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Resumen

La cactacea endémica Mammillaria solisioides Backeb., se considera amenazada en la
NOM-059-SEMARNAT-2010 y se incluye en el Apéndice | de la CITES. Sin embargo, se
desconoce su variabilidad genética, la cual es importante para fines de conservacion. En
esta tesis se evalug a partir de cinco loci de microsatélite, la diversidad y estructura
genética en poblaciones de Oaxaca (Ahuehuetitlan, Rancho Reyes y Santa Maria Ayd) y
Puebla (Petlalcingo 1, Petlalcingo 2). Ademas se calculé por poblacion la densidad y se
describié la estructura de tamafos para discutir los resultados genéticos. El nUmero total
de alelos para las cinco poblaciones fue de 62. La diversidad alélica promedio por locus y
por poblacion fue de seis. La riqueza alélica mas alta se encontrd en Petlalcingo 1 (35),
Petlalcingo 2 (33) y las mas bajas en Ahuehuetitlan (29), Santa Maria Ayua (30) y Rancho
Reyes (28). La heterocigosidad observada fue en promedio para las cinco poblaciones de
0.75y la heterocigosidad esperada de 0.68. Existe estructura genética entre las
poblaciones que no se explica por los altos niveles de flujo génico. Ademas las
poblaciones no se ajustan a un modelo de aislamiento por distancia (r’=0.2644, p=0.05).
La densidad poblacional fue de nueve individuos/m? y hay diferencias entre las estructuras
de tamafios de las poblaciones (X*= 124.73, g. |. 16, p= 0.05). La diversidad alélica fue
una de las mas bajas registradas para especies de Mammillaria. Ademas de acuerdo con
la riqueza y la diversidad alélica se considera que estas no reflejan el estado actual de las
poblaciones, ya que entre poblaciones como Ahuehuetitlan y Rancho Reyes con
aparentemente tamafios muy contrastantes, se registraron riquezas y diversidades
alélicas muy similares. Por lo tanto, se propone gue los efectos de la deriva génica a
través del tiempo sobre la especie pueden ser la causa de la variabilidad genética
observada actualmente. Con esta hipotesis ademas se explica la estructura genética
registrada, en la cual ni el flujo génico ni al aislamiento geografico la determinan, sino mas
bien se debe a los efectos diferenciados de la deriva génica sobre las poblaciones, con
base en las posibles variaciones en los tamafios poblacionales a través de tiempo. Por lo
tanto, se propone que la deriva génica debe de representar la principal amenaza para
esta especie, ya que de seguir la disminucién de la variabilidad genética, en un futuro se
podria condicionar su subsistencia. Lo cual puede ser dentro de poco tiempo de seguir
aumentando la perturbacién ocasionada por actividades como la ganaderia y la

urbanizacion en las poblaciones.




Introduccién

La familia Cactaceae incluye aproximadamente 1500 especies a nivel mundial (Hunt
1999). Este grupo nativo del Continente Americano, se distribuye desde Sudamérica
hasta Canada y las Antillas (Bravo-Hollis 1978, Hernandez y Godinez 1994, Hernandez et
al., 2004). México es uno de los principales centros de distribucion de esta familia
(Anderson 2001) y el pais con la mayor riqueza de cactaceas en América (Ortega-Baes y
Godinez-Alvarez 2006), ya que registra 669 especies, de las cuales 518 son endémicas
(Guzman et al., 2003). Dichas especies se distribuyen a lo largo del territorio mexicano
principalmente en zonas aridas, semiaridas o de un clima altamente estacional
(Hernandez y Godinez 1994, Hernandez et al., 2004).

La mayoria de las cactaceas en México se consideran amenazadas debido a la colecta
ilegal de individuos y a la fragmentacién de sus habitats provocada por las actividades
humanas (Becerra 2000, Esparza-Olguin et al., 2002, Godinez-Alvarez et al., 2003).
Ademas, sus tasas de crecimiento bajo, sus mortalidades altas en los primeros estadios
de vida y sus ciclos de vida largos (Hernandez y Godinez 1994, Becerra 2000), hacen que
el grupo, sea posiblemente uno de los mas vulnerables entre las plantas. En el caso
particular de las especies endémicas, el grado de vulnerabilidad es aiin mayor, ya que las
poblaciones pueden presentar distribuciones altamente restringidas y tamafios
poblacionales pequefios (Hernandez y Godinez 1994). Por estas razones varias especies
de cactaceas han sido incluidas en listas de proteccién, como la Norma Oficial Mexicana
NOM-059-SEMARNAT-2010 que incluye 276 especies (DOF 2010), la Lista Roja de la
IUCN que agrupa 589 especies a nivel nacional (IUCN 2013), y en los Apéndices | y Il de
la CITES se incorporan todas las especies de cactaceas nativas para México, excepto las
de los géneros Pereskia y Pereskiopsis (CITES 2012). No obstante, ha sido remarcado
gue para muchos de los miembros de la familia, hacen falta datos empiricos que permitan
emprender estrategias para su conservacion (Peters y Martorell 2001, Godinez-Alvarez et
al., 2003, Flores-Martinez et al., 2005).

