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RESUMEN

Este estudio analiza la diversidad genética y el flujo génico poblacional en dos
especies de cactaceas endémicas del Valle de Tehuacan-Cuicatlan: Mammillaria napina, de
distribucion restringida, con poblaciones aisladas y tamafos poblacionales pequenos, y M.
sphacelata cuya distribucion es amplia dentro de este valle, sus poblaciones son casi
continuas y los tamafios poblacionales son relativamente mas grandes que los de M. napina.
En total se recolectaron 193 muestras de tejido de 87 individuos de M. napina de cuatro
localidades y de 106 genetos de M. sphacelata de cinco localidades. En cada sitio de M.
napina se determind la densidad poblacional usando un método de muestreo dirigido,
mediante cuadros de 1 m” En el caso de M. sphacelata se us6 un método sistematico,
trazando cuadros de 100 m?. Para M. napina se calculo el indice de agregacion de Lloyd a
partir de los datos de densidad. Los genotipos individuales se determinaron con base en tres
loci de microsatélites, y con esta informacion se estimoé: heterocigosidad observada (Ho) y
esperada (He), desviaciones con respecto al equilibrio Hardy-Weinberg, indices F de
Wright, asi como flujo de genes (Nm) y se efectuaron analisis moleculares de varianza
(AMOVA). M. napina present6 densidades poblacionales entre 1.53 y 4.54 ind. / m®, el
tamafio promedio de las plantas por poblacion fluctu6 de 3.39 a 3.74 cm de diametro. Esta
especie presentd distribucion agregada en tres de las cuatro localidades analizadas. Su
diversidad genética fue moderada-alta, con un promedio de Ho = 0.58. Ademas, ninguna de
sus poblaciones estuvo en equilibrio Hardy-Weinberg, se encontré un elevado nivel de
endogamia (Fig = 0.3313), un bajo indice de diferenciacion (Fst = 0.0910) y presencia de
flujo génico (Nm > 1). Es decir, M. napina present6 una baja estructuracion poblacional.

Por su parte, M. sphacelata presenté densidades poblacionales altamente variables, de 2.8 a
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34 genetos / 100 m?. De la misma forma, el area de cobertura de los genetos fluctu6 desde 6
hasta 1447 cm?. En este caso, la diversidad genética fue alta, con un promedio de Ho =
0.67. La localidad de San Pedro no se encontré en equilibrio Hardy-Weinberg,
posiblemente debido al elevado indice de endogamia que presentd (Fis = 0.2542). La
localidad de Tilapa present6 el valor de endogamia més alto (Fis = 0.5392) y un tamafo
poblacional de sélo 18 genetos. En todas las localidades el indice de diferenciacion fue bajo
(Fst = 0.1035), con presencia de flujo génico (Nm > 1), indicando también una baja
estructuracion genética. En ambas especies, el AMOVA indicd que la mayor proporcion de
la variacidon genética se presenta entre el total de los individuos, seguida por la que ocurre
entre los individuos dentro de las poblaciones, lo cual apoya el supuesto de escasa
estructuracion genética. M. napina y M. sphacelata presentan valores de diversidad
genética y alélica similares a los valores documentados para otras especies pertenecientes a
la familia Cactaceae y al género Mammillaria. Debido a la movilidad limitada de polen y
semillas que supuestamente presenta la especie M. napina, los altos valores estimados de
flujo de genes podrian ser el reflejo de eventos de historicos de dispersion mas no de
eventos recientes. Los resultados de este estudio permiten caracterizar a las poblaciones de
estas dos especies desde el punto de vista genético y sirven como antecedente para futuros

estudios sobre conservacion y manejo de estas especies endémicas.
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ABSTRACT

This study analyzes the genetic diversity and gene flow in populations of two
endemic cactus species of the Tehuacan-Cuicatlan Valley: Mammillaria napina with
restricted distribution of isolated and small populations, and M. sphacelata which has wider
distribution within this valley, with almost continuous and larger populations. A total of
193 tissue samples were collected from 87 M. napina individuals from four sites, and 106
M. sphacelata genets from five sites. To determine population density in every site of M.
napina we used a purposive sampling method through squares of 1 m?. In the case of M.
sphacelata we used a systematic sampling method through quadrats of 100 m?. The Lloyd
aggregation index was calculated for M. napina density data. Individual genotypes were
characterized from three microsatellite loci and with this information the following
parameters were calculated: observed heterozygosity (Ho), expected heterozygosity (He),
deviation from Hardy-Weinberg equilibrium, Wright's F indices, gene flow (Nm) and
analysis of molecular variance (AMOVA). M. napina had population densities between
1.53 and 4.54 ind. / m?, and average plant sizes per site ranged from 3.39 to 3.74 cm in
diameter. This species presented aggregate distribution in three of the four sites analyzed.
Its genetic diversity was moderately high, with an average Ho = 0.58. Furthermore, none of
their populations were at Hardy-Weinberg equilibrium, a high average levels of inbreeding
(Fis = 0.3313), low differentiation index (Fsr = 0.0910) and presence of gene flow (Nm >
1) were observed. That is, M. napina presented a low population structure. Meanwhile, M.
sphacelata had highly variable population densities, ranging from 2.8 to 34 genets / 100 m”.
In the same way, genet covering areas fluctuate from 6 to 1447 cm?. In this case, genetic

diversity was high, with an average Ho = 0.67. The population of San Pedro was not in
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Hardy-Weinberg equilibrium, probably due to the high level of inbreeding (Fis = 0.2542).
The population of Tilapa presented the highest value of inbreeding (Fis = 0.5392) and a
population size of only 18 genets. Differentiation index was low (Fsy = 0.1035) and gene
flow high (Nm > 1) at all sites, indicating low population structure. In both species, the
AMOVA indicated that the largest proportion of the variation occurs among all individuals,
followed by the variation occurring among individuals within populations, which supports
the assumption of null genetic structure. M. napina and M. sphacelata have genetic and
allelic diversity values that are similar to the values reported for other species belonging to
the Cactaceae family and the Mammillaria genus. Due to the mobility limitations supposed
for M. napina, the observed values of gene flow may reflect historical more than recent
pollen or seed dispersal events. Results of this study help to genetically characterize the
populations of these two species and serve as background for future studies on the

conservation of these endemic species.
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INTRODUCCION

El Valle de Tehuacan-Cuicatlan es una region arida ubicada en el centro de México
que se distingue por sus caracteristicas ambientales, su ubicacion intertropical y su
compleja historia geologica. Estos factores han permitido el establecimiento de una enorme
diversidad de especies vegetales, incluyendo una cantidad elevada de endemismos
(Méndez-Larios et al. 2004). Por tratarse de una region arida, la familia Cactaceae es una de
las méas diversas (81 especies) y con una de las tasas de endemismo mas alta (20 especies)
(Arias-Montes et al. 1997). En particular, el género Mammillaria contribuye a la diversidad
de esta familia con 22 especies, nueve de las cuales son endémicas al valle (Arias-Montes

et al. 1997).

