentro de un recuadro presentan
fenotipo 1 (N. macrocephala). SJR, San Juan Raya, SM, San Martin, RM, Los Reyes Metzontla,
JB, Jardin botanico, TIM, Tepenene IzGcar de Matamoros.



Al analizar los nucleétidos de las secuencias, se encontraron 31 sitios
polimérficos conservados en las especies analizadas. Ningln sitio se comparte
entre N. mezcalaensis y N. macrocephala. Esta ultima presenta mayor relacion
con C. columna trajani compartiendo 20 sitios y N. mezcalaensis comparte 24
sitios con N. tetetzo (Cuadro 7).

Cuadro 7. De 913 caracteres andlizados 31 sitios nucleotidicos son compartidos entre especies
en la regién nuclear del ITS

Especie 1 Especie 2 Posicion de sitios compartidos Total sitios
compartidos
N. mezcalaensis N. macrocephala = ---- 0
N. mezcalaensis N. tetetzo 5, 13, 29, 62, 95, 191, 285, 578, 24

688, 715, 718, 720, 739, 743, 750,
764, 766, 768, 769, 783, 820, 823,

832, 869
N. mezcalaensis C. columna- 191, 578, 690, 739, 768, 769 6
trajani
N. macrocephala N. tetetzo 801 1
N. macrocephala C. columna- 5, 62, 95, 285, 315, 688, 718, 750, 20
trajani 764, 766, 783, 801, 820, 823, 832,
841, 869, 885, 893, 897
N. tetetzo C. columna- 191, 578, 739, 768, 769 6
trajani

En las secuencias existen algunos nucleétidos compartidos entre
especies, (Cuadro 8) y mutaciones que solo se encuentran en ciertos individuos y
que se identifican en color rojo. Los posibles hibridos presentan adiciéon de
secuencias de N. mezcalaensis en verde y N. macrocephala en naranja que se
observan como un mosaico de las secuencias en estos sitios. Las ocho
secuencias H1SJR, H2SJR, H7SJR, H10SJR, H12SM, H13SM, H14SM vy
H15SM presentan mas del 50% de los nucleétidos parecidos a N. macrocephala'y
las siete secuencias restantes a N. mezcalaensis, esto implicaria que el flujo

génico es bidireccional (Cuadro 9).



Cuadro 8. Sitios nucleotidicos polimérficos conservados en la secuencia del ITS
ITS1 5.8 ITS2
5 13 29 62 95 191 285 315 578 688 690 715 718 720 739 743 750 764 766 768 769 783 801 820 823 832 841 869 885 893 897
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mutaciones puntuales y las deleciones se indican con un guién.

Las secuencias de los individuos H2SJR, H7SJR y H14SM, que se
agrupan con N. mezcalaensis en el analisis de maxima parsimonia (Figura 10) y
con N. macrocephala con el andlisis de SplitsTree (Figura 11), comparten con N.
macrocephala menos del 65% de los sitios polimorficos fijados y esto podria ser
la razén de que se agrupen con uno u otro parental. Las secuencias de estos
individuos comparten entre si 27 de los 31 nucle6tidos (87%) y presentan una
secuencia conservada que no es compartida con ningun individuo (Cuadro 9).
Los individuos H10SJR y H17SM, comparten menos del 60% de los sitios
nucleotidicos, el individuo H10SJR presenta cuatro deleciones en los 31 sitios
polimoérficos y el individuo H17SM presenta cinco mutaciones que nos son
compartidas con los posibles hibrisdos o parentales.

El individuo tres de N. macrocephala de San Juan Raya que se encuentra
en el grupo de N. mezcalaensis (Figurail), presenta sitos nucleotidicos que



comparte con est4d especie (16/31, 52%). Este individuo no mostraba
caracteristicas morfolégicas que indicaran hibridacion. En el caso contrario el
posible hibrido H1SJR, present6 una secuencia idéntica a N. macrocephala y el
mismo fenotipo. No obstante, tiene el mismo haplotipo de ADN del cloroplasto
que N. mezcalaensis (Figura 9) y su relacion fue la misma con los marcadores
RAPD (Figura 6), siendo esto una prueba de que tiene un origen hibrido. Estos
dos individuos pueden ser producto de la primera generacion filial (F1), en la que
aun no existe recombinacion y pueden ser identificados los alelos parentales, al
igual que el posible hibrido H15SM que en los sitios 885 y 893 presentan
ambigUedades por la presencia de alelos de ambas especies.