Dentro de la familia Cactaceae se encuentra el género Mammillaria. Este grupo de
cactaceas de tallo globoso pertenece a la tribu Cactae y se conforma por 171 especies
(Anderson 2001), de las cuales mas del 80% son endémicas de México (Hernandez y
Godinez 1994, Pilbeam 1999, Becerra 2000). Los miembros de este grupo son traficados

ilegalmente (Benitez y Davila 2002) y muchas de las especies se encuentran en sitios con




algun grado de perturbaciéon humana (Anderson et al., 1994), lo que aunado al
endemismo del género motivo la inclusién de 109 especies en la Norma Oficial Mexicana
NOM-059-SEMARNAT-2010 (DOF 2010). Asimismo en la Lista Roja de la IUCN se han
incluido 159 especies endémicas de México (IUCN 2013), dos mas se encuentran en el
Apéndice | de la CITES y el resto del grupo se incorpora en el Apéndice Il (CITES 2012).
Sin embargo, en algunos casos estas categorias podrian no reflejar el riesgo real que
enfrentan las especies, debido a la poca informacién que se tiene sobre estas, lo que
ademas dificulta emprender estrategias para su conservacion (Peters y Martorell 2001).
Lo que se sabe hasta el momento para algunas especies de Mammillaria es que existen
aspectos de riesgo como la especificidad de habitat alta, las mortalidades altas en los
primeros estadios de vida, la dependencia de nodrizas y las tasas variables de
crecimiento poblacional producto de la variacion ambiental (Contreras y Valverde 2002,
Zavala-Hurtado y Valverde 2003, Valverde et al., 2004, Flores-Martinez et al., 2005,
Valverde y Zavala-Hurtado 2006, Rodriguez-Ortega 2008, Ureta y Martorell 2009, Ferrer-
Cervantes et al., 2012). También hay estudios con algunas especies incluidas en
categorias de riesgo, en las cuales se han registrado caracteristicas como la no
dependencia de nodrizas arbustivas para subsistir, la serotinia y el efecto positivo de
algunos tipos de disturbio crénico sobre la densidades poblacionales, llegando a
considerar estas especies como ruderales por dicho atributo (Peters y Martorell 2001,
Martorell y Peters 2005, Martorell y Peters 2008, Peters et al., 2008, Ureta y Martorell
2009).

En esta tesis se estudid la cactdcea Mammillaria solisioides Backeb. (Figura 1), endémica
del Valle de Tehuacan-Cuicatlan, particularmente de la zona de la Mixteca Baja de
Oaxaca y Puebla (Peters y Martorell 2001). Esta especie tiene una distribucién restringida
en parches (Anderson et al., 1994) que abarcan aproximadamente 18 hectareas (Peters y
Martorell 2001). Las principales amenazas que se reconocen para M. solisioides son la
urbanizacion y el trafico ilegal (Anderson et al., 1994). Por otro lado, aunque se ha
planteado que esta especie puede ser ruderal, ya que registra las densidades
poblacionales mas altas en sitios con ganaderia y otros tipos de perturbacién crénica, no
se debe perder de vista que la presion a la que se enfrenta por este tipo de actividades,
es una de las mas altas registradas para especies del género Mammillaria y ésta crece a
una tasa exponencial (Peters y Martorell 2001). Lo que determina que en algin momento

la perturbacién rebasara el nivel que puede soportar la especie, con lo que se esperaria




un decaimiento poblacional abrupto (Peters y Martorell 2001). De hecho es posible que ya
esté ocurriendo, como se ha evaluado en poblaciones de M. pectinifera, la cual también
es considerada ruderal (Martorell y Peters 2008, Valverde et al., 2009).

Fotografia:Aidé Cruz

Figura 1. Individuos adultos de Mammillaria solisioides

En cuanto a otros atributos de M. solisioides, se reconoce que ésta puede retener semillas
en los tallos (Rodriguez - Ortega et al., 2006). Esta propiedad llamada serotinia, ha sido
estudiada en otras especies como M. pectinifera, en la cual se ha propuesto podria
ayudar al crecimiento de las poblaciones (Peters et al., 2009). Esto porque las semillas
pueden permanecer en estado de latencia por un largo periodo dentro de la planta, en
espera de las condiciones apropiadas de humedad para ser liberadas, aumentando asi la
probabilidad de germinacion y establecimiento (Peters et al., 2009, Peters y Martorell
2011). Para M. solisioides se ha intentado probar el efecto que la serotinia podria tener

sobre las tasas bajas de crecimiento de las poblaciones y la adecuacion de la especie. Sin




embargo, no se ha podido encontrar un efecto significativo de este atributo (Rodriguez-
Ortega 2008).