A pesar de su riqueza excepcional, son varias las especies del género Mammillaria
que se consideran raras debido a que presentan un area de distribucion restringida y
tamafios poblacionales pequefios (Peters y Martorell 2001). La rareza, como atributo
particular de algunas especies, puede conjugarse con el deterioro ambiental y poblacional
ocasionado por actividades productivas del hombre (e.g., agricultura y ganaderia), por la
extraccion indiscriminada de individuos y por la destruccion del habitat. En el Valle de
Tehuacan-Cuicatlan, la combinacion de estos factores amenaza la supervivencia de
especies particulares de Mammillaria (Martorell y Peters 2005, 2009). Considerando el
peligro de extincidon que experimentan, son pocas las especies de este género que se
incluyen en los listados de especies bajo proteccion, en alguna categoria de riesgo. La
Norma Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010 (Proteccion Ambiental - Especies

nativas de México de Flora y Fauna Silvestre) incluye 103 especies de Mammillaria en



todo el pais, 25 de las cuales son consideradas como amenazadas y 10 en peligro de
extincion (DOF 2010). Por su parte, la lista roja de la IUCN (2010) incluye 34 especies de
este género: 21 se consideran en alguna de las cinco categorias de mayor riesgo
(vulnerable, amenazada, criticamente amenazada, extinta en estado silvestre o extinta), 12

se consideran en la categoria de preocupacion menor y una presenta datos insuficientes.

El Método de Evaluacion del Riesgo de Extincion de Especies Silvestres en México
(MER) es la principal herramienta para incluir y asignar a las especies dentro de las
diferentes categorias de riesgo de la Norma Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-
2010 (DOF 2010). Desde su aparicion en la Norma Oficial Mexicana previa, NOM-059-
ECOL-2001 (DOF 2002), el MER ha considerado atributos demograficos y ecologicos, asi
como el impacto de las actividades humanas sobre las especies (Tambutti et al. 2001), pero
no toma en cuenta ningin parametro de genética de poblaciones. En particular, la
informacion sobre genética de poblaciones es relevante en el caso de las especies con
poblaciones pequefias, debido a que habitualmente presentan una baja variabilidad genética
y niveles de endogamia altos, lo cual suele relacionarse con un bajo potencial adaptativo
(Willi et al. 2006). Ciertos procesos deterministicos y aleatorios como los cuellos de botella
y la deriva génica son sefialados como responsables de la reduccion de la variabilidad
genética y el aumento de la endogamia en poblaciones pequeiias (Ellstrand y Elam 1993).
La pérdida de potencial adaptativo es un peligro para la supervivencia de cualquier especie

cuando afecta su capacidad para responder a los cambios ambientales (Willi et al. 2006).

Sin embargo, los estudios realizados en poblaciones de especies raras no han
encontrado una correspondencia clara entre los atributos demograficos y los genéticos.

Desde el punto de vista demografico, las especies raras generalmente presentan tasas de
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crecimiento bajas y limitaciones importantes en su reproduccion, mientras que su
variabilidad genética presenta valores heterogéneos en cuanto a numero de loci
polimérficos y nimero de alelos por locus, entre otros parametros (Esparza-Olguin 2004).
Ante este escenario, se ha sugerido que las diferencias y afinidades ecologicas y
filogenéticas podrian tener mayor relevancia para establecer un analisis comparativo

(Esparza-Olguin 2004), puesto que la rareza es un concepto artificial.

Hoy en dia, las técnicas de andlisis de la genética molecular son herramientas que
permiten identificar el polimorfismo que existe entre los individuos y son ftiles para
estimar la variabilidad genética a nivel de poblaciones o de especies (Haig 1998, Parker et
al. 1998, Avise 2004, Selkoe y Toonen 2006). La comparacion de los atributos genéticos
(e.g. diversidad genética, flujo génico poblacional) entre una especie de distribucion
limitada y una especie emparentada de distribucion amplia, permite detectar factores de
riesgo y contribuye a la toma de decisiones sobre su manejo y conservacion (Gibson et al.
2008). En este contexto, el presente estudio analiza la diversidad genética y el flujo génico
en poblaciones de dos especies endémicas del Valle de Tehuacan-Cuicatlan, las cuales
presentan diferencias en la amplitud de su distribucion geografica y en su densidad
poblacional. La especie M. napina Purpus tiene un area de distribucion restringida, bajas
densidades poblacionales y se considera como amenazada por la Norma Oficial Mexicana
NOM-059-SEMARNAT-2010 (DOF 2010). En contraste, M. sphacelata Martius tiene un
area de distribucion mas amplia, densidades poblacionales altas y no se considera en alguna

categoria de riesgo.



ANTECEDENTES.

La presente tesis se enmarca en el campo de la genética de la conservacion. De
forma mas general, la biologia de la conservacion es un area que integra el conocimiento de
disciplinas como la demografia, la ecologia y la genética para evaluar el riesgo de extincion
en especies susceptibles a desaparecer (Primack 2002, Ferriere et al. 2004). A continuacion
se presentan algunos estudios que se han realizado en especies emparentadas con M. napina
y M. sphacelata, tanto en el Valle de Tehuacan-Cuicatlan como en otras zonas aridas del
pais. Los trabajos se presentan de forma separada, de acuerdo a la disciplina que se
involucra. Posteriormente, se sefialan los principales factores ecoldgicos y de historia de
vida que se han relacionado con los niveles de diversidad genética y flujo de genes en
especies vegetales. Finalmente, se presentan algunos trabajos sobre genética de poblaciones

en especies de la familia Cactaceae y del género Mammillaria.

Demografia. El analisis demografico permite identificar vulnerabilidades en
términos de tamafios poblacionales, crecimiento, supervivencia y reclutamiento de
individuos, asi como sus fluctuaciones temporales (Schemske et al. 1994). Algunas
especies del género Mammillaria, como M. pectinifera, M. crucigera y M. huitzilopochtli,
han sido monitoreadas durante un afio o mas, para evaluar su estado de conservacion a
través de su dindmica poblacional. En estos estudios se sefiald la existencia de tamafios
poblacionales pequefios, poblaciones aisladas y se estimaron valores de A menores a uno, lo
cual es indicio de un decremento de los tamafios poblacionales (Contreras y Valverde 2002,

Valverde y Zavala-Hurtado 2006, Flores-Martinez et al. 2010).



Ecologia. Los trabajos de tipo ecoldgico, realizados en especies del género
Mammillaria, han identificado algunos factores que contribuyen al establecimiento de
plantulas (Peters et al. 2008), los requerimientos particulares de habitat de algunas especies
(Zavala-Hurtado y Valverde 2003), la adaptacion de algunas especies a ambientes con
temperaturas extremas viviendo en penascos (Martorell y Patifio 2006), asi como el valor

adaptativo de la dispersion de semillas almacenadas por las mismas plantas (Peters et al.

2009).

Genetica. La genética de la conservacion analiza factores y procesos que reducen la
heterocigosidad o la diversidad genética, incrementando la endogamia (Frankham 1995,
2003, 2005, Frankham et al. 2002, Allendorf y Luikart 2007). Los procesos demograficos
como cuellos de botella reducen aceleradamente el tamafio poblacional y presentan
consecuencias drasticas sobre la heterocigosidad de las especies con un alto grado de
endemismo, de las especies con poblaciones pequefias y de las especies de distribucion

restringida (Willi et al. 2006).

