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RESUMEN

El conocimiento de la diversidad y estructura genética de poblaciones bioldgicas,
asi como de aspectos demogréaficos ha sido utilizado en las Gltimas décadas para disefiar
planes de conservacidn de especies raras, endémicas y/o amenazadas. En México la
familia Cactaceae esta representada por 660 especies, de las cuales 576 especies son
endémicas. En particular Mammillaria zephyranthoides, endémica de México, se
considera amenazada a nivel nacional y poco vulnerable a nivel internacional. El objetivo
de esta tesis fue evaluar la diversidad y la estructura genética, asi como la densidad
poblacional y estructura de tamafios de dos poblaciones de M. zephyranthoides, una
ubicada en Polotitlan, Estado de México, y la otra en Nochixtlan, Oaxaca. Para
documentar la densidad poblacional se realiz6 un muestreo dirigido y para analizar la
estructura de tamafios se midio el diametro de los individuos en cada poblacion. Para
llevar a cabo los analisis de genética de poblaciones se colecto tejido vegetativo de 20
individuos en cada poblacion y en el laboratorio se extrajo el ADN gendmico total de
cada muestra, con el estudio de la variacion de cinco loci de microsatélites con
condiciones estandarizadas mediante la técnica de PCR. A pesar de que esta especie se
documenta en siete estados del pais, su distribucion es discontinua y en las poblaciones
estudiadas la densidad poblacional fue de 1.69 individuos/m? en promedio, presentandose
de manera agregada y en un &rea de ocupacion reducida (< 500 m?). El diametro de M.
zephyranthoides vario de 0.37 a 7.83 cm, con una mayor proporcion (96 y 72 % en
Polotitlan y Nochixtlan, respectivamente) de individuos adultos (> 2.7 cm) y una menor
proporcion (0 y 1.4 % en Polotitlan y Nochixtlan, respectivamente) de plantulas de menos
de 1.30 cm. La heterocigosidad estimada promedio en las dos poblaciones fue de Hg =
0.675y Ho = 0.725. La rigueza alélica es relativamente baja, habiéndose encontrado 30
alelos, con un promedio de cinco por locus por poblacion. El resultado anterior, los
valores bajos obtenidos para el indice Garza-Williamson, la heterocigosidad observada
alta, asi como los tamafios poblacionales pequefios que presenta la especie, pueden

reflejar un cuello de botella poblacional, sin embargo debe de ampliarse el muestreo



molecular para poder afirmar esta hipotesis. Respecto a la estructura genética entre las
poblaciones fue moderada (Rst = 0.053, p = 0.0004), y se refleja en el valor alto estimado
de flujo génico (Nm = 4.4), a pesar de que existe una distancia de 405 km entre las
poblaciones. Esto puede deberse a que hay flujo génico entre las poblaciones intermedias
a las poblaciones muestreadas, o bien que la dispersion sea a grandes distancias, sin
embargo también podria tratarse de flujo génico historico. En conclusion a pesar de que
M. zephyranthoides presenta una distribucion geografica amplia, su diversidad genética es
baja y sus tamafos poblaciones son pequefios, lo cual puede representar una amenaza para
la supervivencia de la especie, debido a que las poblaciones con estas caracteristicas son
mas vulnerables a los efectos de la deriva génica. Con las observaciones realizadas en
campo, el cambio de uso de suelo debido principalmente a la agricultura representa una
amenaza para esta especie, por lo que se recomienda conservar sus habitats, asi como
también estudiar su dispersién y dindmica poblacional, para establecer un plan de manejo

para su conservacion.



PRESENTACION

El Proyecto PAPIIT IN220711 “Analisis genético y ecologico de especies de
Mammillaria amenazadas y endémicas de México” (2011-2013), tuvo como objetivos
generales 1) describir la diversidad y estructura genética poblacional de especies del
género Mammillaria, 2) describir patrones de estructura y de densidad poblacional, y 3)
analizar la fenologia reproductiva de este género, en las especies M. albiflora, M.
solisioides y M. zephyranthoides. En este proyecto se inserta mi trabajo de tesis el cual
tuvo como finalidad describir la diversidad genética poblacional de la especie M.
zephyranthoides, integrada a la descripcion de sus atributos demogréaficos basicos.
También en este proyecto realicé mi Servicio Social (2012 — 12 / 63 - 3824) lo que me
permitio participar en el estudio de la biologia reproductiva de las tres especies del
proyecto. Con ello visité una poblacién monitoreada ubicada en Guanajuato (y que fue
estudiada genéticamente en otra tesis), asi observé aspectos fenoldgicos y reproductivos
de M. zephyranthoides. Algunas de estas observaciones las use como parte de la
descripcion de la especie de estudio y para integrarlas a la discusion. Formalmente estos
resultados no forman parte de mi tesis y por eso agradezco que se me permita usarlos en

ella.



INTRODUCCION

La diversidad genética poblacional es el conjunto de variaciones heredables que se
producen en cada organismo, entre los individuos de una poblacion y entre las
poblaciones dentro de una especie (Hartl y Clark 1997). Para comprender y analizar tal
diversidad, la Genética de Poblaciones permite describir los niveles de variacion genética
dentro y entre las poblaciones, las cuales se expresan en las frecuencias alélicas y
genotipicas (Hedrick 2000). Esta diversidad genética no esta distribuida al azar en el
espacio y tiempo, y tal distribucién se conoce como estructura genética de una poblacion
(Loveless y Hamrick 1984). Existen factores intrinsecos de las especies (el tipo de sistema
reproductivo, el area de distribucion, el tamafio poblacional y los patrones de distribucion
espacial de las poblaciones), asi como procesos evolutivos (la seleccién natural, la
mutacion, la endogamia, la deriva génica y el flujo génico) que determinan y afectan la

diversidad y estructura genética de una poblacién (Hedrick 2000).

El tamafio poblacional es uno de los aspectos que mas influyen en la diversidad y
estructura de una poblacion (Allendorf y Luikart 2007), ya que en poblaciones pequefias,
los efectos de algunos de los procesos evolutivos se exacerban. Por ejemplo, la
endogamia puede incrementar la proporcion de homocigotos en todos los loci, pues al
haber pocos individuos la reproduccién ocurre entre individuos emparentados (Freeland et
al. 2011). La deriva génica puede cambiar la distribucién de la variacion genética por dos
vias, con la disminucidn de la variacion dentro de las poblaciones (fijacion o eliminacién
de un alelo, 0 aumento de homocigotos), o con el aumento de la diferenciacion genética
entre poblaciones (Ellstrand y Ellam 1993). En las plantas el flujo génico es a través de la
dispersion de polen y de semillas, por lo que la cantidad y la distancia de dispersion,
determinan la diferenciacion genética entre poblaciones, y en consecuencia el tipo de
sistema reproductivo es relevante para este proceso (Ellstrand 1992a; 1992b; Linhart y
Grant 1996).



El flujo génico en grandes cantidades puede homogeneizar a las poblaciones
genéticamente, pero un flujo génico bajo tiene como consecuencia una divergencia entre
ellas, lo que hace que las poblaciones pequerias sean mas vulnerables (Slatkin 1985;
Ellstrand y Ellam 1993).

Una medida relacionada con el tamafio poblacional, es el tamafio efectivo
poblacional, que se define como el nimero de individuos reproductivos que contribuyen
al acervo genético de la siguiente generacion (Allendorf y Luikart 2007). La
heterocigosidad tiene una relacion con el tamafio efectivo poblacional, de modo que si
éste incrementa, se espera una mayor heterocigosidad suponiendo seleccién neutra
(Kimura 1983). En poblaciones naturales generalmente es imposible contar a todos los
individuos, pero se suele utilizar el valor de la densidad poblacional como un indicador
(Begon et al. 2006; Silvertown y Charlesworth 2001), ya que se ha documentado que ésta
guarda una relacién estrecha con la diversidad genética (Gram y Sork 1999). Ademas de
esta medida, el conocimiento de la estructura de tamarios de una poblacion brinda
informacion acerca de la composicion de las poblaciones, asi como también el
reclutamiento, la reproduccion y la mortalidad, los cuales afectan directamente el tamafio
poblacional (Hutchings 1997).