Mas alla de los estudios realizados hasta el momento para M. solisioides, el conocimiento
gue se tiene sobre esta especie sigue siendo escaso. Lo que ha dificultado emprender
estrategias de conservacion para sus poblaciones, prueba de esto es que aunque es
considerada como amenazada en la NOM-059-SEMARNAT-2010 (DOF 2010) y se
incluye en el Apéndice | de la CITES (CITES 2012), para el afio 2001 se propuso que
fuera reubicada en el Apéndice Il, argumentandose la falta de tréfico significativo y
argumentos para su inclusion en el Apéndice | (Benitez y Davila 2002). Asimismo, en
2013 varias especies del género Mammillaria se incluyeron en la lista roja de la IUCN, no
obstante, M. solisioides no fue tomada en cuenta por la informacién insuficiente sobre su
estado de conservacion (IUCN 2013). Por lo tanto, urge generar mas estudios que nos
permitan conocer mejor esta especie, abordando enfoques que hasta el momento no

habian sido tomados en cuenta.

La variabilidad genética no habia sido estudiada hasta el momento en M. solisioides. La
informacién sobre este tema es de gran relevancia para la conservacion de cualquier
especie, debido a que su pérdida significa una desventaja ante los cambios ambientales,
lo que puede ocasionar problemas en el éxito reproductivo (Frankel y Soulé 1981,
Frankham 2003, Freeland et al., 2011). Los estudios de genética poblacional permiten
estimar la variabilidad genética en las especies, a partir de calcular las frecuencias
alélicas y genotipicas dentro y entre las poblaciones, representadas en parametros como
la diversidad genética que se conforma por la heterocigosidad y la riqueza alélica, entre
otros pardmetros utilizados comdnmente, asi como por la estructura genética, que refiere
la manera en que la variabilidad genética se distribuye en las poblaciones (Freeland et al.,
2011, Hedrick 2011). Los cambios en las frecuencias alélicas son el resultado de
procesos, tales como la seleccién natural, la mutacion, la deriva génica, la endogamia y el
flujo de genes (Hedrick 2011). No obstante, la manera en que dichos procesos moldearan
la variabilidad genética de una especie dependera de varias caracteristicas intrinsecas de
la misma, como la distribucién geogréfica, el tamafio poblacional y el sistema reproductivo
(Loveless y Hamrick 1984, Silvertown y Charlesworth 2001, Freeland et al., 2011).
Asimismo, se deben tomar en cuenta otros factores, como las fluctuaciones demograficas

y ambientales (Frankel y Soulé 1981).




En especies con patrones de distribucion geogréfica restringida y areas de ocupacion
pequefias, como es el caso de M. solisioides, los niveles de variabilidad genética tienden
a ser bajos debido al aislamiento geogréafico y al tamafio de las poblaciones, por lo que la
deriva génica, los cuellos de botella y la endogamia pueden representar los principales
factores de riesgo genético (Barrett y Kohn 1991, Elistrand y Elam 1993, Beebee y
Graham 2005, Freeland et al., 2011). La deriva génica disminuye la variabilidad genética
por azar (Freeland et al., 2011). Sin embargo, el grado en que afecta a una especie
dependera del tamafio efectivo poblacional, el cual se refiere a la cantidad de individuos
gue podran pasar su informacion genética a la siguiente generacion (Hedrick 2011). Entre
mas bajo sea el tamafio efectivo, mas fuerte es el impacto de la deriva génica (Ellstrand y
Elam 1993, Frankham 1996, Beebee y Graham 2005). Ademas, si existe una reduccion
en el tamafio poblacional a causa de la fragmentacion, pueden aumentar aiin mas los
efectos de esta fuerza evolutiva (Young et al., 1996, Kwak et al., 1998). Por otra parte, Si
la reduccion en el tamafio es drastica, podria representar un cuello de botella genético, el
cual provocaria una gran pérdida de la variabilidad (Barrett y Kohn 1991, Ellstrand 1992,
Ellstrand y Elam 1993, Beebee y Graham 2005, Freeland et al., 2011).