Autores como Schemske y colaboradores (1994) han abordado de forma conjunta
los aspectos demograficos y genéticos para la conservacion de especies raras y amenazadas.
Recientemente, Gonzalez Romero (2010) realiz6 una evaluacion preliminar del estado de
conservacion de M. napina en tres localidades, aplicando el Método de Evaluacion del
Riesgo de Extincion en México (MER) de la Norma Oficial Mexicana NOM-059-ECOL-
2001 (DOF 2002). Los resultados obtenidos indican que las tres localidades analizadas
deben considerarse en la categoria de “Peligro de Extincion” (P) y sefiala que la
combinacion de ciertos factores ambientales y presiones originadas por el hombre podrian

llevar a la extincion local de algunas de sus poblaciones.



Factores que afectan la diversidad genética y el flujo de genes. Varios autores han
estudiado los factores ecologicos (Loveless y Hamrick 1984) y de historia de vida
(Hamrick y Godt 1995, 1996) que afectan la diversidad genética y el flujo génico
poblacional en plantas con semilla. Entre los factores reconocidos que afectan la diversidad
genética se encuentran la forma de vida (hierba, arbusto o arbol), el tamafio poblacional, el
tipo de reproduccion (sexual o asexual) y el sistema reproductivo (autofecundacion,
fecundacion cruzada o mixta); mientras que los sindromes de dispersion de polen y de
semillas, asi como el tamafio y los limites de distribucion de las poblaciones afectan la
cantidad y la calidad del flujo de genes (Loveless y Hamrick 1984, Falk y Holsinger 1991,
Hamrick y Godt 1995, 1996). En el Cuadro 1 se resumen los principales factores
ecoldgicos y de historia de vida que pueden afectar la diversidad genética y el flujo génico
poblacional de M. napina y M. sphacelata. Los atributos de las especies que se presentan
en este cuadro se obtuvieron de fuentes bibliograficas (Bravo-Hollis 1978, Bravo-Hollis y
Sanchez-Mejorada 1991a, 1991b, Arias-Montes et al. 1997, Anderson et al. 2001, Godinez-
Alvarez et al. 2003, Fenster et al. 2004) y de observaciones realizadas en campo durante el

desarrollo de esta tesis.

Diversidad genética y flujo de genes en especies de Cactaceas. Si se compara con
otros grupos de plantas, la informacion sobre diversidad genética en especies de cactaceas
es escasa y la mayor parte de estos trabajos se concentran en especies columnares que se
han analizado usando marcadores bioquimicos como las aloenzimas (Hamrick et al. 2002).
En comparacion con otras plantas lefiosas, perennes y polinizadas por animales, algunas
cactaceas columnares son ricas en loci polimorficos y en alelos por locus polimoérfico, pero

tienen una diversidad genética moderada debido a la prevalencia de un solo tipo de alelo



comun y de pocos alelos raros (Hamrick et al. 2002, Nassar et al. 2002, Nassar et al. 2003).
En el caso de especies globosas como Melocactus curvispinus, el uso de marcadores
genéticos de tipo aloenzimas también muestra niveles de heterocigosidad moderados a
nivel macrogeografico y regional. Estos niveles de heterocigosidad se atribuyen a valores
elevados de endogamia, ocasionada por factores tales como la dispersion limitada de polen
y semillas como consecuencia del tamafio de sus polinizadores y dispersores, la baja

proporcion de entrecruzamiento y la deriva génica (Nassar et al. 2001).

Cuadro 1. Atributos demograficos, de distribucion y de historia de vida de las especies
estudiadas.

Atributo M. napina M. sphacelata
Tipo de reproduccion Sexual (+,+) Asse:;?alll( (+_’,J:_))
Sistema reproductivo Cruzado (+,+) Cruzado (+,+)
Tamafo poblacional Pequeio (—,—) Grande (+,+)
Banco de semillas (serotinia) Presente (+,—) Ausente (—,+)
Sindrome de polinizacién Insectos (—,—) Insectos (—,—)
Sindrome de dispersion Pasiva (—,—) Zoocoria (+,+)
Area de distribucién Limitada (—,—) Amplia (+,+)
Tipo de distribucion Aislada (—,—) Casi continua (+,+)

Los signos positivos o negativos anotados entre paréntesis corresponden a la diversidad genética y al
flujo de genes que se esperan, de acuerdo con observaciones realizadas en especies con caracteristicas
ecoldgicas y de historia de vida semejantes a las de M. napina y M. sphacelata (Loveless y Hamrick
1984, Falk y Holsinger 1991, Hamrick y Godt 1995, 1996, Bravo-Hollis 1978, Bravo-Hollis y
Sanchez-Mejorada 1991a, 1991b, Arias-Montes et al. 1997, Anderson et al. 2001, Godinez-Alvarez et
al. 2003, Fenster et al. 2004).



Los marcadores moleculares de ADN de tipo microsatélite se han desarrollado
recientemente para un numero reducido de especies de la familia Cactaceae, incluyendo a
Polaskia chichipe (Otero-Arnaiz et al. 2004), Astrophytum asterias (Terry et al. 2006),
Opuntia echios (Helsen et al. 2007), Echinocactus grusonii (Hardesty et al. 2008),
Mammillaria crucigera (Soldorzano et al. 2009) y Stenocererus pruinosus (Parra et al.
2010). Para estas especies, la heterocigosidad observada (Ho) presenta valores altamente

variables, que van de 0.09 a 0.967, dependiendo de la especie y del locus en cuestion.



HIPOTESIS

Debido a la distribucion discontinua y al tamafio relativamente pequefio de las
poblaciones de la especie M. napina, se esperaria que la diversidad genética y el flujo
génico fueran bajos y su estructuracion genética alta. En contraste, en el caso de M.
sphacelata, que tiene una distribucion casi continua y sus poblaciones son relativamente
grandes, se esperarian niveles de diversidad genética y flujo génico mas altos, pero una

estructuracion poblacional més baja.

OBJETIVO GENERAL:

e Analizar los atributos genéticos poblacionales de las especies Mammillaria napina y
Mammillaria sphacelata, endémicas del Valle de Tehuacan-Cuicatlan, con el fin de
contribuir al conocimiento de los factores y procesos que afectan la composicion y el

flujo de genes dentro y entre poblaciones de especies con distribucion limitada.

— OBJETIVO PARTICULAR:

e Estimar y contrastar la diversidad genética y el flujo génico poblacional de las especies
M. napina y de M. sphacelata, con el fin de identificar posibles efectos de los limites
de distribucion geografica y de las densidades poblacionales que caracterizan a cada

una de estas dos especies.



AREA DE ESTUDIO

El Valle de Tehuacan-Cuicatlan es la regién xerofitica mas meridional de México,
se ubica en el centro del pais entre los estados de Puebla y Oaxaca (Fig. 1). Su extension es
de 6472 km® y los tipos de clima mejor representados aqui son los aridos, semiaridos y
templados. Esta composicion climdtica es resultado de la sombra orografica de las cadenas
montafiosas que rodean al valle (Arriaga et al. 2000). La topografia estd conformada por
lomerios con suelos calizos poco profundos, debido a la erosion hidrica y edlica. La
vegetacion que predomina es la selva baja caducifolia, seguida en cobertura por las areas
dedicadas a la agricultura y al pastoreo, por el bosque de encino, por diferentes tipos de
matorral y otros tipos de vegetacion (Arriaga et al. 2000). Valiente-Banuet y colaboradores
(2000) distinguen 29 asociaciones vegetales agrupadas en seis categorias. Las cactaceas
columnares son especies dominantes dentro de asociaciones vegetales como: jiotillal,
cardonal, tetechera o chichipera. En otras asociaciones vegetales las cactaceas ocupan un
lugar menos preponderante, como la selva baja, el bosque, el izotal y el matorral (Valiente-

Banuet et al. 2000).