De acuerdo con lo anterior, las poblaciones pequefias son mas vulnerables a la
pérdida de la diversidad genética (Frankel y Soulé 1981; Barret y Kohn 1991). Esto tiene
como consecuencia una reduccion en la reproduccion y sobrevivencia a corto plazo, y una
disminucion en la capacidad de las poblaciones a responder al cambio ambiental a largo
plazo, lo que incrementa su riesgo de extincion (Frankel y Soulé 1981; Frankham 2003).
Para conocer la manera en que los procesos evolutivos han cambiado la diversidad y
estructura genética poblacional, se han utilizado marcadores moleculares que ayudan a
diagnosticar el grado de polimorfismo en el ADN en individuos que componen una
poblacion (Frankham et al. 2010). Dichos marcadores siguen el principio de que el

material genético es un caracter medible con bases mendelianas (Tagu y Moussard 2006).



Existen diferentes tipos de marcadores moleculares, los primeros en utilizarse
fueron las isoenzimas, seguidas de los RFLP’s (Polimorfismo de Longitud de Fragmentos
de Restriccion) los cuales examinan la variacion en las secuencias de ADN de manera
indirecta (Cooner y Hartl 2004). Con la invencion de la técnica de PCR (Reaccién en
Cadena de la Polimerasa) surgen otras técnicas como los AFLP’s (Polimorfismo de
Longitud de Fragmentos Amplificados), los RAPD’s (Polimorfismo Amplificado
Aleatoriamente), los microsatélites y las secuencias, por mencionar algunos (Lowe et al.
2004). Los microsatélites son de los marcadores mayormente utilizados en las plantas
(Segman et al. 2006), ya que al usar la técnica de PCR presentan ciertas ventajas, entre
otras que requieren pequefias cantidades de ADN, lo que hace innecesaria la utilizacion de
organismos vivos o de grandes cantidades de muestras. Los microsatélites se definen
como secuencias repetidas en tandem de uno o hasta cuatro nucleétidos, que estan
distribuidos al azar en el ADN nuclear, mitocondrial, y en el caso de los vegetales,
también en el cloroplasto (Schlétterer 1998). Estos marcadores se consideran altamente
polimorficos, codominantes, suponen seleccion neutra y tienen una tasa de mutacion alta
(Segman et al. 2006).

Con la utilizacion de marcadores moleculares, se ha obtenido informacién sobre
especies endémicas, raras o en riesgo, que ha ayudado a evaluar su estatus de amenaza, y
asi poder reducir el riesgo de extincion (Haig 1998; Frankham et al. 2010). La familia
Cactaceae a pesar de tener un gran numero de especies en México (660, Ortega-Baes y
Godinez-Alvarez 2006), ha sido poco estudiada en este tema, y la mayoria de las especies
han sido analizadas con isoenzimas (Hamrick et al. 2002; Figueredo et al. 2010). En las
especies estudiadas de los géneros Stenocereus, Polaskia, Escontria, Pilosocereus y
Cereus se ha encontrado que a pesar de tener una distribucion restringida, presentan
valores moderados o altos de diversidad genética, y una diferenciacion genética
poblacional baja, a pesar de tener tamafios poblacionales pequefios (Moraes et al. 2005) o
estar bajo algun tipo de manejo antropogénico (Casas et al. 2005; Otero-Arnaiz et al.
2005; Tinoco et al. 2005; Parra et al. 2008).



El flujo de genes en dichas especies a través de polen es mediado por murciélagos,
esfingidos o colibries, los cuales vuelan largas distancias, y debido a esto mantienen
conectadas genéticamente a las poblaciones (Hamrick et al. 2002; Clark-Tapia y Molina-
Freaner 2003; Clark-Tapia et al. 2005; Nassar et al. 2003; Oaxaca-Villa et al. 2006;
Figueredo et al. 2010). En las especies del género Melocactus, se han estimado valores de
moderados a altos de diversidad genética, pero con niveles significativos de endogamia y
valores bajos o altos de estructuracion genética entre sus poblaciones (Nassar et al. 2001;
Lambert et al. 2006; Mota-Lambert et al. 2006). Los autores de estos estudios sugieren
también que tal diferenciacion se debe al comportamiento de sus polinizadores (abejas y
colibries) y dispersores (lagartijas), los cuales pueden promover una diferenciacion
genética entre parches de individuos y entre poblaciones (Nassar et al. 2001; Nassar y
Ramirez 2004).

Los estudios de genética poblacional realizados en cactaceas con forma de
crecimiento globoso son escasos. Estas especies han sido descritas en su diversidad y
estructura poblacional con microsatélites. En Astrophytum asterias (Terry et al. 2012) se
documento una alta diversidad alélica, valores moderados de endogamia, y baja
estructuracion genética, y esto se relaciono con la reproduccion cruzada obligada que
presenta, asi como a su limitada dispersion de polen (Blair y Williamson 2008; Blair y
Williamson 2010). En el caso del género Mammillaria, se registré una diversidad alélica
alta, con valores altos de endogamia en M. crucigera (Sol6rzano et al. 2009), o
intermedios, como en M. napina, M. sphacelata (Tapia 2011) y M. supertexta (Cuevas
2013), con moderada diferenciacion genética. Estos resultados han sido atribuidos a sus
tamarios poblacionales pequefios, y posiblemente a su mecanismo de polinizacion, pues
aungue se desconoce se ha inferido que sus polinizadores pueden ser insectos generalistas

como abejas, como se documentd para M. gaumeri (Giovanetti et al. 2007).

La situacion de poco o escaso conocimiento sobre la biologia, ecologia y genética

es comun en todo el género Mammillaria, a pesar de ser uno de los géneros mas
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representativos de la familia Cactaceae, con 171 especies (Anderson 2001), de las cuales

113 son especies endémicas de México (Guzman et al. 2003).

Este genero se distribuye desde el sur de los Estados Unidos, todo México, Caribe,
América Central y Sudamérica (Bravo-Hollis 1978; Cullmann et al. 1986; Piloeam 1999).
A nivel nacional, 109 especies estan bajo alguna categoria de proteccion (DOF 2010), y a
nivel internacional se reconocen mas de 100 especies de este género en la Lista Roja de la
Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN 2013), y en el CITES
Apendice | se registran dos especies, mientras que el resto de las especies del género esta
en el Apéendice Il (CITES 2013).

La vulnerabilidad de las especies de este género se refleja en las diferentes etapas
de su ciclo de vida. La tasa de germinacién y la sobrevivencia de plantulas en campo han
resultado de cero en periodos de uno o dos afios en especies como M. dixanthocentron
(Ramos 2007), M. supertexta (Avendafio 2007), M. crucigera (Contreras y Valverde
2002) y M. magnimamma (Valverde et al. 2004). En especies como M. huitzilopochtli
este fendmeno se presenta en uno hasta cinco afios (Flores-Martinez et al. 2008; 2010) y
en otros casos como en M. gaumeri se considera que es del 1 % en un periodo de tres afios
(Ferrer-Cervantes et al. 2012). En esta ultima especie, la baja tasa de establecimiento de
las plantulas, segun los autores se debe a que tiene requerimientos muy especificos de
elementos abidticos como nutrientes del suelo, luz y agua (Cervera et al. 2006). Ademas
de estos requerimientos abioticos, algunas especies como M. gaumeri (Leirana-Alcocer y
Parra-Tabla 1999), M. carnea (Rodriguez y Ezcurra 2000), M. oteroi (Martinez et al.
2001) y M. magnimamma (Valverde et al. 2004), requieren de una planta arbustiva
(nodriza) para el establecimiento de sus plantulas. En otras especies como M.
dixanthocentron y M. supertexta (Peters y Martorell 2001) se ha documentado que las
rocas pueden llegar a cubrir esta funcion de nodriza. Sin embargo, algunas especies
pueden estar asociadas a cualquiera de las dos condiciones (arbusto o roca), como M.
huitzilopochtli (Flores-Martinez et al. 2008) y M. kraehenbuehlii (Peters y Martorell
2001; Flores-Martinez et al. 2002).
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Algunas especies del género, como M. herrerae M. solisioides, M. napina y M.
pectinifera, presentan una retencion de semillas en los tallos (serotinia) (Rodriguez-
Ortega y Franco 2001), lo que ha sido considerado como una amenaza para su
continuidad, ya que se ha documentado que solo en ciertas condiciones ambientales (alta
precipitacion) se incrementa la cantidad de frutos expulsados y por lo tanto de

posibilidades de reclutamiento de nuevos individuos (Peters et al. 2009; Rodriguez-
Ortega et al. 2006).