El aumento en los niveles de endogamia es otra amenaza (Barrett y Kohn 1991, Ellstrand
1992, Ellstrand y Elam 1993). Este aumento se debe a que las oportunidades de
reproduccién son bajas y pueden verse aun mas reducidas a causa de la fragmentacion
(Young et al., 1996, Kwak et al., 1998). Los individuos emparentados pueden
entrecruzarse o autofecundarse (Barrett y Kohn 1991), lo que provoca un incremento en el
numero de homocigotos, una reduccién de la variabilidad genética (Hedrick 2011) y puede

ocasionar una reduccién en la adecuacion reproductiva (Frankham et al., 2002).

Existen antecedentes con otras especies de cactaceas de tallos globosos pertenecientes
a la tribu Cereae en las cuales se ha comprobado la ocurrencia de los procesos antes
mencionados, como en Melocactus pauscispinus, M. concinnus y M. curvispinus, en las
cuales se han documentado diversidades genéticas bajas atribuidas a la deriva génicay a
cuellos de botella provocados por el saqueo y la fragmentaciéon (Nassar et al., 2001, Mota
et al., 2006). También en estas cactaceas y en Astrophytum asterias, una cactacea
globosa de la tribu Cactae, se han registrado niveles de endogamia moderados debido a
los tamafios poblacionales pequefios y a la fragmentacién (Nassar et al., 2001, Mota et
al., 2006, Terry et al., 2012).




Asimismo, en las especies de cactaceas de tallos globosos mencionadas arriba se han
documentado distintos grados de estructura genética producto de la diferenciacién entre
las poblaciones (Nassar et al., 2001, Mota et al., 2006, Terry et al., 2012). La
estructuracion puede ser causada por la deriva génica o la seleccion natural, en conjunto
con el aislamiento geogréfico y la falta de flujo génico (Freeland et al., 2011). El papel del
flujo génico en la diferenciacion es importante, ya que se ha propuesto puede mantener
homogenizadas genéticamente a las poblaciones (Slatkin 1985). En especies de
cactaceas columnares el nivel de diferenciacion entre poblaciones suele ser bajo, debido
a que se puede mantener flujo de genes entre las poblaciones, ya que los polinizadores y
dispersores de semillas caracteristicos de estas especies, pueden recorrer largas
distancias y mantener conectadas genéticamente las poblaciones (Nassar et al., 2002,
Nassar et al., 2003, Clark-Tapia y Molina-Freaner 2003, Otero-Arnaiz et al., 2005, Tinoco
et al., 2005, Parra et al., 2008). En contraste para especies globosas, entre las cuales se
ha mencionado a especies de Mammillaria, se propone que el flujo de genes entre
poblaciones debe ser bajo debido a que sus polinizadores y dispersores de semillas
tienen una capacidad limitada para acarrear genes mas alla de la poblacion de origen
(Nassar et al., 2001, Mota et al., 2006, Sol6rzano et al., 2009, Terry et al., 2012).

Por todo lo anterior es de gran importancia explorar la diversidad y estructura genética en
M. solisioides, para evaluar la relevancia que factores como la deriva génica, la
endogamia y el flujo de genes juegan en el estado de conservacion genética de esta
especie. Lo que ademas permitiria establecer que poblaciones pueden encontrarse en

mayor peligro y cuales pueden representar unidades de conservacion.

Para llevar a cabo estudios de genética poblacional se debe de contar con un marcador
molecular que nos permita medir la variabilidad genética en las poblaciones. Las regiones
del ADN de tipo microsatélite son un marcador apropiado, al ser altamente polimérficos,
codominantes y manejarse bajo un principio de seleccién neutra (Freeland et al., 2011),
gracias a estas caracteristicas detectan mayor variabilidad genética que otros
marcadores, como las isoenzimas (Jarne y Lagoda 1996). Sin embargo, la mayoria de
estudios de genética poblacional en cactaceas se han llevado a cabo usando el Gltimo
marcador mencionado (Hamrick et al., 2002, Nassar et al., 2002, Nassar et al., 2003,
Clark-Tapia y Molina-Freaner 2003, Tinoco et al., 2005, Parra et al., 2008, Mota et al.,
2006). Asi se han empezado a emprender esfuerzos para desarrollar oligonucleétidos

para amplificar regiones microsatélites en géneros de cactaceas (Otero-Arnaiz et al.,




2004, Terry et al., 2006, Helsen et al., 2007, Hughes et al., 2008, Hardesty et al., 2008,
Arakaki et al., 2010, Butterworth 2011, Pérez et al., 2011), incluyendo a Mammillaria
(Solérzano et al., 2009), lo que ha permitido realizar estudios de genética poblacional en
algunas especies como M. napina, M. supertexta y M. sphacelata para la cuales se
documentaron valores de diversidad alélica alta y heterocigosidades de moderadas a
altas (Tapia-Salcido 2011, Cuevas-Alducin 2013). En contraste, para especies como M.
crucigera se registraron heterocigosidades genéticas bajas y en M. zephyranthoides
diversidades alélicas bajas (Solérzano et al., 2009, L6pez-Ortiz 2013).