Cuadro 9. Arreglo por similitud en las secuencias de ITS de los posibles hibridos.
5.8 ITS2

5 13 29 62 95 191 285 315 578 688 690 715 718 720 739 743 750 764 766 768 769 783 801 820 823 832 841 869 885 893 897
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Los datos obtenidos con las técnicas moleculares utilizadas, marcadores
RAPD’s, andlisis de las secuencias de la region nuclear (ITS) y cloroplastica,



apoyan nuestra hipétesis de que existe hibridacién entre N. mezcalaensis y N.
macrocephala, ya que individuos con fenotipo de N. macrocephala presentan
informacién genética de N. mezcalaensis y viceversa.

3.4 VIABILIDAD DEL POLEN

Se analizé la viabilidad del polen de cuatro hibridos y dos individuos de N.
macrocephala (Cuadro 10). En N. macrocephala la viabilidad del polen fue del
96 al 98%, para N. mezcalaensis no se cuenta con datos ya que no se
obtuvieron flores unas horas antes de la antesis, para obtener el polen
dehiscente. Sin embargo, Valiente-Banuet et al, (1997) documenta que la
viabilidad del polen de N. mezcalaensis es del 100%. En los posibles hibridos el
porcentaje de polen viable vario del 60 al 90% siendo porcentajes muy altos y
poco comunes en hibridos.

Cuadro 10. Porcentaje de viabilidad en granos de polen de flores maduras.

Especie y localidad Granos de polen analizados Porcentaje de polen viable
H1SJR 601 60.4
H3SJR 4132 80.18
H10SJR 2776 90.78
H13SM 3108 81.89
N. macrocephala 1SJR 1126 96.45
N. macrocephala 2SJR 5493 98.36

H, posible hibrido, H1 y H10 fenotipo de N. macrocephala SJR, San Juan Raya, SM, San Martin.

3.5 ESTIMACION DEL TAMANO DEL GENOMA POR CITOMETRIA DE FLUJO
El porcentaje del coeficiente de variacién (CV) no fue mayor a 5 por lo

que los resultados se consideran estadisticamente significativos.

Se obtuvo el tamano del genoma 2C ADN expresado en picogramos (pg) y
su composicién en millones de pares de bases (Mpb) para N. macrocephala, N.
mezcalaensis y 1os posibles hibridos (Cuadro 11 y Figura 12).



Cuadro 11. Contenido de 2C ADN en pg de cada una de las especies analizadas. Por cada

muestra se analizaron entre 3 a 10x10° niicleos, tefiidos con loduro de propidio.

N. Hibrido tipo 1 Hibrido tipo 2 N. mezcalaensis
macrocephala
Numero de 3X10° 5X10° 10 X 10° 3X10°
nucleos
analizados
Tamafio 2.59 2.67 2.67 2.58

Promedio del
genomaen pgy

Mpb 2538 2616 2616 2528

pg picogramos, Mpb millones de pares de bases. Hibrido tipo 1 fenotipo de N. macrocephala,
Hibrido tipo 2 fenotipo de N. mezcalaensis

El ANOVA con una prueba de Tukey, de Dunnentt y REGWQ, con un
intervalo de confianza del 99%, indican que no existe diferencias significativas
entre el tamano del genoma de las especies y los posibles hibridos analizados
(P=<0.01).

El tamano del genoma para estas especies se encuentra dentro del

gradiente documentado para angiospermas con valores 2C, (3.1 a 13.9 pg con

2n = 22) (Bennett et al., 1982; Bennett y Leith, 1995, 1997).
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Figura 12. Contenido 2C de ADN nuclear. Los picos 1 y 3, representan la etapa G1 y G2 en
nucleos de L. esculentum (planta de referencia). Los picos 2, 4 y 5 representan nucleos con 2C,
4C y 8C de ADN en el panel A, N. macrocephala, panel B, N. mezcalaensis y panel C, posible
hibrido.

Con estos datos se puede observar que el contenido promedio de ADN es
mayor en los posibles hibridos que en los posibles parentales, pero no hay



diferencias significativas, por lo que se considera que tienen el mismo nivel de

ploidia.