El Valle de Tehuacan-Cuicatlan es una region de alta diversidad biologica que
cuenta con mas de 2500 especies vegetales, de las cuales se han identificado 1910 especies
como pertenecientes a comunidades xerdfilas y un total de 207 especies se consideran
como endémicas (Méndez-Larios et al. 2004). Las familias botanicas mejor representadas
en el Valle son: Asteraceae (345), Fabaceae (290), Poaceae (215), Labiatae (95), Cactaceae
(81) y Orchidaceae (60). Por su parte, las familias con un mayor numero de especies

endémicas son: Cactaceae (28), Crassulaceae (25) y Lamiaceae (18) (Déavila et al. 2002).
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Figura 1. Ubicacion del Valle de Tehuacan-Cuicatlan y distribucion de localidades de recolecta

(figuras solidas) y localidades referenciadas (figuras abiertas).

11



ESPECIES ESTUDIADAS

El género Mammillaria es uno de los mas diversos y representativos de la familia
Cactaceae. Este género estd conformado por plantas pequefias, de formas globosas,
globoso-deprimidas hasta cilindricas, que pueden presentar tallos simples o ramificados.
Sus flores suelen ser pequefias, de 5-10 mm de diametro, de numero variable y
habitualmente crecen formando una corona. Una caracteristica distintiva del género son las
mamilas o tubérculos, sin surco longitudinal, que crecen de forma espiralada sobre sus
tallos. Las aréolas en este género son bipartidas: en las axilas producen flores y en el apice

de las mamilas producen espinas y lana (Arias-Montes et al. 1997).

Mammillaria napina es una planta de 4 a 6 centimetros de ancho, sus tallos son
simples, de forma globoso-deprimida y su raiz tiene forma de nabo. Esta especie presenta
de 10 a 12 espinas radiales, a veces pectinadas, y raramente espinas centrales (Fig. 2). Las
flores de M. napina miden hasta 4 cm y son ligeramente campanuladas, presentan pétalos
de color rosa claro con una linea media longitudinal de color rosa purpura; sus frutos se
desarrollan semiembebidos en las axilas (Arias-Montes et al. 1997). Esta caracteristica de
los frutos puede favorecer que sean retenidos y permanezcan por un aiio o mas después de
madurar entre las espinas (serotinia; Boke 1960), formando bancos de semillas (Peter et al.

2009).

La distribucion de M. napina se restringe a poblaciones aisladas que se desarrollan
sobre lomerios con poca pendiente, sobre suelos calizos y pedregosos, entre los 1700 y los
2400 msnm (Arias-Montes et al. 1997, Guzman et al. 2003). Las poblaciones que han sido

. . , ’ <7 2
objeto de estudios demograficos reportan un area de ocupacion menor a 800 m®, su
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distribucion es muy limitada y las plantas se encuentran dispersas entre si (Alvarez-Espino
et al. 2008). Esta especie es endémica al Valle de Tehuacan-Cuicatldn y se considera como
amenazada por la Norma Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010 (DOF 2010),
pero no aparece en ninguna categoria de riesgo en la lista roja de la Unidn Internacional

para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN 2010).

Figura 2. Individuo de M. napina.
Fotografia tomada en campo que muestra:

1) boton floral y 2) perianto seco.

Mammillaria sphacelata tiene tallos cilindricos, de 1.5 a 4 centimetros de ancho,
que pueden ser erectos o decumbentes. Sus flores son pequefias, de color purpura a rojo
carmin, sus frutos son de color rojo brillante y tienen forma de chile (Fig. 3). Presenta de
10 a 15 espinas radiales blanquecinas, que llegan a ser de color pardo a rojizo en el apice
del tallo. Su distribucién es casi continua a lo largo del VTC, entre los 900 y los 2100
metros de altitud (Arias-Montes et al. 1997). El habito de crecimiento de esta planta es
cespitoso o clonal, formando rametos y genetos. Los rametos son organismos modulares
independientes y los genetos son organismos que proceden de un mismo cigoto o de la
reproduccion asexual de un rameto, por lo que presentan identidad genética (Arizaga y
Ezcurra 2002). Esta especie no se encuentra en ninguna categoria de riesgo nacional (DOF

2010) ni internacional (IUCN 2010).
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Figura 3. Plantas de M. sphacelata: a) rameto con flor;

b) geneto conformado por varios rametos que exhiben:

1) botones florales y 2) frutos maduros.
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METODOS

TRABAJO DE CAMPO

Ubicacion de localidades. Las localidades de recolecta se ubicaron a partir de
registros de ejemplares depositados en el Herbario Nacional (MEXU) y de comunicaciones
personales con especialistas en cactdceas. Para todas las localidades de colecta se
registraron las coordenadas en campo, mediante un dispositivo GPS. Todas las coordenadas
obtenidas directamente en campo y de otras fuentes se introdujeron en el Sistema de
Informacion Geografica ArcView GIS ver. 3.1 (ESRI), para proyectarlas sobre un mapa
digital del Valle de Tehuacan-Cuicatlan y obtener la distribucion de las dos especies
estudiadas (véase Figura 1). En total se obtuvieron registros de 28 localidades, de las cuales

17 corresponden a M. sphacelata y 11 a M. napina.

Colecta de tejido. Se ubicaron cuatro localidades de colecta de M. napina: Canada
Morelos I, Cafiada Morelos II, Santa Ana Teloxtoc y Xochiltepec. En el caso de M.
sphacelata se ubicaron cinco localidades: San Lucas El Viejo, Calipan, Tilapa, El Riego y
San Pedro. En cada sitio se tomo6 un minimo de 20 individuos o genetos para la colecta de
tejido vegetativo fresco (5—-10 mamilas / individuo), con excepcidon de Tilapa donde solo se
encontraron 18 genetos o grupos de clones. El tejido se preservo en nitrégeno liquido en

campo Yy se traslado al laboratorio donde se mantuvo a —70 °C.

La especie M. sphacelata ramifica desde la base, por lo que los grupos de clones se

contabilizaron como individuos (genetos) s6lo cuando existia una clara separacion entre las
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raices de sus rametos. Considerando lo anterior, las muestras de tejido se tomaron de un

solo rameto por cada geneto.

También se colectaron individuos completos de las dos especies, los cuales se
depositaron en el Herbario Nacional (MEXU) para ser herborizados. El Dr. Salvador Arias
Montes (Jardin Botanico, Instituto de Biologia, UNAM) determind las especies colectadas

a partir de los ejemplares herborizados y de fotografias de plantas tomadas en campo.