En esta tesis se analiz6 la diversidad y estructura genética en cinco poblaciones de M.
solisioides, a partir de cinco marcadores moleculares de tipo microsatélite. También se
estimé la densidad poblacional y se describi6 la estructura de tamafios, debido a la
relacion que pueden guardar estos parametros demograficos con la diversidad y
estructura genética. La densidad poblacional puede reflejar el tamafio ecolégico
poblacional (Gram y Sork 1999), al ser afectada por la mortalidad y la natalidad (Elzinga et
al., 2001). Este tamafio tiene una gran relacién con el tamafio efectivo poblacional, que
determina la manera en que procesos como la deriva génica pueden afectar a una
especie. Por otra parte, la estructura de tamafios nos permite obtener informacién sobre la
cantidad de reclutamiento que se puede dar en la poblacion, asi como de la cantidad de
individuos reproductivos (Hutchings 1997), los cuales determinan el tamafio efectivo
poblacional, al ser los individuos que potencialmente pueden dar su carga genética a la

siguiente generacidn.




Hipotesis

La cactacea M. solisioides endémica de la Mixteca de Oaxaca y Puebla, presenta una
distribucion geogréfica restringida con areas de ocupacion pequefas que pueden limitar
los tamafios poblacionales y aumentar el aislamiento geogréfico. Por ello a nivel
poblacional se esperaria encontrar una diversidad genética baja y una diferenciacion alta,
como consecuencia de los efectos de la deriva génica, la endogamia y el patrén de flujo

génico.

Objetivo General

- Evaluar los niveles de diversidad y estructura genética en cinco poblaciones de M.
solisioides, para contribuir al estado de conservacion genética de la especie. Asi
como describir parametros demograficos que permitan discutir los niveles de

variabilidad genética registrados.

Objetivos Particulares

- Estimar la diversidad genética de las cinco poblaciones de M. solisioides para
establecer los efectos de la deriva génica y la endogamia en el estado de

conservacion de esta especie.

- Describir la estructura genética en M. solisioides para inferir la importancia que el

flujo génico y la deriva génica tienen en la diferenciacion de las poblaciones.

- Estimar la densidad poblacional y describir la estructura de tamafios, para
integrarlos a la discusién de los niveles de diversidad y estructura genética

observados.




Area de estudio

En total se muestrearon cinco poblaciones de M. solisioides dentro de la Mixteca Baja de
Oaxaca y Puebla (Figura 2). Las poblaciones fueron nombradas como: Ahuehuetitlan,
Rancho Reyes, Santa Maria Ayu, Petlalcingo 1 y Petlalcingo 2. Las distancias geogréficas
menores gque separan a las poblaciones se presentan entre Petlalcingo 1 y Petlalcingo 2
con 1.5 km y entre Ahuehuetitlan y Santa Maria Ayt con 1.7 km. Las distancias mayores
se encuentran entre Rancho Reyes con Petlalcingo 1y Petlalcingo 2 con 30 km de

distancia.

El gradiente altitudinal donde se ubican las poblaciones varia de los 1400 metros en el
estado de Puebla, hasta los 1800 metros en el estado de Oaxaca. Los sitios de estudio se
ubican en un amplio sistema de valles y sierras. El clima es calido subhumedo con lluvias
en verano. La vegetacion se encuentra dominada por pastizales y zonas de agricultura
(INEGI 2011), asi como zonas de bosque tropical caducifolio y chaparrales (Peters y
Martorell 2001).
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Figura 2. Ubicacién de las poblaciones muestreadas de Mammillaria solisioides en este estudio.




Métodos

Trabajo de campo

Durante el trabajo de campo se colecté tejido vegetal de 20 individuos en cada una de las
cinco poblaciones. Las muestras fueron preservadas en nitrogeno liquido a -70 °C dentro
de bolsas de plastico hasta su traslado al laboratorio donde fueron almacenadas a -80 °C.
Para la estimacion de las densidades poblacionales se realizé un muestreo dirigido,
trazando cuadros de 1 m?en zonas donde se encontraran individuos, los cuales fueron
contados. El nimero de cuadros trazados por poblacion fue distinto ya que cada
poblacién ocupa extensiones diferentes de terreno. Sin embargo, cuando fue posible se
buscdé contar al menos cien individuos para tener una muestra representativa. Asimismo
para la descripcion de la estructura de tamafios se midié en cada poblaciéon con un vernier

el diametro de cada individuo contado en los cuadros.