Los requerimientos especificos en las primeras etapas de desarrollo, se refleja en la
tasa de crecimiento poblacional (lambda). Tal es el caso de M. crucigera (Contreras y
Valverde 2002), M. pectinifera (Valverde y Zavala-Hurtado 2006) y M. huitzilopochtli
(Flores-Martinez et al. 2010) que presentan valores menores a la unidad, lo que sugiere
que las poblaciones van en declive. Por su parte, la tasa de crecimiento poblacional mayor
a uno, como en M. dixanthocentron (Ramos 2007) y M. supertexta (Avendafio 2007), se
ha interpretado como una consecuencia de que sus poblaciones se mantienen en equilibrio
con tendencia al crecimiento, mientras que en M. gaumeri se considera que ese valor de
lambda es porque las poblaciones pueden reclutar un gran namero de individuos bajo

determinadas condiciones ambientales (Ferrer-Cervantes et al. 2012).

La densidad poblacional de las especies de Mammillaria en general presenta
valores bajos, comparados con otras especies de cactaceas (Valverde 2000; Ramos 2007;
Flores-Martinez et al. 2008; Valverde et al. 2009; Valencia-Diaz et al. 2012). En
contraste la estructura de tamafios de sus poblaciones, al igual que en otras cactaceas, se
ve mayormente representada por individuos adultos (Godinez-Alvarez et al. 2003). En la
ultima década, la respuesta de la densidad y estructura de tamarios de las poblaciones de
las especies del género Mammillaria ha sido analizada, debido a que sus habitats estan
sujetos a disturbios antropogénicos (Peters y Martorell 2001). En algunas especies del
género, como en M. supertexta, se registra que la densidad poblacional se ve influenciada
negativamente por las actividades humanas, y en el caso de M. pectinifera por la

degradacion del suelo, mientras que el pastoreo puede ser benéfico para otras como



M. dixanthocentron y M. kraehenbuehlii. Por su parte en M. solisioides una intensidad
intermedia o baja de disturbio, da como resultado un incremento en su densidad
poblacional (Martorell y Peters 2005; Martorell y Peters 2008). Sin embargo, en otras
cactaceas globosas, como Echinocereus lindsayi, la densidad poblacional se incrementa
con la intensidad de disturbio, aunque no es una relacion lineal, ya que cuando la
intensidad de disturbio es muy alta, la densidad y el tamafio poblacional empiezan a
declinar (Martorell et al. 2012). Ademas del disturbio, el fuego también representa una
amenaza para la sobrevivencia de las poblaciones de algunas especies del género
Mammillaria, pues en simulaciones donde la frecuencia del fuego aumenta, la
probabilidad de persistencia de la poblacion disminuye (Valverde et al. 2004). Otras
simulaciones, como las de cambio climatico, dan como resultado la desaparicion de
algunas especies, o la reduccion de la extension de sus poblaciones en un 50 % a un 90 %,
en un ambiente con 2 °C mas al actual, y 15 % menos de lluvia (Téllez-Valdés y Davila-
Aranda 2003).

Debido al gran nimero de especies que engloba este género, y a la situacion critica
en la que se encuentra es importante conocer mas acerca de sus aspectos genéticos y
ecologicos. En esta tesis, el modelo bioldgico utilizado fue la cactacea globosa-depresa
Mammillaria zephyranthoides Scheidweiler, una especie endémica de México (Arias et
al. 2012), incluida en la categoria de Amenazada en la NOM-059-SEMARNAT-2010
(DOF 2010) y en la categoria de Preocupacion Menor en la Lista Roja de la IUCN (Fitz-
Maurice et al. 2013). Esta especie se distribuye desde San Luis Potosi hasta Oaxaca
(Arias et al. 2012). Existen 13 registros de ejemplares en el Herbario Nacional, cuatro
poblaciones documentadas por Peters y Martorell (2001), y una poblacion mas
documentada por Navarro y Juarez (2006). La densidad promedio poblacional para esta
especie es de 1.14 individuos/m? (Navarro y Juarez 2006), sin embargo no existen més
datos para esta especie, por lo que se pretende conocer su diversidad y estructura genética
poblacional, asi como los aspectos ecoldgicos que se relacionan con estos atributos, como

su densidad poblacional y la estructura de tamarios.
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HIPOTESIS

Dados los atributos ecolégicos de M. zephyranthoides referidos anteriormente, se
espera que su diversidad genética sea baja, debido a que en poblaciones pequefias la
deriva génica disminuye la riqueza alélica, con la fijacion o eliminacion de alelos, y a que
la endogamia se incrementa en las poblaciones con un numero bajo de individuos en un
area pequefa. La estructura genética se espera que sea alta, ya que sus poblaciones se
encuentran alejadas geograficamente; suponemos que sus polinizadores son abejas, 1o que

tiene como consecuencia que haya un flujo génico bajo entre sus poblaciones.

OBJETIVOS
Objetivo general

Analizar atributos genéticos y ecoldgicos poblacionales de Mammillaria
zephyranthoides en Polotitlan, Estado de México y Nochixtlan, Oaxaca, con la intencion

de contribuir al conocimiento de la especie y para su conservacion.

Objetivos particulares
Estimar la diversidad genética de Mammillaria zephyranthoides en las dos

poblaciones, para inferir las causas evolutivas y ecoldgicas que la determinan.

Estimar el flujo génico entre las poblaciones de Mammillaria zephyranthoides, con
la finalidad de conocer la contribucion de este proceso evolutivo a la estructura genética

de esta especie.

Describir la estructura de tamafios de Mammillaria zephyranthoides en Polotitlan,
Estado de México y Nochixtlan, Oaxaca, para inferir como es el reclutamiento y el

namero de individuos reproductivos en estas poblaciones.
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Para la realizacion de esta tesis se visitaron dos poblaciones (Fig. 1), una en el

METODOS
Area de Estudio

municipio de Polotitlan, Estado de México y la otra en Nochixtlan, Oaxaca, en adelante se
les mencionara como Polotitlan y Nochixtlan, respectivamente. Estas poblaciones se
localizaron en altitudes de entre 2392 a 2410 msnm, y a una distancia de menos de 10 km
de un area urbana, y de una carretera principal. En las poblaciones estudiadas los
individuos de M. zephyranthoides se ubicaron en un matorral xeréfilo (Fig. 2). Este tipo
de vegetacion cubre aproximadamente un 40 % de la superficie de México, y al ser zonas
aridas la textura del suelo es cominmente arenosa, aunque también se presentan suelos

pedregosos (Rzedowski 2006).