Densidad poblacional. Este parametro se tom6 como un estimador del tamafio
poblacional. Para M. napina la densidad se estimo aplicando un muestreo dirigido, que
consistio en el trazo de cuadros de 1 m”. El vértice de cada cuadro se ubicé a partir de la
primera planta localizada, orientando el trazo para incluir el mayor numero posible de
plantas. El nimero de cuadros que se muestrearon fue variable para cada localidad (13—17

cuadros), debido al nimero de plantas y al tamafio del area que ocupaban.

Para M. sphacelata se realizd un muestreo sistematico usando cinco cuadros de 100
m” (10 X 10 m), los cuales se trazaron de forma alterna a partir de una linea recta orientada
con la pendiente del terreno (de menor a mayor altitud) y con una separacion de cinco
metros entre cuadros. En la localidad de Tilapa se realizé un conteo total de los genetos que
ahi se encontraron, los cuales abarcaban un area de 7 x 7.6 m. En las localidades de

Calipan, San Pedro y Tilapa se midi6 el diametro mayor y menor de cada geneto.

Las diferencias en el area de ocupacion, tamafio de las plantas y habito de
crecimiento de estas dos especies dificultan una comparacion en términos demograficos y
justifican la diferencia en las unidades de muestreo. La cobertura de las plantas de M.

sphacelata es un parametro que nos permite representar las diferencias de tamafio y nimero
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de rametos por geneto, la cual se calcul6 usando la férmula del area de una elipse: A= - a

- b, donde a y b representan el radio menor y el radio mayor del geneto.

TRABAJO DE LABORATORIO

Aislamiento de ADN gendmico total. Se procesaron 193 muestras de tejido
vegetativo, de las cuales 87 pertenecen a individuos de M. napina y 106 a rametos de M.
sphacelata. Se retiraron las areolas y las espinas para tomar de 100 a 200 mg de tejido por
individuo. El tejido se lavo con agua destilada para retirar impurezas y se macerd con
nitrogeno liquido en morteros de porcelana, hasta obtener un polvo fino. El resto del
aislamiento de ADN se realizo siguiendo el procedimiento indicado en el sistema comercial
DNeasy Plant Minikit de QIAGEN ®. La presencia de ADN se verifico mediante

electroforesis en gel de agarosa al 0.8%, tefiiddo con bromuro de etidio.

Condiciones de amplificacion de fragmentos y electroforesis capilar. Se ensayaron
siete loci de microsatélites desarrollados para la especie M. crucigera (Solérzano et al.
2009). Cuatro loci mostraron una amplificacion positiva y resultados repetibles (Cuadro 2).
Los oligonucleotidos “forward” (direccion 5°-3), se identificaron como ,primer F*“y los
oligonucledtidos “reverse” (direccion 3°-5°) como ,,pnmer R*. Las reacciones de
amplificacion de fragmentos se realizaron usando la técnica de PCR, en un termociclador
Mastercycler® gradient (Eppendorf, USA), usando el siguiente programa: 1) ciclo inicial
de desnaturalizacion (95 °C / 3 min.); 2) 34 ciclos consistentes en: desnaturalizacion (94 °C
/ 10 seg.), alineamiento (Ta / 10 seg.) y extension (72 °C / 10 seg.); 3) ciclo final de
extension (72 °C / 3 min.). La temperatura de alineamiento (Ta) se ajusto para cada pareja
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de oligonucleodtidos (Cuadro 2). Las concentraciones finales de cada componente de la

reaccion fueron: Trizma-HCI [10 mM] pH 8.3, KCI [75 mM], MgCl, [2 mM], BSA

[0.08%], DNTPs [4 mM] (c/u), primer F [5 uM], primer R [5 uM], Taq polimerasa 1U y

ADN 5 - 20 ng, en un volumen final de 10 pL.

Cuadro 2. Lista de oligonucle6tidos ensayados. Oligonucleétidos disefiados previamente para la especie
M. crucigera por Solorzano et al. (2009).

Locus Secuencia Ta (°C) Microsatélite Tamarno
F (FAM): TCTCACTGCCCGTTTTCTCT (CTTCTTCAT)2
MamVTC2 60 CTT(CT)2 C(T)14 183-197
R: ACGGTGATGGTGGGTGTTAT
F (NED): TACAGACGCCATAGGCAAAG (GA)5 CA(GA)7
MamVTC5 59 AA(GA)12 184-242
R: GGTGGAGATGAGGGACTGAA
F (FAM): TCGATTATCTGCTGCTTCCA (GA)15
MamVTC8 60 GGG(GAA)S 163-190
R: CCGAGAAAGCCCTAAAACCT
MV TC 12 F (NED): TGGGGAATGGGCTATGATTA . (TC)4 AT(TC)10 12240
(C)4 TC(TG)4

R: CGGCGTTTATTAGCCAATCT

Nombre del locus, secuencia del oligonucleétido (direccion y fluorocromo), temperatura de alineamiento (Ta),
Secuencia del microsatélite, tamafios observados de los alelos.

Una vez que se estandarizaron las condiciones de PCR se realiz6 la amplificacion de

las regiones de microsatélites usando el ,,pnmer F* respectivo marcado con alguno de los

fluorocromos NED o FAM (Cuadro 2). Posteriormente se realizd la lectura de los

fragmentos en el secuenciador ABI PRISM ™ 310 Genetic Analizer (Applied Biosystems,

California, USA) del Instituto de Biologia, UNAM. Los electroferogramas obtenidos se

visualizaron con el programa Peak Scanner v1.0 (Applied Biosystems), para identificar

alelos, generar los genotipos individuales y proceder con el analisis estadistico de los datos.
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ANALISIS ESTADISTICO

Densidad Poblacional e indice de Agregacion de Lloyd: La densidad de individuos
por localidad se calculd como el niimero promedio de plantas de M. napina / 1 m? o de
genetos de M. sphacelata / 100 m?, por localidad. El tamafio del cuadro se ajusté en
consideracion del tamaio de los individuos o genetos de cada especie. El indice de Lloyd
(1967) se empled para precisar si la distribucion espacial de los individuos de M. napina
correspondia a una distribucion agregada (1 > 1), uniforme (71 < 1) o aleatorio (71 = 1), a
partir de los datos de densidad registrados por cada cuadro de 1 m”. El indice 7% representa

el nimero promedio de otros individuos en el mismo cuadro para cada planta (Anexo 1).

Analisis Genético. Se us6 el programa Arlequin 3.11 (Excoffier et al. 2007) para
estimar: a) heterocigosidad observada (H0), heterocigosidad esperada (He), b) estadisticos
F de Wright (Wright 1951, Weir y Cockerham 1984, Weir y Hill 2002): Fsr, Fis y Fir, ¢)
prueba de probabilidad exacta para el equilibrio Hardy-Weinberg y d) analisis molecular de
varianza (AMOVA). El estadistico Fsr, calculado mediante el método de diferentes alelos,
se uso para estimar la diferenciacion poblacional y para calcular la magnitud del flujo de
genes o numero de migrantes (Nm). Las ecuaciones para calcular los distintos estimadores
de heterocigosidad, los estadisticos F y el flujo génico se presentan en el Anexo 1.