Trabajo de Laboratorio

Aislamiento de ADN

El aislamiento de ADN de las muestras colectadas, se llevd a cabo siguiendo el protocolo
de QIAGEN DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, Reino Unido). Posteriormente se realizaron
electroforesis en geles de agarosa al 0.8% tenidos con Bromuro de Etidio al 0.5 pg/ml,
para comprobar si se llevo a cabo con éxito el aislamiento de ADN. Los geles se
visualizaron en un transiluminador de luz UV Alphalmager Imaging System (Alpha Innotec
Corp, EUA).

Amplificacién de regiones microsatélites

Para describir la diversidad y estructura genética, se ensayaron cinco loci de
microsatélites disefiados previamente para M. crucigera (Solérzano et al., 2009) (Cuadro
1). Cada reaccion de PCR se prepar6 a concentraciones de 5 pmol de cada
oligonucleétido F (5" 3) y R (3" 5%), 10 mM de dNTPs, 50 mM de MgCl,, 10 mM de Tris-
HCI pH 8.3, 75 mM de KCI, 0.8 % de suero de albumina bovino 100, 0.5 unidades de Taq
polimerasa (Amplicasa, México) y se agreg6 1 ul de ADN gendmico total en un volumen
final de 10 pl. Los PCR se realizaron en un termociclador modelo Mastercycler® Family
(Eppendorf, EUA). Después se realizd una electroforesis en gel de agarosa al 1.2 %,
tinendo con Bromuro de Etidio al 0.5 pg/ml y utilizando un marcador de peso molecular de

100 pb Tracklt (Invitrogen, EUA) para observar el éxito en la amplificacion. De igual
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manera, lo geles se examinaron en un transiluminador de luz UV Alphalmager Imaging
System (Alpha Innotec Corp, EUA). Para saber el tamafio de los fragmentos
microsatélites amplificados, se hizo de nueva cuenta PCR, pero esta vez con
oligonucledtido F (5" 3") marcado con fluorocromo FAM o NED, los cuales fueron llevados
a un secuenciador modelo ABI PRISM™ 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystem, EUA)
para separar los alelos. Posteriormente se genotipificaron los individuos con ayuda del
programa Peak Scanner (Applied Biosytem, EUA).

Cuadro 1. Loci disefiados previamente (Sol6rzano et al., 2009) y ensayados en M. solisioides, secuencia de los
oligonucledétidos incluyendo los flourocromos con los cuales fueron marcados, secuencia en tandem, temperatura
de alineamiento (Ta), intervalo de tamafio del fragmento obtenido para la especie de este estudio, nimero total de
alelos por locus, nimero promedio de alelos por locus para las cinco poblaciones (A), heterocigosidad observada
(Ho) y esperada (Hg), valor de p para equilibrio Hardy-Weinberg y coeficiente de endogamia (F;s). Los loci
MamVTC6 y MamVTC7 también fueron desarrollados por Sol6rzano et al. (2009), sin embargo, fueron publicados
por primera vez por Lopez-Ortiz (2013).

Nombre del Secuencia de oligonucledtidos Secuenciaen Ta. Tamafio Ny A H, He Valorp Fg
locus (5-3") tandem (°C) (pb)

MamVTC5 F-NED TACAGACGCCATAGGCAAAG (GA)CA(GA)AA(G 55 199-215 9 6 073 0.83 0.0000 0.1
R: GGTGGAGATGAGGGACTGAA Az

MamVTC6 F-FAM CTCCCTCCTCACCATCTTCC (TG)TT(TG)s 59 228-266 11 7 0.57 0.78 0.0000 0.3
R: CCGAACATGACCTAGATGTGC

MamVTC7 F-NED (CCAAA)A(GG(T)7)2 60 178-223 12 6 094 0.66 0.0000 -0.3
CATAGGAATTAGGTTAATCAGAATAGT
R: AGGTGCCTTAATTCCCACAA

MamVTC8 F-FAM TCGATTATCTGCTGCTTCCA (GA)1sGGG(GAA)s 58 153-193 17 5 0.67 0.76 0.0000 0.1
R: CCGAGAAAGCCCTAAAACCT

MamVTC10 F-NED CATTCTAGACATCATATCGCTCT (CT)s(CA)e 52 110-146 13 7 0.85 0.84 0.0000 0.01

R: TGAGACTCCACTCTATTTCCTCT

Diversidad genética

El analisis de diversidad genética se llevo a cabo para el total de poblaciones y por
poblacién con los programas Arlequin ver. 3.1 y GDA (Excoffier et al., 2007, Lewis y
Zaykin 2002). Para el total de poblaciones se estimé el nimero total de alelos y por locus
la cantidad de alelos (N+), el nUmero promedio de alelos (A), la heterocigosidad observada
(Ho), la heterocigosidad esperada (He), para las cuales ademas se evalué la desviacién
del equilibrio Hardy-Weinberg con una prueba de X? tomando en cuenta una p=0.05 y con