En Polotitlan se presenta una precipitacion media anual de 695.1 mm, y una
temperatura media de 14.5 °C (SMN 2013), por lo que su clima se considera como
templado subhimedo (INEGI 2009a). Por su parte, el clima de Nochixtlan se considera
semiseco templado (INEGI 2009b), y presenta una precipitacion media anual de 328.3
mm, y una temperatura media de 15.7 °C (SMN 2013) (Fig. 3). Por las condiciones
anteriores, tipo de vegetacion, estrés hidrico y aridez, se dice que estas regiones pueden
presentar una alta riqueza de especies de cactaceas (Rzedowski 2006). En las dos
poblaciones estudiadas se han registrado especies de los géneros Coryphantha,

Ferocactus, Mammillaria, Myrtillocactus y Opuntia (Aquino 2008; Reyes 2009).
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Fotografia: N. Lopez-Ortiz

Fig. 2. Habitat de M. zephyranthoides de los sitios de estudio. a. Polotitlan, los individuos se hallaron en
una pendiente poco inclinada en medio de un potrero, b. Nochixtlan, la poblacion se presentd en un sitio

cercano a un camino de terraceria, a un sembradio de maiz y a un basurero clandestino.
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Fig. 3. Climogramas de las poblaciones estudiadas a. Polotitlan y b. Nochixtlan. Las lineas representan la
temperatura (°C) en el eje primario, y las barras representan la precipitacion (mm) referida en el eje
secundario. Los datos provienen de registros hechos del afio 1971 al 2000.

Sistema bioldgico

La cactacea pequeiia Mammillaria zephyranthoides Scheidweiler, es una especie
endémica y amenazada de México (DOF 2010), que cuenta con una espina central roja
ganchuda (o dos), y florece entre marzo y junio, tiene flores rosadas y produce frutos
rojos (Pilbeam 1999; Arias et al. 2012).
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La distribucion de M. zephyranthoides se restringe a los matorrales xeréfilos y a
los pastizales, y crece sobre terrenos planos o con una pendiente poco inclinada con
elevaciones de 1,800 a 2,400 msnm. Esta especie se distribuye en San Luis Potosi,
Guanajuato, Querétaro, Hidalgo, Estado de México, Puebla y Oaxaca (Fig. 1) (Garcia
2010; Avrias et al. 2012). De acuerdo a observaciones realizadas en esta tesis durante el
trabajo de campo, los individuos llegan a medir hasta casi 11 cm de didmetro en la
temporada de lluvias, con una altura de 0.5 cm a 2.5 cm (Fig. 4). Los individuos de M.
zephyranthoides pueden producir de uno a 14 botones, aunque se observo que solo de uno
a diez llegan a ser flores. La produccion de frutos empieza en el mes de octubre y termina

en marzo, y los individuos llegan a tener de cero a ocho frutos.

7\ .. ',J +
4 b R 4 b | } 4 3 h - i
Fotografia: N. L‘épm; N\ ‘.;j ! ' & Fotografia: N. Lopez-Ortiz

Fig. 4. Individuos de Mammillaria zephyranthoides en estado vegetativo a. En época de lluvias en Los

Galvanes, Guanajuato b. En época de secas en Mineral de Pozos, Guanajuato.

Trabajo de Campo
Ubicacion de las localidades

Para consultar los ejemplares de M. zephyranthoides se hizo una revisién en el
Herbario Nacional (MEXU) del Instituto de Biologia, UNAM. De los registros
encontrados se anotaron las coordenadas geograficas (grados, minutos y segundos) y la

altitud, para ubicarlas en un mapa y posteriormente visitar las localidades en el campo.
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Con estos datos las poblaciones visitadas fueron Polotitlan en el Estado de México,
Coixtlahuaca y Nochixtlan en Oaxaca, y de acuerdo con las referencias de Navarro y
Juérez (2006), se visité Cuauhtinchan, Puebla. De cada poblacion visitada, se registraron
las coordenadas y la altitud con un GPS (GARMIN®, Chicago, E.U.A.). Sin embargo,

solo se encontraron individuos de M. zephyranthoides en Polotitlan y en Nochixtlan.

Analisis genéticos

En cada poblacion se realizo un recorrido para localizar a los individuos de M.
zephyranthoides y se colectaron muestras del tejido vegetativo de 20 individuos. Cada
muestra consistid de tres a cinco mamilas, las cuales se etiquetaron y almacenaron
individualmente a - 70 °C en nitrégeno liquido, y una vez en laboratorio se almacenaron a
- 80 °C.

Densidad poblacional y estructura de tamafos

A partir de un muestreo dirigido se trazaron cuadros de 1 m? y se contaron a los
individuos dentro de cada cuadro. En ambas poblaciones solamente se trazaron 13
cuadros, debido al nimero bajo de plantas, ya que se tratd de contar y medir a todos los
individuos de M. zephyranthoides en cada poblacion. A cada individuo se midi6 su
didmetro con un vernier para establecer la estructura de tamafios de la especie. Estas
medidas se registraron en la temporada de secas, a finales de octubre de 2012, en

Polotitlan, y a mediados de noviembre de 2012 en Nochixtlan.

Trabajo de Laboratorio
Extraccion de ADN gendmico total

Del material colectado, se pesaron de 70 a 100 mg de tejido por muestra, y se
pulverizaron en un mortero de porcelana con nitrogeno liquido. EI ADN gendmico total
se extrajo utilizando el DNeasy Plant Mini Kit de QIAGEN® (Qiagen, Alameda, E.U.A.).
Para visualizar el ADN gendmico total, se realizaron electroforesis en geles de agarosa al

0.8 %, tefiidos con bromuro de etidio y se corrieron a 115 V durante 30 minutos.
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Las bandas fueron reveladas con luz ultravioleta (UV) y la imagen del gel se
obtuvo digitalmente con el programa Alphalmager 2000 (Alpha Innotech Corp.,
Washington, E.U.A.). Una vez visualizada la imagen, se guardaron todas las muestras de
ADN gendmico total a - 20 °C.

Amplificacion de regiones microsatélite

Un total de siete loci de microsatélites se ensayaron en PCR individuales en un
termociclador Mastercycler® (Eppendorf, Nueva York, E.U.A.), a una temperatura de
desnaturalizacion de 94 °C durante 3 minutos, seguido de 30/35 ciclos de 10 segundos a
94 °C, alineamiento durante 10 segundos a la temperatura del oligonucle6tido utilizado
(Cuadro 1), polimerizacion a 72 °C por 10 segundos, y un ciclo de extension final durante
5 minutos a 72 °C. Cada reaccion de 10 ul contenia H,O desionizada, Buffer de PCR
10 x, MgCl, 4 mM, dNTPs 10 mM, Primer F a 10 mM, Primer R a 10 mM, BSA (Bovine

Serum Albumin), Tag polimerasa 0.5 u y ADN gendmico total.

La separacién de los productos de microsatélites se realizd por electroforesis
horizontal, en geles de agarosa al 1.2%, tefiidos con bromuro de etidio al 0.5 pg/ml,
utilizando un marcador de peso molecular de 100 pb Track It (Invitrogen, Carlsbad,
E.U.A.) para estimar el tamafio de los fragmentos. El gel se dej6 correr por 30 minutos a
90 V y posteriormente se visualizé con luz UV. Las imégenes digitales se obtuvieron con
el programa Alphalmager2000 (Alpha Innotech Corp., Washington, E.U.A.), las cuales
fueron guardadas para su analisis posterior. La electroforesis de las regiones
microsatélites amplificadas, se realizo con oligonucledtidos F (5°-3”) marcados con
fluorocromos FAM o NED (Cuadro 1), en el secuenciador ABI PRISM™ 3100 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, E.U.A.) del Instituto de Biologia de la UNAM. Para
determinar el tamafio de los alelos amplificados y la genotipificacion de los individuos, se
empled el software Peak Scanner™ Version 1.0 (Applied Biosystems). Asi se estableci6

el tamafio de los alelos, de acuerdo con el tamafio del fragmento en pares de bases.
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Cuadrol. Nombre de los loci ensayados, su secuencia, la region microsatélite y el fluorocromo (FAM o

NED) (tomado de Sol6rzano et al. (2009)), asi como la temperatura de alineamiento en °C y el intervalo

de tamafio del fragmento en pares de bases para M. zephyranthoides. Los loci MamVVTC6 y MamVTC7

también fueron disefiados por Sol6rzano et al. (2009) para M. crucigera donde resultaron ser

monomérficos, y su secuencia y la region repetida se publican por primera vez en esta tesis.