Asi mismo, se observd endoploidia en N. macrocephala, N. mezcalaensis

y los posibles hibridos, con nucleos 2C, 4C, 8C y 16C (Figura 13).

Lo
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Figura 13. Histograma que representa nuicleos con diferente nivel de ploidia en el hibrido tipo 2,
obtenido por citometria de flujp mostrando endoploidia. Los picos 1, 2, 3 y 4, representan
nucleos con 2C, 4C, 8C y 16C de ADN nuclear respectivamente.



4. DISCUSION
De acuerdo a las técnicas moleculares utilizadas, los individuos

analizados presentan caracteristicas morfologicas intermedias (Figura 2) debido a
un proceso de hibridacion entre N. macrocephala y N. mezcalaensis. La

viabilidad del polen y el tamafo del genoma sugieren que son hibridos fértiles.

Evidencia de hibridacion con marcadores RAPD
Los marcadores RAPD es una herramienta que permite distinguir entre

especies e hibridos (Paran et al., 1995; Smith y Vuong 1996; Widmer y
Baltisberger, 1999; Sanchez-Abarca et al., 2003; Collins et al., 2003). Aunque, el
tamarno de muestra puede ser considerado bajo, la resolucion de los marcadores
RAPD permitié diferenciar a las especies y a los posibles hibridos, soportando la
integridad de los datos analizados. Los hibridos mostraron similitud genética con
N. macrocephala y N. mezcalaensis pero no con N. tetetzo tanto en el
agrupamiento con UPGMA como en el andlisis de coordenadas principales

(PCO) representando grupos con distintos genomas. Asi mismo, no se observan
diferencias entre los sitios analizados, San Juan Raya y San Martin que
concuerda con los datos de Alejos (2002) y Rivera (2003) que sugieren que el
flujo génico entre las poblaciones de estas especies, se mantiene por los
polinizadores. Con el analisis de coordenadas principales no se observé
segregaciéon entre posibles hibridos, por lo que estos individuos no se

encuentran aislados genéticamente de las especies analizadas.

El 26% de la variacion es compartida entre N. macrocephala, N.
mezcalaensis y los posibles hibridos y existe flujo génico (1.08) entre ellos
(Cuadro 5). El flujo génico entre N. macrocephala, N. mezcalaensis fue de 0.5
(Cuadro 6), que implicaria que deben pasar dos generaciones para que un
individuo emigre entre las especies, siendo poco frecuente la formacion de
individuos hibridos. Esto concuerda con la baja frecuencia de individuos con
caracteres morfologicos intermedios, demandando una busqueda exhaustiva en el

campo para localizarlos. N. macrocephala presenta mayor similitud con los



posibles hibridos (4.62 fenotipo de N. macrocephala y 3.2 fenotipo de N.
mezcalaensis) que N. mezcalaensis (1.92 fenotipo de N. macrocephala y 1.85
fenotipo de N. mezcalaensis), pero existe preferencia en el intercambio genético
entre posibles hibridos que entre especies (24.97) (Cuadro 6). El flujo
preferencial entre posibles hibridos, puede favorecer la presencia de nuevos
genotipos que pueden establecer nuevos linajes evolutivos (Arnold y Hodges,

1995; Sites y Marshall; 2003), aunque por la longevidad de estas especies (mas

de 200 anos) este proceso puede ser relativamente lento.

Evidencia de hibridacion en la region de ADNcp
La region trn T-L, presentd un 9.93% de sitios informativos que fue mayor
al documentado por Arias (2002) en la regiébn trn L-F para el género

Pachycereus (3.5%) en que incluyd especies del género Neobuxbaumia.

Se observaron haplotipos diferentes en N. macrocephala y N.
mezcalaensis. En los posibles hibridos se observa captura del cloroplasto de N.
macrocephala y N. mezcalaensis, que implica flujo bidirecional (Pellegrino,
2005). Se observan mutaciones puntuales que originan haplotipos distintos en
los posibles hibridos. También se distingue la preferencia de N. mezcalaensis en
el linaje materno durante la formacién de los posibles hibridos (Figura 9), que
puede guardar relacion con el fenotipo dominante observado (12 de 17
individuos). Este fenotipo dominante parece responder al “efecto materno”, que
da un mayor parecido con la especie receptora (Gonzalez-Rodriguez et al.,
2004). En este punto cabe destacar que, N. mezcalaensis es una especie con
poblaciones androdioicas (comentario personal Valiente-Banuet), que presenta
un numero de flores superior a las que presenta N. macrocephala que son
hermafroditas. Por ello, los individuos de N. mezcalaensis tienen mas
posibilidades de ser visitados por los polinizadores que los individuos de N.
macrocephala (Valiente-Banuet et al., 1997) y esto se refleja en la captura del