la formula de Nei (1977) se calcul6 el coeficiente de endogamia (Fis).
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Por poblacién se obtuvo la riqueza alélica (N+), la diversidad alélica (A), la heterocigosidad
observada promedio (H,) y la esperada (He), el nUmero promedio de alelos efectivos por
locus (Ae) utilizando la formula tomada de Hart y Clark (1997), el nimero de alelos
exclusivos (A,) y el coeficiente de endogamia promedio (Fis) (Ver ecuaciones para estos
calculos en el Apéndice 1).

Aparte con el programa Bottleneck 1.2.02 se llevé a cabo una prueba de signo (Piry et al.,
1999). Esta prueba determina cuantos locus por poblacién exhiben un exceso de
heterocigosidad (He/Hp) y prueba la significancia de este exceso (p=0.05), lo que
representa que puede haber ocurrido un cuello de botella reciente en la poblacion
(Cornuet y Luikart et al., 1996). Cabe aclarar que la comparacion que realiza este
programa al probar el exceso de heterocigosidad en cada locus, es distinta a la realizada
para probar equilibrio Hardy-Weinberg, ya que el programa Bottleneck 1.2.02 toma en
cuenta una heterocigosidad esperada con un supuesto de equilibrio entre mutaciéon y
deriva génica, el cual no contempla Hardy-Weinberg (Luikart et al., 1998). Para la prueba
de signo ademas se tomé en cuenta un modelo de mutacion paso a paso (SSM), ya que

muchos microsatélites se ajustan a este modelo (Valdes et al., 1993).

Estructura genética

Para la estructura genética, con Arlequin 3.1 se estim6 entre poblaciones, el nivel de
diferenciacién pareado Rst, a partir del cual se calculé el valor de flujo génico (N,)
(Excoffier et al., 2007). El coeficiente de diferenciacion antes mencionado es el mas
adecuado al usar microsatélites, ya que toma en cuenta el alto polimorfismo del marcador
(Slatkin 1995). Para los coeficientes de diferenciacion se ha propuesto que valores
mayores a 0.25, equivalen a niveles altos de diferenciacion, valores entre 0.05 y 0.25 son
moderados y valores menores a 0.05 se pueden considerar bajos (Freeland et al., 2011).
No obstante, valores aun por debajo de 0.05 pueden llegar a ser significativos (Freeland
et al., 2011). Por lo tanto, para cada prueba de Rstse llevo a cabo una prueba de
significancia tomando en cuenta 1000 permutaciones y un valor de p=0.05 (Excoffier et
al., 2007). Con el programa GDA (Lewis y Zaykin 2002) se calculé la distancia genética de
Nei (D) (1972), la cual representa la similitud que existe entre las poblaciones con base en
las frecuencias alélicas y se construy6 un dendrograma de similitud UPGMA (Ver
ecuaciones para estos calculos en el Apéndice 1). Posteriormente se probd el modelo de

aislamiento por distancia, con una prueba de Mantel realizada en el programa Mantel
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Nonparametric Test Calculator (Liedloff 1999), mediante el cual se estimo el nivel de
correlacion entre los valores de diferenciacion genética (Rst) con la distancia geografica,
con un a=0.05 y 1000 permutaciones. Esta prueba busca explicar si la ubicacion
geografica de las poblaciones determina la estructura genética obtenida. También con
Arlequin 3.1 se realiz6 una prueba de AMOVA (Excoffier 1992, Excoffier et al., 2007), para
lo cual se establecieron tres grupos con base en la distribucion geogréfica de las
poblaciones. Los grupos fueron: Puebla que incluyé Petlalcingo 1y Petlalcingo 2, Oaxaca
1 que incluy6 Ahuehuetitlan y Santa Maria Ayu, y Oaxaca 2 que consideré solo a Rancho
Reyes. Con este andlisis se obtuvo la varianza que representa la variabilidad genética que
proviene de las jerarquias de agrupamiento: entre individuos, entre poblaciones o entre
los grupos establecidos. Asimismo, se llevé a cabo un andlisis bayesiano de asignacion
de genaotipos, que calcula la probabilidad de que los genotipos de los individuos
pertenezcan a cada una de las poblaciones en las cuales fueron colectados (Excoffier et
al., 2007). También se realiz6 con el programa GenAlEx 5.2, una matriz de distancia
euclidianas entre genotipos (Smouse y Peakall 1999), a partir de la cual se construy6 un
analisis de coordenadas principales (PCoA), el cual agrupa a los individuos en base a
dichas distancias (Peakall y Smouse 2006) y nos permite saber la estructura espacial que

existe a nivel de genotipos.