Nombre Secuencia (5°-3) Secuencia T.de Intervalo
repetida en alineamiento  de tamafio
tandem
MamVTC2  F-FAM: TCTCACTGCCCGTTTTCTCT (CTTCTTCAT), 58 169-183
R: ACGGTGATGGTGGGTGTTAT CTT4(CT),C(T)14

MamVTC6  F-FAM: CTCCCTCCTCACCATCTTCC (TG), TT(TG)s 57 243-262
R: CCGAACATGACCTAGATGTGC

MamVTC7  F-NED: (CCAAAA), 53 197-233
CATAGGAATTAGGTTAATCAGAATAGT  (GG(T),)2
R: AGGTGCCTTAATTCCCACAA

MamVTC8  F-FAM: TCGATTATCTGCTGCTTCCA (GA)15GGG 58 153-168
R: CCGAGAAAGCCCTAAAACT (GAA)s

MamVTC9  F-FAM: TGGATACGTGGCTCTTCGAT (GT);G(GT)3 60 165
R: CCAAATGCCAATCCTCCTAA

MamVTC10 F-NED: (CT)s(CA)s 55 111-171
CATTCTAGACATCATATCGCTCT
R: TGAGACTCCACTCTATTTCCTCT

MamVTC12 F-NED: TGGGGAATGGGCTATGATTA (TC)LAT(TC)yo 58 203-247
R: CGGCGTTTATTAGCGGAATCT (C),TC(TG),

Andlisis estadisticos

Diversidad genética

Con el programa Arlequin Version 3.1 (Excoffier et al. 2007), se estimo la

heterocigosidad observada (Ho), la heterocigosidad esperada (Hg) (Hedrick 2000), la
diversidad alélica (N,) (Frankham et al. 2010) y el indice de Garza—Williamson (G-W),

que estima la probabilidad de que en una poblacion haya ocurrido un cuello de botella

reciente (Garza y Williamson 2001). Con las siguientes formulas:
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Nij = nimero de individuos heterocigotos

N= nUmero total de individuos

1&=1—§:2
pi

pi = es la frecuencia del alelo iesimo

numero total de alelos en todos los loci

numero de loci

G-—W = k
T R+1

k = nimero de alelos de un loci en una poblacién

R =rango alélico

Para conocer el nimero de alelos exclusivos de cada poblacion se utilizo el
programa GDA (Lewis y Zaykin 2002). Por su parte, el nimero efectivo de alelos (Ag),
(Kimura y Crow 1964), considerado como el nimero de alelos necesarios para proveer la
misma heterocigosidad si todos los alelos fueran igualmente frecuentes (Frankham et al.

2010), se calcul6 como:
1

Ae = S

p; = es la frecuencia de cada alelo
La cuantificacion de la endogamia se realizo con el estadistico F,5 de Wright
(1951), en el nivel de los individuos que conforman las subpoblaciones (Hedrick 2000):

Hs — H;

Fro =
IS HS
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Hs = heterocigosidad que se esperaria si la poblacion estuviera en equilibrio Hardy-
Weinberg (heterocigosidad esperada poblacional)

H, = heterocigosidad observada en una subpoblacion en el tiempo del estudio

Con la formula de F;s modificada por Nei (1977) se calculd el indice de endogamia
a nivel de locus. De esta manera, Hs se refiere a la heterocigosidad esperada por locus y

H, a la heterocigosidad observada por locus.

Estructura genética

El indice Fst mide la variacion de las frecuencias alélicas entre poblaciones, es
decir, la diferenciacion genética entre ellas (Allendorf y Luikart 2007). Sin embargo, en el
caso de los microsatélites se emplea su andlogo, el indice Rst (Slatkin 1995). Para la
interpretacion de este indice, se considera que si el valor obtenido es de 0 a 0.05 la
diferenciacidn genética es baja, si el valor es de 0.05 a 0.25 hay una moderada
diferenciacidn genética, mientras que los valores por encima de 0.25 indican una
diferenciacién genética alta (Freeland et al. 2011). Para obtener el valor de flujo génico
(Nm) se utiliz6 la ecuacidn propuesta en el modelo de islas (Hedrick 2000). Esta ecuacion
supone un equilibrio entre flujo génico y deriva génica, lo que quiere decir que la tasa de
mutacion es poco significativa comparada con la tasa de migracion.

_ (1= Fep)

N
m 4Fgr

Aunado a esto se calcul6 la distancia geografica entre las poblaciones con la
aplicacion Longitude Latitude Distance Calculator ver. 4.2.3 (CGN 2013).

Estructura de tamafios y densidad poblacional

La densidad de individuos se calculé como el numero promedio de plantas de M.
zephyranthoides/m®. Para comparar ambas densidades poblacionales se hizo una prueba
de t, con el programa SPSS (Statistical Analysis Software Predictive, Nueva York,
E.U.A).
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Con los diametros medidos en campo, se obtuvieron seis categorias de tamaﬁo;:
<1.30cm, 1.31-2.61cm, 2.62 —3.92 cm, 3.93 -5.23 cm, 5.24 — 6.54 cm y > 6.55 cm,
al utilizar la formula de k = 1 + 3.322 (logn), donde k corresponde al nimero de intervalos
de clase y n es el nimero de observaciones que se quieren agrupar (Daniel 2002). Para
obtener el intervalo de tamafio entre cada clase se utilizo la formula C = R/ k, donde R es
la resta del diametro mayor menos el diametro menor registrado, y k es el nimero de
clases obtenido previamente. Para conocer si existian diferencias en las frecuencias de
cada categoria en las poblaciones y entre poblaciones, se utilizo la prueba de ji cuadrada
(%) (Daniel 2002), con el programa SPSS (Statistical Analysis Software Predictive,
Nueva York, E.U.A)).
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RESULTADOS
Diversidad y estructura genética

De los siete loci ensayados, seis resultaron ser polimorficos y uno monomorfico
(MamVTC9). El locus MamVTC6 amplificd solo para los individuos de Polotitlan y
debido a esto fue descartado del analisis genético. Asi los analisis estadisticos se basaron
en cinco loci, que resultaron en una riqueza alélica de 30 alelos, y una diversidad alélica
(N,) de cinco alelos. En general, se presentaron una gran cantidad alelos con frecuencias
alélicas muy bajas, y solo un alelo en cada poblacion con una frecuencia mayor a 0.5

(Fig. 5). La heterocigosidad total esperada para las dos poblaciones fue alta (Hy = 0.735).

12

O Polotitlan m Nochixtlan
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- 0. 0.11-0.2 0.21-0.3 0.3104 041-05 051-0.6 0.61-0.7 0.71-0.8
clase de frecuencia alélica

Frecuencia de alelos

Fig. 5. Distribucion de las frecuencias alélicas de los cinco loci polimérficos en las dos poblaciones

estudiadas.

En Polotitlan se presentaron cinco alelos exclusivos con frecuencias desde 0.025
(alelo 233 en el MamVTC7), hasta frecuencias de 0.250 (alelo 203 en el MamVTC12).
Para todos los loci, los valores de heterocigosidad esperada fueron menores que los de
heterocigosidad observada, y esto se reflejo en los valores negativos de endogamia
(Cuadro 2). A nivel poblacional se estimd la misma tendencia (Hg = 0.65, Ho = 0.78,
Fis = -0.185). Los valores del indice de Garza-Williamson fueron en su mayoria menores

a 0.2, a excepcion de locus MamVTCS8.