cloroplasto en los posibles hibridos que es considerada evidencia directa de



introgresion citoplasmatica o especiacion por hibridacion (Wendel et al, 1995;
Rieseberg y Wendel, 1993; Rieseberg, 1995; Terry et al., 2000).

Evidencia de hibridacion en la region nuclear del ITS

La region nuclear fue mas variable y presentd un 50.16% de sitios
informativos. De 31 sitios polimérficos conservados entre especies, ninguno es
compartido entre N. mezcalaensis y N. macrocephala. Existe mayor similitud
entre N. mezcalaensis y N. tetetzo y entre N. macrocephalay C. columna trajani
(Cuadro 7). De hecho C. columna-trajani comparte mas sitios polimérficos con N.
mezcalaensis y N. tetetzo que N. macrocephala. Esto permite reconsiderar a N.
macrocephala como una especie del género Neobuxbaumia ya que ademas
presenta un cefalio que no presenta ninguna otra especie del género y que
comparte con C. columna-trajani. Es significativo resaltar, que N. tetetzo forma
hibridos con C. columna-trajani (Vite et al., 1997), pero no se han observado

hibridos entre N. tetetzo y N. mezcalaensis.

Los posibles hibridos presentan secuencias en mosaico de N.
mezcalaensis y de N. macrocephala (Cuadro 8) que es considerada evidencia
de hibridacion (Vriesendorp y Bakker, 2005). De los individuos analizados tres
presentaron una secuencia con 27 sitios compartidos, que refuerzan la
existencia de flujo génico entre ellos (Cuadro 9). Ademas existe un gradiente de
caracteres morfolégicos que puede observarse en flores y frutos (Figura 1) que
hacen factible la existencia de retrocruzas (Milne et al., 1999). De igual forma, la
presencia de individuos que pueden agruparse con uno u otro parental permiten
suponer que el proceso de hibridacion sigue ocurriendo. La poblacién parece ser
muy dindmica y esto puede ser evidencia de que N. mezcalaensis y N.
macrocephala no estan aisladas genéticamente. De hecho, la familia Cactaceae
ha sido clasificada y reclasificada varias veces, en 1958 se dividid en tres
subfamilias Pereskioideae, Opuntiodeae y Cactoidea (Clark, 2000). Esta dltima
incluye a la subtribu Pachycereinae a la que pertenecen las cuatro especies que

se analizaron y que de acuerdo a datos bioquimicos, morfolégicos y moleculares



tiene un origen monofilético (Cornejo y Simpson 1997; Clark, 2000; Arias, 2002),
por lo que es posible que las diferencias genéticas no sean muy marcadas y que

esto permita la hibridacion entre sus especies.

Evidencia de fertilidad en los posibles hibridos por viabilidad del polen
Cuando los taxones involucrados son muy divergentes (Klips, 1999;
Campbell et al., 2003) el porcentaje de viabilidad de polen en hibridos es bajo
(4.3 33.9%, Tyagi, 2002 y Lu y Chen, 2001 respectivamente; Cambell et al.,
2003). Las especies analizadas pertenecen a un grupo monofiletico y por tanto
existe poca divergencia entre ellas, esto se ve reflejado en el porcentaje de
viabilidad encontrado en los posibles hibridos que fue entre un 60% y un 90%
(Cuadro 10). Lo que sugiere que existe distribucidon normal de los cromosomas
durante la microesporogénesis (Tyagi, 2002), por tanto, el nivel de ploidia debe
ser constante y esto permite hibridacion e introgresiébn con las especies
receptoras N. macrocephala, N. mezcalaensis y entre posibles hibridos. Sin
embargo, seria conveniente realizar pruebas de eficiencia en la fecundacién con

cada especie, para asegurar que existen la misma ventaja con cada una

(Alarcén y Campbell, 2000; Cambell et al., 2003).