Para las pruebas de probabilidad exacta para el equilibrio Hardy-Weinberg y de
diferenciacion entre subpoblaciones se aplico la correccion de Bonferroni para el valor de a
(Anexo 1). Cada locus polimérfico se considerd como un andlisis independiente y cada
analisis se declard significativo cuando el valor de probabilidad observado fue igual o

menor al valor calculado de o para cada prueba.
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Se estimaron estadisticos descriptivos de heterocigosidad total esperada (Hr),
nimero promedio de alelos (A), nimero total de alelos (Ar) y amplitud de los tamafios de
los alelos para los 4 loci ensayados a nivel de especie. El locus MamVTCS5 se considero
monomorfico debido a la ausencia de aproximadamente 30 datos (> 5%) correspondientes a
dos poblaciones de M. napina y se excluyo de los analisis poblacionales. Para la especie M.
sphacelata se estim6 la diversidad clonal, como la proporcion de genotipos distintos (G)

entre el numero de individuos o genetos colectados (N).
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RESULTADOS

Mammillaria napina

— DENSIDAD POBLACIONAL E INDICE DE AGREGACION DE LLOYD

La densidad poblacional fue semejante en tres de las cuatro localidades de M.
napina: Cafiada Morelos I, Cafiada Morelos II y Santa Ana Teloxtoc, las cuales presentaron
valores de 1.76, 1.53 y 1.73 plantas / m?, respectivamente. Por su parte, la localidad de

Xochiltepec fue la mas densamente poblada, alcanzando un valor de 4.54 plantas / m”.

El indice de Lloyd fue superior a la unidad en tres de las cuatro localidades: Canada
Morelos I, Santa Ana Teloxtoc y particularmente en Xochiltepec, lo cual indica una
distribucion agregada de los individuos; mientras que en la localidad de Cafiada Morelos 11
el indice de Lloyd fue menor a la unidad, indicando una distribucion de los individuos de
tipo uniforme. En cuanto al tamafo de las plantas, los valores fueron semejantes en todos
los sitios. El diametro promedio fue de 3.48 cm (s = 0.91), con un intervalo de tamafios

desde 1 hasta 6.2 cm (Cuadro 3).

— DIVERSIDAD GENETICA Y ALELICA

La heterocigosidad observada de M. napina fue de moderada a alta, alcanzando un
promedio de 0.5822 para los tres loci analizados en las cuatro localidades de estudio. No
obstante, todas las poblaciones de M. napina presentaron un desequilibrio de sus

frecuencias alélicas y genotipicas de acuerdo con la prueba de probabilidad exacta para el
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Equilibrio de Hardy-Weinberg. En todos los casos los valores de probabilidad observados

fueron menores al valor corregido de o (Cuadro 4).

Cuadro 3. Tamaifio de las plantas de M. napina y tipo de distribucion.

Localidad Min. Max. Promedio s 7
Cafiada Morelos I 1.5 4.2 3.42 0.70 2.13 ¢
Cafiada Morelos 11 2.5 5.5 3.47 0.70 0.75 0
Santa Ana Teloxtoc 1 5.5 3.74 1.01 1.84 o

Xochiltepec 1 6.2 3.39 1.01 437 e
Total - - 3.48 0.91 -

Diametros minimos (Min.), maximos (Méx.) y promedio en centimetros; desviacion estandar (s) e indice de
< ok . . .y . . .y .
agregacion de Lloyd (#7). e = distribucion agregada, o = distribucion uniforme.

Cuadro 4. Diversidad genética, estructuracion y flujo génico para M. napina.

Localidad Ho He P (H-W) Fst Nm Fis
Cafada Morelos I 0.5150 0.6275 0.0125%* 0.1269 2.3066 0.0951
Cafiada Morelos 11 0.5477 0.7248 0.0001* 0.0765 3.2256 0.1648

Santa Ana Teloxtoc 0.6536 0.7724 0.0010* 0.0836 3.3695 0.5934
Xochiltepec 0.6125 0.7659 0.0001* 0.1130 2.8352 0.4718

Promedio 0.5822 0.7227 0.0034* 0.0910 2.9342 0.3313

Heterocigosidad observada (Ho), heterocigosidad esperada (He), valor de probabilidad para la prueba de
Equilibrio Hardy-Weinberg (P), indice de diferenciacion (Fgr), flujo génico o nimero de migrantes por
generacion (Nm), indice de endogamia (Fig), * = diferencia significativa.

Estadisticos descriptivos: La heterocigosidad total esperada (Hr) tuvo valores altos en tres
de los cuatro loci analizados a nivel de especie, con excepcion del locus MamVTC2, que
presentd un valor moderado. Los valores de Hr fluctuaron desde 0.55 hasta 0.93 para los
diferentes loci. La variacion del promedio de alelos por poblacion (A) y del numero total de
alelos por locus (At) fue de 3.25 a 11.5 y de 5 a 25 alelos, respectivamente, presentando sus

valores mas bajos para el locus MamVTC2 en ambos casos (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Heterocigosidad total esperada y diversidad alélica por locus para M. napina.

Locus H+ A Ar Tamano observado
MamVTC2 0.5510 3.25 5 169-178
MamVTC5 0.9117 8.75 21 165-245
MamVTC8 0.7146 8.5 23 147-188

MamVTCI12 0.9282 11.5 25 207-247
Promedio 0.7744 8 18.25 -

Heterocigosidad total esperada (Ht), nimero promedio de alelos por poblacion (A) ntimero total de alelos por
locus (At) y amplitud de los tamafios observados de los alelos.

— FLUJO DE GENES Y ESTRUCTURA GENETICA

El AMOVA explicé aproximadamente 95% de la variacion en dos de sus cuatro
variables. Las variables mas significativas fueron ,,entre el total de los individuos®, con un
valor de 62.5% vy ,entre los individuos dentro de las poblaciones®, con un valor de 32.9%.
El indice de diferenciacion (Fsr) fue bajo para todas las localidades, con un valor promedio
de 0.091. El flujo de genes presentd valores altos, con un promedio de Nm = 2.93
individuos por generacion. El indice de endogamia (Fis) fue bajo para las localidades de
Canada Morelos 1 y 11, las cuales presentaron valores de 0.0951 y 0.1648. En contraste, las
localidades de Santa Ana Teloxtoc y Xochiltepec presentaron valores de moderados a altos,

con valores de 0.5934 y 0.4718, respectivamente (Cuadro 4).
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Mammillaria sphacelata

— DENSIDAD POBLACIONAL

La especie M. sphacelata presentd6 una densidad poblacional semejante en tres
localidades: Calipan, San Pedro y El Riego, con valores de 2.8, 3 y 4 genetos / 100 m?,
respectivamente. La localidad de San Lucas El Viejo mostrd la densidad poblacional mas
alta, con un valor de 8.2 genetos / 100 m?*; esta localidad presenta una densidad que es
mayor al doble de la encontrada para las localidades anteriores. Por ultimo, en la localidad
de Tilapa los genetos de M. sphacelata se distribuian en un pequefio parche de 53.2 m%
aqui se realizo un conteo total que arrojé una densidad equivalente a 34 genetos / 100 m?.
Sin embargo, este dato no es comparable con los valores anteriores debido a que el método

de muestreo fue diferente.