22



Cuadro 2. Diversidad genética de M. zephyranthoides en las dos poblaciones estudiadas. Nimero total de
alelos por locus (N+), nimero efectivo de alelos por locus (Ag), heterocigosidad observada (Ho),
heterocigosidad esperada (Hg), indice de endogamia (F;s), valor de significancia para la prueba de Hardy-

Weinberg (p) (el asterisco indica que hay desequilibrio) e indice de Garza-Williamson (M).

Polotitlan Nochixtlan

Locus Nr Az:0. Ho He Fs p M N+ A Ho He Fgs p M

MamVTC2 3 1.63 05 0.39 -0.26 0.633 0200 3 274 03 0.5 0.53 0.000* 0.200
MamVTC7 7 452 0.85 079 -0.06 0.020* 0.189 4 372 0.75 0.75 0 0.079 0.181
MamVTC8 5 2.83 075 0.66 -0.13 0.649 0600 5 3.09 085 0.69 -0.22 0.391 0.312
MamVTC10 5 2.73 0.85 0.65 -0.3 0.002* 0.096 7 5.33 0.85 0.83 -0.02 0.088 0.114
MamVTC12 7 43 095 075 -02 0.067 0.155 6 209 060 053 -0.11 0.013* 0.142

En la poblacién de Nochixtlan también se presentaron cinco alelos exclusivos. De
éstos dos tuvieron una frecuencia de 0.35 y 0.40 (alelos 164 y 168 en el locus
MamVTC8), mientras que otro presento una frecuencia muy baja, 0.050 (alelo 115 en el
MamVTC10). Algunos loci presentaron una heterocigosidad esperada menor o igual que
la heterocigosidad observada (Cuadro 2). En promedio para la poblacion, la
heterocigosidad esperada (Hg = 0.69) resulto ser mayor que la observada (Ho = 0.67), por
lo que el valor de Fs resulto6 ser ligeramente superior al cero (0.032). Para el indice de

Garza-Williamson por locus, se estimaron valores menores a 0.2.

La diferenciacion genética entre Polotitlan y Nochixtlan fue moderada, aunque
significativa (Rst= 0.05319, p = 0.0004). Esto se ve reflejado en el valor alto de flujo
génico obtenido (Nm = 4.4).

Densidad poblacional y estructura de tamarios

En Polotitlan se contaron un total de 27 individuos, que distribuidos en el area de
estudio presentaron una densidad poblacional de 1.77 individuos/m?, que variaron de 2.47
cm a 7.83 cm de diametro (x = 4.77 + 1.45 cm). La categoria del didmetro mas pequefia
no presento ningun individuo, y junto con las dos categorias de tamafio siguientes,

presentaron una frecuencia esperada mayor que la frecuencia observada (Fig. 6).
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En las siguientes tres categorias de didmetro ocurrié lo contrario, por lo que las
frecuencias observadas y esperadas en la poblacion fueron estadisticamente diferentes
(x> =17.44, gl = 3).

En Nochixtlan en total se contaron 25 individuos, que dio como resultado una
densidad poblacional de 1.62 individuos/m?. En esta poblacién los diametros variaron
entre 0.37 cm y 6.25 cm (X= 3.12 + 1.28cm), y se estimé una mayor frecuencia de
individuos de menos de 3.92 cm (80 %) con respecto a los individuos de mayor diametro.

Al comparar estas frecuencias, resultaron ser estadisticamente diferentes (> = 8.03,
gl =3).

Al comparar las poblaciones, la densidad poblacional de Polotitlan fue mayor
(te=0.05s =22, gl =1, p = 0.028), aunqgue el area de muestreo fue relativamente pequeria en
ambas poblaciones (< 500 m?). Las frecuencias observadas y esperadas por categoria de

tamafio son estadisticamente diferentes entre estas poblaciones (x> = 15.47, gl = 5).

#<1.30cm #®1.31-261cm -2.62-3.92cm m3.93-523cm -5.24-6.54cm =>6.55cm
14 -
12 -

[EEN
o

Frecuencia (nimero de
individuos)

SO N B~ OO ©
1

Polotitlan Nochixtlan
Nombre de la poblacion

Fig. 6. NUmero de individuos observados (barras con tramas) y esperados (barras transparentes) para cada

categoria de tamafio.

24



DISCUSION

Contrariamente a lo observado en especies con distribucién amplia (Hamrick y
Godt 1989; Nassar et al. 2002; 2003), en las dos poblaciones estudiadas de M.
zephyranthoides se presentd una diversidad alélica baja. Respecto a otras especies del
género y de otros cactaceas globosas estudiadas con microsatélites también se observo
este resultado (Cuadro 3). No obstante, en esta tesis se analiz6 un menor namero de

muestras y de loci que en otras investigaciones.

Las frecuencias alélicas de cada locus estudiado mostraron que un alelo comun
Ilegd a presentar frecuencias de hasta 0.75, o bien dos alelos que en conjunto sumaron
0.8. Esta tendencia ha sido observada también en otras especies de cactaceas (Hamrick et
al. 2002; Nassar et al. 2002), y puede atribuirse al efecto de la deriva génica, ya que esta
fuerza evolutiva determina que las frecuencias alélicas sean muy bajas para algunos alelos
(casi iguales a cero) y para otros sean muy altas (de casi 1) en poblaciones con tamafio
pequerio (Barret y Kohn 1991; Ellistrand y Ellam 1993; Hedrick 2000). EI término
poblaciones pequenias se puede aplicar si el tamafo efectivo poblacional es menor a 100
individuos, ya que algunas fuerzas evolutivas pueden reducir drasticamente la diversidad

genética en pocas generaciones (Primack 2000; Allendorf y Luikart 2007).

Por lo anterior, es posible llamar poblaciones pequefias a Polotitlan y Nochixtlan,
debido a que se encontrd un niumero bajo de individuos, 27 y 25, respectivamente. Este
tamafio poblacional dio como resultado una densidad de 1.69 individuos/m? en un &rea de
ocupacién real de 130 m? en cada poblacién. La densidad poblacional que presenta la
especie en las dos poblaciones puede considerarse baja respecto a otras especies del
género Mammillaria (Cuadro 4). Esto podria deberse a que el nUmero de cuadros
realizados fue menor, esto como resultado de su distribucién agregada. A pesar de que se
recorrio el potrero donde se ubicé la poblacion de Polotitlan (= 1ha) y la zona de una
pendiente poco inclinada en Nochixtlan, solo se encontraron a esos individuos, pero el

numero de plantas en cada poblacion podria ser mayor al registrado en el muestreo,
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puesto que la observacidn de estos individuos en época de secas resulta complicada ya
que las mamilas pierden turgencia y los individuos se encuentran practicamente
enterrados en el suelo, lo que los hace poco visibles, comportandose asi como una planta

geofita.

Cuadro 3. Diversidad genética de especies del género Mammillaria y de otras cactaceas globosas
estudiadas con microsatélites. Numero de muestras y loci analizados en el estudio, heterocigosidad
observada (Ho), heterocigosidad esperada (Hg), diversidad alélica (N,) e indice de endogamia (Fs).

£ . No. de No. de

specie . .

P muestras  loci Ho He Na Fis Referencia
Echinocactus grusonii 30 12 055 0483 33 - ?gggesweta'-
Ariocarpus bravoanus 20 8 0574 0574 56 - Hughes et al. 2008
M. crucigera 40 8 032 072 887 0605 ggé%rza”“ta"
M. napina 80 4 0774 0722 43  0.331 Tapia2011

M. sphacelata 98 4 0677 0.699 9.4  0.105 Tapia 2011

Coryphantha robustispina

_— 30 10 0.664 059 7.9 - Butterworth 2011
spp. robustispina
Astrophytum asterias 142 7 0.64 0.695 9.9 0.086  Terryetal. 2012
M. supertexta 100 5 0.73 0.814 8 0.08 Cuevas 2013

M. zephyranthoides 40 5 0.725 0.675 5 0.077  Presente tesis

Los tamafios poblacionales reducidos, el rea de ocupacién y la distribucién
discontinua que se documenta para esta especie, sugieren una especificidad al habitat. En
M. crucigera (Contreras y Valverde 2002) y en M. pectinifera (Zavala-Hurtado y
Valverde 2003) se ha mencionado que el tipo de suelo es determinante para su
establecimiento. A pesar de que M. zephyranthoides se ha considerado como generalista
al tipo de sustrato (Barcenas 1999), esta especie se encontrd en suelos planos y profundos,
y estas caracteristicas pueden ser determinantes para su distribucion, asi como los

nutrientes del suelo. Sin embargo hace falta investigar mas al respecto.
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Cuadro 4. Densidad poblacional (individuos/m?) de especies de Mammillaria.