Evidencia de homologia cromosémica por citometria de flujo
El tamafio promedio del genoma es constante (Cuadro 11 y Figura 12) y

se considera que el nivel de ploidia se mantiene. Al no existir diferencias en el
tamarnio del genoma entre N. macrocephala y N. mezcalaensis, se facilita la
homologia cromosémica (Pogio y Naranjo, 1990) y facilita que los posibles
hibridos sean fértiles. Esto es evidente por la viabilidad de polen (60-90%), que
implica y que existe un alto grado de homologia entre las especies parentales
(Coraway et al., 2001). De acuerdo a la evidencia generada por la viabilidad de
polen y el patron poliploide, podemos inferir que N. macrocephala, N.
mezcalaensis y los hibridos son organismos diploides al igual que su congenere
N. tetetzo (Avilés, 2003).



Asi mismo, se observé endoploidia en N. macrocephala, N. mezcalaensis'y
los posibles hibridos, con nacleos 2C hasta 16C (Figura 13). Con estos datos
podemos corroborar la presencia de endoploidia en plantas suculentas que
habitan ambientes semiaridos. De acuerdo a la literatura las células endoploides
permiten un mayor almacenamiento del agua (Nagl, 1978; De Rocher et al.,

1990; Cushman, 2001) que es escasa en estas zonas.

De acuerdo a los marcadores RAPD, el andlisis de la region nuclear y del
cloroplasto, la viabilidad del polen y el tamafo del genoma, las caracteristicas
morfoldgicas de los posibles hibridos, no se deben a plasticidad genética y son
originadas por un proceso de hibridacion entre N. macrocephala y N.
mezcalaensis. Por lo que los individuos con caracteristicas morfolégicas
intermedias pueden ser considerados hibridos entre N. macrocephala y N.

mezcalaensis.

En nuestro estudio existe una clina ya que se observa un gradiente de
caracteristicas morfologicas (Figura 1) que al parecer es mantenida por un
balance entre la dispersion y la seleccion de hibridos (Barton y Hewitt, 1985).
Los hibridos no causaron problemas taxonémicos en la identificacion de las
especies utilizadas en el analisis que corresponde a los resultados obtenidos por
Rieseberg et al (2006), que indican que cuando existe hibridos diploides
contemporaneos, tienden a ser englobados dentro de la variacion de las
especies parentales durante las retrocruzas.

Impacto de la hibridacion en la integridad de las especies paternas
La hibridacion es un fenédmeno muy importante en la evolucién de las

angiospermas y se ha sugerido que la mayoria de las especies que conocemos
actualmente derivaron de este proceso (Grant, 1981; Arnold, 1997). La evolucién
reticulada o especiacion por hibridacion es frecuente en especies que son
polinizadas por el viento o que no presentan polinizadores especializados

(Dobzhansky et al., 1980; Milne et al., 1999). En las cactaceas, las limitaciones



interespecificas en algunos géneros son aun conflictivas (Cota y Wallace, 1996) y
se ha documentado que la hibridacion en esta familia es un proceso importante en
el origen de nuevas especies (Moran 1962; Pinkava et al., 1985; Vite et al.,
1997). En el caso de N. macrocephala y N. mezcalaensis que son polinizadas
preferentemente por Leptonycteris curasoae (Valiente-Banuet et al, 1997) el
proceso de hibridacién acelera la presencia de una amplia variedad de
combinaciones genéticas, incrementando la variabilidad (Anderson, 1948; Milne
et al.,, 1999; Widmer y Baltisberger, 1999; Orians, 2000). Un individuo de N.
macrocephala (MaSJR3, Cuadro 8) comparte informacién genética con N.
mezcalaensis, aunque el fenotipo no muestra evidencia de hibridacion. Estas
caracteristicas son consideradas hibridacion introgresiva y es un proceso que
incrementa la variabilidad genética de las especies (Anderson, 1948; Milne et al.,
1999; Widmer vy Baltisberger, 1999; Orians, 2000). Es probable que la
hibridacién haya incrementando la variabilidad en N. macrocephala, que al ser
una especie endémica deberia poseer baja variabilidad genética (Stebbins,
1980; Hamrick y Godt, 1990; Frankham, 1996; Archibal et al., 2001) 6 un valor
similar al de N. tetetzo, que presenta tendencia a la estructuracion (Chéavez,
2000). Sin embargo, de acuerdo a los datos de Alejos (2002), presenta la misma
variabilidad que N. mezcalaensis (Rivera, 2003) que es su congenere mas
disperso. Por tanto, el incremento de la diversidad genética en N. macrocephala
puede ser favorecido por la hibridacion con N. mezcalaensis.