La cobertura de los genetos o grupos de clones de esta especie fue notablemente
diferente entre localidades. Los valores de cobertura fueron: 94.13 cm” para Calipan,
161.05 cm? para Tilapa y 276.15 cm” para San Pedro. El promedio del area de cobertura de
las plantas en estas tres localidades fue de 184.27 cm? con una variacion entre genetos
desde 6 hasta 1447 cm? de cobertura. El promedio de rametos por geneto fue de 10.26, pero

la variacioén también fue muy amplia, fluctuando desde 1 hasta 64 rametos por geneto.
— DIVERSIDAD GENETICA Y ALELICA

La heterocigosidad observada (Ho) para M. sphacelata fue alta, alcanzando un
promedio de 0.6776 para tres loci analizados en cinco localidades de estudio. La

heterocigosidad observada para esta especie fluctud entre poblaciones desde 0.5808 en San
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Pedro, hasta 0.7691 en Calipan. Para esta especie solo la poblacion de San Pedro presento

desequilibrio de sus proporciones alélicas y genotipicas (equilibrio Hardy-Weinberg), con

un valor de probabilidad de o = 0.0101 (Cuadro 6).

Cuadro 6. Diversidad genética, estructuracion y flujo génico para M. sphacelata.

Localidad Ho He P (H-W) Fsr Nm Fis
San Lucas El Viejo 0.7614 0.7336 0.1877 0.0812 6.6832 -0.0642
Calipan 0.7691 0.7046 0.2684 0.1017 2.6556 -0.0897
El Riego 0.6326 0.8033 0.0832 0.1800 1.1837 -0.1130
San Pedro 0.5808 0.7356 0.0101* 0.0602 6.5966 0.2542
Tilapa 0.6441 0.5191 0.3553 0.0941 6.8174 0.5392
Promedio 0.6776 0.6992 0.1809 0.1035 4.7873 0.1053

Heterocigosidad observada (Ho), heterocigosidad esperada (He), valor de probabilidad para la prueba de
Equilibrio Hardy-Weinberg (P), indice de diferenciacion (Fgr), flujo génico o nimero de migrantes por
generacion (Nm), indice de endogamia (Fis), * = diferencia significativa.

Estadisticos descriptivos: La heterocigosidad total esperada (Hr) tuvo valores altos para los

cuatro loci, los cuales fluctuaron entre 0.6075 y 0.9444. El locus MamVTC2 presento el

promedio de alelos por poblacion y el nimero total de alelos por locus mas bajos respecto a

los valores hallados para los otros tres loci (Cuadro 7). En cuanto a la diversidad de

genotipos, se encontraron valores altos para casi todas las localidades de M. sphacelata,

presentando valores de diversidad clonal (G / N) de 0.95 y 1. La localidad de Tilapa

presentd la menor cantidad de genotipos distintos y un valor de diversidad clonal de 0.5.
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Cuadro 7. Heterocigosidad total esperada y diversidad alélica por locus para M. sphacelata.

Locus H+ A Atot Tamarfio observado
MamVTC2 0.6075 5.2 14 167-192
MamVTC5 0.6912 6.8 21 165-239
MamVTC8 0.8004 9.8 26 143-181
MamVTCI12 0.9444 15.8 34 206-249

Promedio 0.7609 9.4 23.75 -

Heterocigosidad total esperada (Hr), nimero promedio de alelos por poblacion (A) ntimero total de alelos por
locus (At) y amplitud de los tamafios observados de los alelos.

— FLUJO DE GENES Y ESTRUCTURA GENETICA

Para esta especie, el AMOVA explico mas del 95% de la variacion en dos de sus
cuatro variables. Las variables mas significativas fueron ,.entre el total de los individuos*
con un valor de 82.2%, seguido de la variable ,entre los individuos dentro de las
poblaciones® con un valor de 15.2%. El indice de diferenciacion (Fsr) mostr6 valores bajos
para todas las localidades, con valores altos de flujo de genes, que en promedio fue de Nm
= 4.79 individuos por generacion. Los indices de endogamia (Fis) fueron bajos en las
localidades de: Calipan, San Lucas El Viejo y El Riego, donde alcanzaron valores
negativos debido a un exceso de heterocigotos. Por el contrario, el indice de endogamia

resultd particularmente alto en la localidad de Tilapa, con un valor de 0.5392 (Cuadro 4);

en esta poblacion también se reporta una cantidad baja de genotipos distintos.
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DISCUSION

Mammillaria napina

Estudios previos destacan ciertos factores que amenazan la supervivencia de M.
napina y que podrian ocasionar la extincion de algunas de sus poblaciones. Entre los
factores intrinsecos se encuentran los tamafios poblacionales pequenos (Gonzalez-
Rodriguez 2010), las 4reas de ocupacion pequefias (menores a 800 m?; Alvarez-Espino et
al. 2008) y las tasas de crecimiento poblacional bajas (A<1; Martorell & Peters 2009). Otros
factores extrinsecos también representan riesgos para las poblaciones de esta especie, como
son las actividades productivas del hombre, la destruccion del habitat y la extraccion

indiscriminada de individuos (Martorell & Peters 2009, Gonzéalez-Rodriguez 2010).

Los resultados del presente estudio concuerdan con algunos de los factores de riesgo
que se sefnalan arriba. Por ejemplo, la densidad poblacional que se estimé para M. napina
resulté baja, comparada con la densidad que se ha reportado para otras especies

emparentadas, como M. pectinifera (Valverde y Zavala-Hurtado 2006).

Por otra parte, el indice de Lloyd indica que los individuos de M. napina suelen
distribuirse de forma agregada dentro de las poblaciones. Esta forma de distribucion,
aunada a la dispersion pasiva de semillas, puede favorecer la reproduccion entre plantas
cercanamente emparentadas, ocasionando la disminucion de la diversidad genética y el
aumento de la endogamia. En este caso, los valores de heterocigosidad observada (Ho) que
presentd M. napina fueron de moderados a altos, pero ninguna de sus poblaciones se

encontr6 en equilibrio Hardy-Weinberg. Coincidentemente, para M. napina el promedio de
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endogamia fue alto (Fis = 0.3313) en comparacion con el valor que presentd M. sphacelata
(Fis = 0.1053). Por este motivo, se propone que la endogamia es el proceso mas importante
que ocasiona el desequilibrio de las frecuencias alélicas y genotipicas de la especie M.

napina y puede representar un riesgo para algunas de sus poblaciones.
Mammillaria sphacelata.

Para esta especie, los atributos demograficos, de historia de vida y de distribucion
que se analizaron representan un riesgo bajo para su supervivencia. La distribucion de las
poblaciones de M. sphacelata abarco un gradiente altitudinal amplio (900 — 2000 msnm) y
el area de ocupacion por localidad fue mayor a 1400 m’. Estos datos indican que los
tamafios poblacionales son grandes y las poblaciones son casi continuas en la mayoria de
los casos. La unica excepcion fue la localidad de Tilapa, que presentd un area total de
ocupacion menor a 60 m” y su tamafio poblacional fue Gmicamente de 18 genetos. Ademas
de tener el tamafo poblacional mas pequefio, en esta localidad se identifico la cantidad mas
baja de genotipos distintos y se presento el nivel de endogamia mas elevado de la especie.
En este caso particular, se sugiere que los valores observados de endogamia son producto

de la reproduccion asexual y dispersion local de los rametos.