Especie No. de poblaciones Densidad poblacional Referencia

M. napina 4 2.39 Tapia 2011

M. supertexta 5 1.42 Cuevas 2013

M. zephyranthoides 2 1.69 Presente tesis

M. albiflora 1 3 Cruz-Santos, en preparacién

M. solisioides 5 9.29 Macias-Arrastio, en preparacion
M. rekoi 2 1.76 Quezada, en preparacion

Respecto a la diversidad genética medida desde la heterocigosidad, en promedio

para las dos poblaciones la heterocigosidad observada fue mayor que la heterocigosidad

esperada, lo que indica que existe un exceso de heterocigotos. Este resultado también se

ve reflejado en los valores negativos de endogamia, que sugieren un déficit de

homocigotos. En investigaciones con plantas silvestres, asi como en simulaciones

numéricas donde se ha encontrado un exceso de heterocigotos, se han propuesto diversas

hipotesis para explicar estos resultados. Una de ellas menciona que en las poblaciones

pequefas con un sistema reproductivo de entrecruzamiento se incrementa la posibilidad

de un exceso de heterocigotos (Stoeckel et al. 2006; Rasmussen y Kollmann 2008), o

bien, el sistema reproductivo de entrecruzamiento por si solo ocasiona este exceso

(Elshibli y Korpelainen 2008). En lo que se refiere al sistema reproductivo, no se tiene

certeza de que M. zephyranthoides presente entrecruzamiento obligado, pero de acuerdo a

lo observado en campo, esta especie produce una mayor cantidad de frutos con este tipo

de reproduccion. Ademas su estructura floral sugiere que no existe autopolinizacién, ya

que el estigma esta por encima de las anteras (Crawley 1997) (Fig. 7).

Otra hipotesis para explicar el exceso de heterocigotos es que la seleccion favorece

a estos individuos (Stoeckel et al. 2006; Rasmussen y Kollmann 2008; Jugran 2011), pero

ésta no se puede apoyar pues los microsatélites son marcadores neutrales (Jarne y Lagoda

1996). Ademas de estas hipotesis acerca del exceso de heterocigotos, se ha mencionado

que una alta frecuencia de visitas de polinizadores esta relacionada con los valores altos

de heterocigosidad observada (Silva-Montellano y Eguiarte 2003). Para que exista un
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mayor namero de visitas de polinizadores se requiere una alta disponibilidad de polen
(Hander 1983). En la poblacién donde se hicieron observaciones acerca de la fenologia de
esta especie, se observo lo anterior, ya que se registro una sincronia en la antesis floral,
cada individuo presentd de una a ocho flores en antesis, y se observaron abejas y
coleopteros en las flores de esta especie. No se conoce si estos insectos son visitantes o
polinizadores, pero se sabe que éstos polinizan cactaceas globosas y barriliformes
(Mclnctosh 2005; Giovanetti et al. 2007; Martinez-Peralta y Mandujano 2011). (Fig. 7).

Fologrdfia: A. Cruz=Sanig ne, 4 v

Fig. 7. Individuo de M. zephyranthoides en floracion, en Mineral de Pozos, Guanajuato. La flecha indica
la posicion del estigma, y los circulos encierran los granos de polen mas visibles. En las flores de lado

derecho se pueden observar coledpteros.

Los resultados anteriormente presentados, podrian reflejar un cuello de botella
poblacional, pues cuando ocurre este evento, el niamero de alelos disminuye ya que es
mas sensible a fluctuaciones demogréficas, y la heterocigosidad puede mantenerse
(Allendorf y Luikart 2007). Los cuellos de botella son resultado de una disminucion
dréastica en el tamafio poblacional, debido a procesos demogréaficos o ambientales
(Ellstrand y Ellam 1993). En M. zephyranthoides esto se apoya por los valores obtenidos
para el indice de Garza-Williamson, ya que en ambas poblaciones son menores a 0.6, y se
dice que entre menor sea el valor de este indice, mayor es la probabilidad de que haya

ocurrido una reduccion en el nimero de individuos (Garza y Williamson 2001).
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En algunas cactaceas se ha observado también este evento, y se ha mencionado que es
posible que dicha reduccidn del tamafio poblacional se deba a la ubicacién de las
poblaciones en areas con disturbios (basureros, junto a carreteras o areas para la
agricultura) (Lambert et al. 2006; Mota-Lambert et al. 2006). Estos disturbios también

fueron observados en las poblaciones de M. zephyranthoides.

Los datos ecoldgicos, referentes a la estructura de tamafios poblacional que
presenta M. zephyranthoides, explican tambiéen el exceso de heterocigotos de acuerdo a lo
propuesto por Kimura (1983), quien menciona que si el tamafio efectivo de la poblacion
aumenta, también aumentara la heterocigosidad, bajo el supuesto de seleccién neutra (Fig.
8). De acuerdo a observaciones de campo en la época de secas, los individuos de M.
zephyranthoides presentan estructuras reproductivas a partir de los 2.7 cm. Con este
conocimiento en Polotitlan se infirio que el 96 % de la poblacién son adultos, mientras
que en Nochixtlan es cerca del 72 %, estos valores nos sugieren un tamafio efectivo

poblacional alto, lo que concuerda con los valores altos de heterocigosidad observada.

Con la estimacion de un gran nimero de individuos adultos se esperaria un gran
namero de individuos de tallas pequefias. Sin embargo, los resultados indican que los
individuos menores a 1.3 cm de M. zephyranthoides no estuvieron presentes en Polotitlan
y solo representaron el 12 % en la poblacién de Nochixtlan. Esta tendencia de deficit de
individuos pequefios (plantulas) se observa en general en las cactaceas (Alvarez et al.
2004; Valverde et al. 2004; Mandujano et al. 2007; Ramos 2007; Matias-Palafox 2007;
Bravo 2011; Lépez 2012), y se ha sugerido que es debido a que el reclutamiento de
plantulas ocurre a pulsos, y se relaciona con la baja frecuencia de condiciones favorables
(precipitacion), asi como con la depredacion y la competencia (Godinez-Alvarez et al.
2003; Jiménez-Sierra et al. 2007; Flores-Martinez et al. 2010; Portilla-Alonso y Martorell
2011; Ferrer et al. 2012; Martorell et al. 2012; Zepeda-Martinez et al. 2013). Ademas de
estas caracteristicas abidticas, el establecimiento de una plantula proveniente de una
semilla, esta relacionado con procesos que incluyen desde la polinizacion, el desarrollo de
la semilla (como la posicion de la semilla en el fruto, la edad de la semilla), la dispersién,
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y la germinacion (Hutchings 1997; Van Rheede y Van Rooyen 1998). Por esta razon, la
presencia o ausencia de plantulas depende no solamente de la disponibilidad de las
semillas, sino también de la frecuencia de sitios seguros que provean condiciones precisas

que requiere la semilla en particular (Harper 1977).
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Fig. 8. Relacién entre el tamafio efectivo poblacional (Ne) y el promedio de heterocigosidad por locus. Las

lineas representan tasas de mutacion distintas. Tomado de Kimura (1983).