La dinamica evolutiva de la zona hibrida depende preferentemente, del
vigor de los hibridos en relacion a las especies parentales y la seleccion
(Harrison, 1993; Arnold, 1997; Perfectti, 2002). En este estudio, los hibridos del
fenotipo 2 que son similares a N. mezcalaensis son los mas abundantes y
pueden presentar mayor eficacia biologica que N. macrocephala, porque
producen mayor cantidad de polen y semillas viables y esto les proporciona
superioridad hibrida (Barton y Hewitt, 1985) y hace factible el origen de una
nueva especie por hibridacién (Butlin, 1995; Arnold, 1997; Wolf et al, 2001;
Perfectti, 2002).



Impacto de la hibridacién en la permanencia de las especies paternas
Las cactdceas son caracterizadas por un alto nivel de diversidad de

habitat, morfologia vegetativa y sindromes de polinizacion, que son algunos
factores que han contribuido a la rigueza de especies en la familia. Aunque la
diferenciacion a nivel taxonomico puede ser incierta en algunos casos (Cota y
Wallace, 1995), la formacién de hibridos es trascendental en la evolucién de
esta familia (Pinkava et al, 1985). Para el caso de estudio, podemos encontrar
hibridos de la F1 y retrocruzas que comienzan a diferenciarse del resto de los
individuos en la regién nuclear, mas no en el resto del genoma, como se puede

observar con los marcadores RAPD.

En la formacion de hibridos puede existir flujo uni o bidireccional, en este
estudio es bidireccional (Cuadro 9), pero se prefiere N. mezcalaensis como linea
materna. Con la hibridacion, las especies pueden adquirir caracteres que les
permitan colonizar nuevos habitat o que aumenten su aptitud de manera mas
rapida que con la mutacién (Carney et al, 2000). Lo anterior, puede originar la
estabilidad de la zona hibrida, la especiacion del hibrido, introgresion o extincion
via asimilacién de una especie (Rieseberg y Wendel 1993). En contraste a su
papel creativo, la hibridacion puede ser una amenaza a la permanencia de una
especie endémica a largo plazo (Levin, 1996), sobre todo si consideramos que
no existen especies por hibridacién contemporanea de acuerdo a Rieseberg et
al.,, (2006). Esto puede afectar a N. macrocephala, uno de los parentales, ya que
esta especie requiere condiciones ambientales mas especificas para su
establecimiento (Godinez-Alvarez y Valiente-Banuet, 2004) y esto representa
una desventaja frente a N. mezcalaensis. La fecundidad y produccién de
semillas de N. macrocephala es baja comparada con N. tetetzo y esto se debe a
la limitacion de polen, por el bajo nimero de flores y a la depredacion pre-
dispersién (Godinez-Alvarez y Valiente-Banuet, 2004) y por consecuencia N.

mezcalaensis presenta mayor adecuacién que N. macrocephala.



El resultado de la hibridacion en este estudio puede involucrar, mayor
plasticidad génica en los hibridos analizados que les confieran desde mayor
resistencia a patéogenos (Orians, 2000) hasta la facilidad de colonizar sitios
geograficamente mas distantes a los que habita N. macrocephala. Ademas, el
nuamero de flores y néctar que pueden ser ofrecidos a los polinizadores (sobre
todo el fenotipo de N. mezcalaensis) es superior al que ofrece N. macrocephala y
por ende los polinizadores deben preferir a los hibridos sobre esta especie.
Este es un factor determinante en la direccién del flujo génico y la permanencia
de N. macrocephala ya que no presenta reproduccion asexual (Arias et. al.,
1997) y el establecimiento de nuevos organismos es limitado por el bajo numero
de semillas por planta comparado con N. mezcalaensis y N. tetetzo decreciendo
la probabilidad de establecimiento de nuevos organismos y afectando su tasa de
crecimiento poblacional (Godinez-Alvarez, 2000 y Vilchis, 2000).