En cuanto a diversidad genética, ambas especies presentaron valores heterogéneos,
dependiendo del locus y de la poblacion en cuestion, pero se encuentran dentro del
intervalo de valores reportados para otras especies de la familia (P. chichipe, E. grusonii, A.
asterias, S. pruinosus) y del género (M. crucigera), usando microsatélites como marcador
genético (Otero-Arnaiz et al. 2005, Terry et al. 2006, Hardesty et al. 2008, Parra et al. 2010,

Solérzano et al. 2009). Mientras, otras especies que han sido estudiadas usando aloenzimas
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presentan los valores de diversidad genética y alélica mas bajos, como S. gummosus y M.

paucispinus (Clark-Tapia y Molina-Freaner 2003, Mota-Lambert et al. 2006).

Flujo génico y estructuracion genética en especies de Cactdceas.

Algunos cactus columnares del centro de México son polinizados y dispersados por
murci¢lagos, que viajan varias decenas de kilometros a diario para alimentarse (Fleming y
Valiente 2002). Esta alta movilidad favorece el intercambio de genes entre poblaciones
distantes y una diversidad genética elevada (Hamrick et al. 2002). En cambio, muchas
especies del género Mammillaria presentan flores pequefias, que sélo pueden ser
polinizadas por insectos, cuyos hébitos de forrajeo son limitados o territoriales, y sus
semillas suelen ser dispersadas de forma pasiva (hidrocoria o anemocoria) o facilitada por
animales no voladores (Faegri y Van der Pijl 1979). La movilidad limitada de los
polinizadores y dispersores de las cactdceas no columnares y de tamafio pequeiio, restringe
el flujo de genes y puede producir estructuracion poblacional, diversidad genética baja y

niveles de endogamia elevados (Nassar et al. 2001).

Sin embargo, el indice de diferenciacion (Fst) presentd valores bajos en todas las
poblaciones de las dos especies estudiadas, reflejando un flujo de genes elevado (>1) que
impide la estructuracion genética. Una desventaja del método empleado para estimar el
flujo génico (Nm) es que no permite distinguir entre eventos histdricos y recientes.
Considerando que M. napina forma poblaciones aisladas, que los insectos son el grupo
potencial de polinizadores (Giovanetti et al. 2007) y que la dispersion de semillas ocurre de
forma pasiva, es mas probable que la polinizacién y dispersion ocurra sobre distancias

cortas. Es decir, se apoya el supuesto de flujo historico y no reciente de genes o individuos.
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CONCLUSIONES

Algunos atributos poblacionales presentan diferencias notables entre M. napina y
M. sphacelata. Estas diferencias son de tipo demografico como la densidad poblacional o
en la distribucién de sus individuos. De igual forma presentan diferencias en atributos
reproductivos y ecologicos, como los sindromes de polinizacion, dispersion de semillas y
dispersion vegetativa. Estas Ultimas diferencias se infieren del andlisis de caracteristicas
morfoldgicas de las flores, de los frutos y de los tallos, y a partir de la bibliografia. Dichos
atributos afectan la composicion y el movimiento de genes dentro y entre poblaciones. Los
factores y procesos genéticos que subyacen a tales atributos demograficos y ecologicos
también han sido analizados aqui mediante la aplicacion de andlisis estadisticos tales como:
heterocigosidad observada y esperada, indices F de Wright y andlisis molecular de
varianza. De nuestros resultados cabe resaltar el efecto de la endogamia para la especie M.
napina, dados los tamafios poblacionales reducidos que presenta. El tipo de distribucion
agregada de esta especie es un factor que puede favorecer la polinizacion entre plantas
cercanamente emparentadas, con el riesgo de aumentar la endogamia. Ambas especies
presentan un flujo de genes elevado entre sus subpoblaciones, pero en el caso de M. napina
se presume que puede ser resultado de eventos historicos de polinizacion o dispersion de
semillas. La localidad de Tilapa es un caso especial en relacion a la especie M. sphacelata,
ya que presento los valores de endogamia mas altos, una diversidad de genotipos baja (0.5)
y un tamafio poblacional total de s6lo 18 genetos. En este caso se presume que la

reproduccion puede ocurrir principalmente por via asexual.
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ANEXO 1: ECUACIONES.

A) Indice de Lloyd (1967), para determinar el tipo de distribucion espacial de los

individuos dentro de una poblacion:

* 2
m=m +(g = 1)
m

. . T 2
Donde, m representa la densidad promedio de individuos por cada cuadro y o~ es la
varianza que resulta de la acumulacion de otros individuos en un mismo cuadro por cada

individuo.

B) Heterocigosidad observada (Ho):

Donde, H; es la frecuencia observada de cada genotipo heterocigoto, respecto al nimero
total de genotipos heterocigotos posibles: h = k (k — 1)/2; k representa ¢l numero de alelos.

Puede aplicarse para obtener el promedio de varios loci.

C) Heterocigosidad esperada (He):

Donde, k es el niimero de alelos en un locus y p? representa la frecuencia esperada de

genotipos distintos, de acuerdo con las frecuencias alélicas.

D) Heterocigosidad en poblaciones subdivididas:

n
2.7
i=1

Promedio de la heterocigosidad observada dentro de cada subpoblacion.

HI=

S|r
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n
b=
S_n, pPiq;
=1

Promedio de la heterocigosidad esperada de las subpoblaciones, asumiendo apareamiento al

azar dentro de cada subpoblacion.
Hr = 2pq
Heterocigosidad esperada de toda la poblacion, asumiendo apareamiento al azar dentro de

las subpoblaciones y sin divergencia en las frecuencias alélicas entre subpoblaciones.

E) Estadisticos F de Wright (Hamilton 2009):

F Hr — H;
T

indice total de endogamia: la correlacion entre dos alelos en un genotipo muestreado
aleatoriamente dentro de una subpoblacion dada la posibilidad de que ocurran

apareamientos no aleatorios dentro de una poblacion y la frecuencia de alelos diverja entre

poblaciones.
Hs — H,

Fc =
IS HS

indice de endogamia de cada poblacién: diferencia promedio entre la heterocigosidad
observada y la esperada en el equilibrio Hardy-Weinberg, dentro de cada subpoblacion,
debida al apareamiento no aleatorio. La correlacion entre dos alelos en un genotipo

muestreado al azar de cualquier poblacion.
Hr — Hg

For =
ST HT

indice de diferenciacién: la reduccion en la heterocigosidad debida a la divergencia de una
subpoblacion en sus frecuencias alélicas. La diferencia entre el promedio de la
heterocigosidad esperada en subpoblaciones y la heterocigosidad esperada en la poblacién
total. Alternativamente, la probabilidad de que dos alelos muestreados aleatoriamente de
una misma subpoblacion sean idénticos, dada la probabilidad de que dos alelos

muestreados de la poblacion total sean idénticos.
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Los estadisticos F presentan la siguiente relacion:

1-Fp= (1 - FIS)(l - FST)

F) Flujo de genes o nimero de migrantes (Nm), a partir del indice de diferenciacion

entre poblaciones (Fsr):

N 1(1 1)
4 \Fy

G) Correccién de Bonferroni para multiples comparaciones:

Donde a[PT] es el valor de alpha para cada prueba, a[PF] es el valor de alpha para cada

familia de pruebas y C es el nimero de pruebas computadas (Saldkin 2007).
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