Los individuos adultos (> 6.55 cm) al igual que las plantulas también presentaron
una baja frecuencia. Esto contrasta con lo encontrado en otras cactaceas, en quienes se ha
sugerido que la mortalidad de las plantas disminuye conforme incrementa su tamafo
(Contreras y Valverde 2002; Esparza-Olguin et al. 2002; Godinez-Alvarez et al. 2003).
Un déficit de individuos adultos también se observd en M. eriacantha, y se sugirié que
esto se deba al saqueo, ya que las flores de esta especie son muy bellas y vistosas, lo que
facilita su comercializacion (Valencia-Diaz et al. 2012). EI género Mammillaria, junto
con Coryphantha y Echinocereus son de los mas demandados por su uso ornamental
(Taylor 1997), por lo que en M. zephyranthoides el saqueo también puede ser una razén

del déficit de individuos adultos.

Por otra parte, la reduccion en la distribucion de la especie y los tamafios
poblacionales pequefios sugieren que estas poblaciones podrian diferenciarse
genéticamente, aunque el nimero de migrantes (Nm) estimado entre las dos poblaciones
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de M. zephyranthoides fue alto, y éste podria prevenir la divergencia genética entre ellas.
Este resultado contrasta con la hipotesis planteada, ya que a pesar de haber una distancia
de 405 km entre ambas poblaciones, hay méas de un migrante por generacion, y
tedricamente es suficiente para que las poblaciones sean genéticamente homogéneas
(Slatkin 1985). Sin embargo, este resultado podria deberse a la existencia de poblaciones
“fantasma” (Slatkin 2005), las cuales son poblaciones N0 muestreadas y que intercambian
migrantes con las poblaciones muestreadas, existiendo asi una conexion geneética entre
ellas. Esta idea podria ser posible, ya que se conocen dos poblaciones cercanas a
Nochixtlan (< 50 km) (Peters y Martorell 2001), que no fueron muestreadas ya que las
autoridades locales no lo permitieron. Sin embargo, debido a que la estimacion del flujo
de genes es indirecta, ésta puede reflejar un flujo génico histérico (Bossart y Prowell
1998).

El valor de flujo génico estimado puede estar relacionado con el valor de Rst
obtenido entre las dos poblaciones estudiadas, lo que sugiere que existe una
diferenciacion genética moderada entre ellas. Esta diferenciacion podria deberse a
factores ecoldgicos, tales como el tipo de reproduccién y la dispersion (Loveless y
Hamrick 1984). El tipo de reproduccidon y la posible polinizacion por insectos ya fue
discutido con anterioridad, pero respecto a la dispersién a travées de polen de acuerdo con
lo observado es por insectos. Por lo anterior en M. zephyranthoides la moderada
diferenciacion pudo deberse, al igual que en Astrophytum asterias (Terry et al. 2012), a
que su polinizacion es por abejas, ya que éstas pueden llegar a volar de 621 m (Aradjo et
al. 2004) hasta 2.5 km (Metcalf y Flint 1974).

Referente a la dispersion de semillas, no se conoce para M. zephyranthoides, pero
en otras cactaceas globosas como Astrophytum capricorne y A. ornatum el principal
dispersor es el agua (Sanchez-Salas et al. 2012). En M. huitzilopochtli las lagartijas son
los dispersores potenciales (Flores-Martinez et al. 2008), pero no se registré a ningdn tipo
de animal acarreando las semillas o lo frutos de M. zephyranthoides, por lo que esta idea

es descartada, aunque se requieren de mas observaciones en el campo. En otras especies,

31



de Mammillaria, como M. solisioides, M. pectinifera, M. napina, M. herrerae, se presenta
serotinia, lo que hace que la dispersion ocurra en afios con condiciones favorables, como
niveles altos de precipitacion, para el establecimiento de las plantulas (Rodriguez-Ortega
y Franco 2001; Rodriguez-Ortega et al. 2006; Peters et al. 2009), este fendbmeno no se
observo en la especie de estudio ya que los frutos se mostraron expuestos. Por su parte, en
M. grahamii las semillas forman un banco de semillas, y éstas pueden permanecer viables
hasta por seis afios, y solo en condiciones precisas de humedad y luz, éstas germinan
(Bowers 2005). La idea de la retencion de semillas de M. zephyranthoides en el suelo,
debe considerarse ya que al no encontrar plantulas de esta especie en el campo, una
posibilidad es que las semillas pueden estar enterradas en el suelo y germinar solo en afos

con lluvia favorable.

AMENAZAS

De acuerdo a lo observado en campo y a lo documentado para las poblaciones
estudiadas de M. zephyranthoides, la agricultura, los asentamientos humanos (basureros
clandestinos) y la apertura de caminos, se reconocen COmo amenazas para esta especie
(Aquino 2008; Reyes 2009). En Polotitlan, la presencia de ganado promueve la
degradacion del suelo y en consecuencia representa una limitacion para el establecimiento
de nuevos individuos (Martorell y Peters 2005). Por su parte en Nochixtlan el cambio de
uso de suelo cercano a donde se ubico la poblacion es muy drastico y podria decirse que

los individuos se encuentran encerrados en una “isla”.

Ademas de los disturbios que presentan las poblaciones M. zephyranthoides, se
sugieren una extincién local, ya que se visito una poblacion referida en el Herbario
Nacional, ubicada en Coixtlahuaca, Oaxaca, en la que no se encontrd ningun individuo y
solamente se observé un cultivo de trigo. También se visito la poblacion referida por
Navarro y Juérez (2006), y no se encontr0 a ningun individuo de M. zephyranthoides, asi
como tampoco en los cerros cercanos. Es posible que se haya confundido a la especie con

M. uncinata ya que solo se encontro esa especie en dichos lugares.
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CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos en Polotitlan y Nochixtlan se sugiere que M.
zephyranthoides presenta tamarfios poblacionales pequefios, con individuos distribuidos de
manera agregada en un area < 500 m2, y un aparente bajo reclutamiento, a pesar de tener
un gran numero de individuos potencialmente reproductivos. Estos resultados se pueden
relacionar con su baja diversidad alélica y con el exceso de heterocigotos. Las
caracteristicas anteriores hacen a estas poblaciones méas vulnerables a los efectos de la
deriva génica y en consecuencia a una pérdida de la diversidad genética, lo que a largo
plazo representa una amenaza para su continuidad. A pesar de que se documentaron
valores altos de flujo génico, éste puede ser historico. Las poblaciones estudiadas de M.
zephyranthoides probablemente han sufrido una reduccién en su area de ocupacion
debido a actividades humanas, si esto continla se ocasionaria un aislamiento de dichas
poblaciones, y por lo tanto habria una disminucioén en la cantidad de flujo génico entre

ellas, por lo que se recomienda conservar los habitats de esta especie.

Esta tesis es parte de un proyecto que analizo la diversidad y estructura genética
poblacional de otras especies del género Mammillaria, por lo que es importante tomar en
cuenta su contribucion. Ademas de que deben considerarse los resultados del estudio de
dos poblaciones de M. zephyranthoides ubicadas en Gto., las cuales no fueron analizadas

en esta tesis, pero en donde se obtuvieron resultados similares, genéticos y demograficos.

Debe también considerarse que la reciente inclusion de M. zephyranthoides a un
listado internacional de proteccion de la naturaleza, que la supone poco vulnerable, tiene
como referencia una poblacion en donde no se registroé ningun individuo de esta especie,
durante las observaciones de campo realizadas en esta tesis. Los evaluadores consideran
que las poblaciones de esta especie son grandes y por lo tanto estables, pero de acuerdo a
mis observaciones y resultados, difiero de esta aseveracion y considero que es importante
actualizar la distribucidn de esta especie, ademas de realizar estudios para entender su
dinamica poblacional, y asi evaluar su estatus de conservacion, y proponer planes de
manejo adecuados para la permanencia de esta especie.
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