Ademas, en el estudio realizado por Alejos (2002), N. macrocephala fue
analizada con los criterios del Método de Evaluacion del Riesgo de Extincion de
las Especies Silvestres en México (MER) Nom-059-ECOL-2001, que evalta la
distribucién de la especie, el efecto del habitat sobre su desarrollo, la
vulnerabilidad de acuerdo a su estrategia de reproduccion asi como, el impacto
de la actividad humana sobre su desarrollo y el resultado indica que esta
especie se encuentra en peligro de extincién, a pesar de que presenta
variabilidad genética (Alejos, 2002).

El nimero de generaciones para excluir a N. macrocephala, no puede ser
determinado, ya que son especies muy longevas (viven alrededor de 200 afos) y
sobre todo por que influyen muchos factores como las barreras reproductivas o
adaptacién de un polinizador diferente y el proceso puede llevar cientos o miles
de afnos (Carney et al., 2000; Levin, 1996). Aun cuando podrian permanecer los
tres genotipos por un periodo de tiempo indeterminado, la seleccién natural
puede favorecer a uno y se puede formar una nueva especie por colonizacion de

otro habitat o existir un polinizador diferente para los hibridos como los colibries



y las abejas que pueden polinizar en bajo porcentaje las flores de las especies
parentales (Valiente-Banuet et al, 1997). El efecto final dependera de las
preferencias de habitat del hibrido, su vigor, de las caracteristicas de historia de
vida de las especies y la formacién de barreras reproductivas (Dobzhansky ef al.,
1980 y Levin, 1996). No obstante, existen hibridos con secuencias nucleares
homogéneas y la especiacion parece ser un proceso en potencia que debe ser
considerado asi como la exclusion de N. macrocephala, ya que los genotipos
que de otra forma requeririan de miles de generaciones en las zonas hibridas

pueden limitarse a unas cuantas (Barton y Hewiit, 1985).

Asimismo, el estudio de la variabilidad genética permite entender la
estructura genética de las poblaciones, las posibilidades de sobrevivencia y el
potencial evolutivo de una especie (Frankham, 1996). Conociendo estos factores
se pueden establecer estrategias para fomentar su estado de conservacién que
de acuerdo a sus caracteristicas intrinsecas, es necesario en el caso de N.
macrocephala. Una alternativa viable es la conservacion ex situ mediante
bancos del germoplasma que permitan a largo plazo realizar una conservacién

In situ, con la reintroduccion de los organismos.



CONCL?I'SIONES
El proceso de hibridacion ha sido estudiado en muy pocas especies

longevas, sin embargo es claro que este proceso tiene relevancia en el proceso
evolutivo y de especiacion de angiospermas. En este trabajo, se encontraron
individuos con secuencias mosaico en la region nuclear, similitud genética con
N. mezcalaensis y N. macrocephala y alto flujo génico entre ellos que fue
evidente por haplotipos constantes en algunos individuos. Se consideraron
hibridos fértiles con base en el tamafo del genoma, la viabilidad del polen y los
datos moleculares obtenidos. La hibridacion es bifiletica pero, por

las caracteristicas intrinsecas de las especies parentales los hibridos
con fenotipo de N. mezcalaensis tienen mayor adecuacién por la capacidad de
responder a factores ambientales y la eficacia reproductiva que

les permiten un establecimiento méas exitoso. Estos hibridos
pueden tener una ventaja adaptativa sobre N. macrocephala y puede ser viable
un proceso de especiacion a partir del fenotipo de N. mezcalaensis.

Los hibridos que fueronanalizados
“molecularmente” en este trabajo no se habian descrito anteriormente y es
necesaria su descripcion y aceptacién taxonémica. Asi mismo, de acuerdo a la
variacién nucleotidica de la regidbn nuclear, N. macrocephala guarda poca
relacién con las especies de su género y presenta mas similitud genética con C.
columna ftrajani, por lo que es deseable reconsiderar la permanencia de N.

macrocephala en el género Neobuxbaumia.
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APENDICE 1

LOCALIZACION GEOGRAFICA DE LOS POSIBLES HiBRIDOS ANALIZADOS.

Fenotipo Localizacidn
H1 SJR Hibrido tipo 1 18219” 46’
97°35” 46’
H 2 SJR Hibrido tipo 2 18219” 45’
97°35” 47’
H 3 SJR Hibrido tipo 2 18219” 45’
97°35” 47’
H 4 SJR Hibrido tipo 2 18219” 43’
97235” 45’
H 5 SJR Hibrido tipo 1 18219” 43’
97°35” 45°
H 6 SJR Hibrido tipo 2 18219” 45’
97°35” 47’
H7 SJR Hibrido tipo 2 18219” 46’
97°35” 46’
H 8 SJR Hibrido tipo 2 18219” 46’
97°35” 46’
H 9 SJR Hibrido tipo 2 18219” 44
97°33” 58’
H10 SJR Hibrido tipo 1 18219” 36’
97°33” 51’
H 11 SM Hibrido tipo 2 18214” 46’
97232” 51’
H 12 SM Hibrido tipo 2 18214” 37’
97°32” 47
H 13 SM Hibrido tipo 2 18214” 43’
97°32” 49’
H 14 SM Hibrido tipo 2 18214” 46’
97232” 49’
H 15 SM Hibrido tipo 1 18214” 45’
97°32” 49’
H 16 SM Hibrido tipo 1 18214” 44’
97232” 49’
H17 SM Hibrido tipo 2 18214” 44’
97°32” 49’
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APENDICE 2

EXTRACCION DE ADN
Dellaporta (1983) con modificaciones

Macerar muestra con nitrogeno liquido hasta pulverizar.
1. Agregar 500 pl de buffer de mercaptoetanol (Tris 100mM, EDTA 50mM,
NaCl 500 mM y mercaptoetanol 10 mM), a un tubo de 1.5 ml.

2. Anadir 1g muestra.

3. Agregar 34 ul de SDS al 20% y agitar.

4. Mantener en bafo de inmersion 10 min a 65<C.

5. Agregar 167 pul de acetato de potasio 5M, agitar.

6. Mantener 20 min en hielo o en congelador a —20<C.

7. Centrifugar a 14,000 rpm durante 20 min.

8. Pasar el sobrenadante a otro tubo con 350 ul de isopropanol.
9. Mantener a —20°C por 30 min.

10.  Centrifugar a 14,000 rpm durante 15 min.

11.  Decantar el sobrenadante y secar la orilla del tuvo con papel.
12.  Resuspender la pastilla en 600 ul de agua destilada estéril.
13.  Agregar 500 pl de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico 24:1:1.
14.  Agitar por inversion, y dejar de 2- 5 min y volver a agitar.

15.  Centrifugar a 14,000 rpm durante 20 min

16.  Recobrar la fase acuosa ( aprox. 500 pl)

17.  Agregar 50ul de acetato de Sodio 3 M, agitar.

18.  Agregar 1 ml de etanol absoluto.y agitar.

19.  Mantener 60 min a —20<C.

20.  Centrifugar a 14,000 rpm por 30 min.

21.  Lavar con etanol al 70%

22. Decantar el etanol y secar la orilla del tubo con papel.

23.  Resuspender la pastilla resultante en 50ul de agua estéril o Tris-HCL
10mM
pH 8.5.
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E3

PREPARACION DE MUESTRAS PARA DETERMINAR EL CONTENIDO

DE ADN NUCLEAR

Pesar 3 mg de hojas jovenes sin nervadura de la planta de

referencia internas y 550 mg de tejido del parénquima de la planta
problema.

Picar finamente con una navaja de rasurar ambas muestras en una caja
petri con 3 ml de solucién Otto 1 (acido citrico 0.1M y 0.5% de Tween
20).

Incubar 10 min a temperatura ambiente vy filtrar con malla nylon de 50 um.
Centrifugar el filtrado a 1,000 rpm durante 3 min y eliminar el sobrenadante.
Resuspender los nucleos en 1 ml de solucion Otto.

Centrifugar a 1,000 rpm durante 3 min y eliminar el sobrenadante.
Resuspender los nucleos en 0.5 ml de solucién Otto1.

Anadir 2ml de solucién Otto2 (0.4 M NaoHPO4, fosfato monobasico

de sodio), e incubar 15 min a temperatura ambiente.

Agregar 125 ul de RNAsa y 125 ul de Pl (ioduro de propidio).

Leer con citémetro de flujo.
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