Densidad poblacional y estructura de tamafnos

La densidad poblacional, se obtuvo mediante el calculo del promedio de individuos
encontrados por metro cuadrado. Para la descripcidn de la estructura de tamafios, en
cada poblacion se agruparon los datos en diferentes categorias de talla, asignando los
intervalos con la regla de Sturges (Daniel 2007). A estos intervalos se hicieron ajustes con
base en observaciones realizadas en campo, tales como el diametro a partir del cual se
encontraron individuos reproductivos. La estructura de tamafios entre las poblaciones se

comparé con una prueba de X? con un a=0.05.
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Resultados
Diversidad genética

Para el total de las poblaciones el nimero de alelos fue de 62, encontrandose por locus
de nueve a 17 alelos (N1) y un promedio de seis (A) (Cuadro 1). Los valores de
heterocigosidad observada por locus para el total de poblaciones estuvieron en
desequilibrio Hardy-Weinberg (p<0.05) (Cuadro 1). Ademas el coeficiente de endogamia
fue en promedio bajo (0.02), siendo el locus MamVTC6 en el que se present6 el valor mas

elevado (Cuadro 1).

A nivel de cada poblacion la riqueza alélica varié de 28 a 35 alelos siendo los valores méas
altos para Petlalcingo 1 y Petlalcingo 2 (Cuadro 2). La diversidad alélica (A) promedio por
poblacién fue de seis y las heterocigosidades observadas fueron mas altas que las
esperadas para cada una de las poblaciones, siendo Rancho Reyes la que tuvo la
heterocigosidad observada mas baja, seguido de Ahuehuetitlan y finalmente Santa Maria
Ayu, Petlalcingo 1 y Petlalcingo 2, con los valores mas altos (Cuadro 2). El nUmero
efectivo de alelos (A¢) por poblacién fue en promedio de cuatro (Cuadro 2). El nimero de
alelos exclusivos (A) varié de dos hasta nueve alelos, siendo Rancho Reyes la poblacion
gue presentd la mayor cantidad de alelos exclusivos (Cuadro 2). El coeficiente de
endogamia para todas las poblaciones (Fs) fue negativo con un promedio de —0.08
(Cuadro 2). En cuanto a la prueba de signo, ésta no resulté significativa para ninguna de

las poblaciones (p>0.05) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Por poblacién se presenta la riqueza alélica, la diversidad alélica (A), el nUmero efectivo
de alelos (A¢), el nimero de alelos exclusivos (A) la heterocigosidad observada (H,), la
heterocigosidad esperada (He), el coeficiente de endogamia (F;s), la proporcién de loci con exceso

de heterocigosidad (Heg/Hp) y el valor “p” para la prueba de signo.

Poblacién Nt A Ac Ay Ho He Fis He/Hp Valor p
Ahuehuetitlan 29 6 3.3 3 0.72 069 -0.04 1/5 0.08
Rancho Reyes 28 6 2.6 9 058 0.60 -0.05 0/5 0.09

Santa Maria Ayl 30 6 3.4 3 0.82 0.7 -0.17 2/5 0.9
Petlalcingo 1 35 7 4 6 0.8 0.73 -0.09 2/5 0.3
Petlalcingo 2 33 7 4 2 0.8 0.72 -0.09 1/5 0.09
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Estructura genética

Las diferencias registradas entre poblaciones fueron significativas, excepto entre Santa
Maria Ayu y Petlalcingo 2 (Cuadro 3). El nivel diferenciacion mas alto se encontré entre
Ahuehuetitlan y Rancho Reyes, los niveles més bajos entre Petlalcingo 1 con Santa Maria
Ayu y Petlalcingo 2, los demas valores de diferenciacion fueron moderados (Cuadro 3). El
flujo génico (N, entre las poblaciones fue mayor a uno, salvo en Rancho Reyes que
presento flujo génico menor a uno con Ahuehuetitlan (Cuadro 3).

Cuadro 3. Coeficiente de diferenciacion entre poblaciones (Rst) por debajo de la diagonal y por

encima de la diagonal los valores de flujo génico (N,), Con asteriscos se marcan los valores
significativos y con letras el grado de diferenciacion siendo “A” alto, “M” moderado y “B” bajo.

Poblacién Ahuehuetitlan Rancho Reyes Sanfyl\élarl’a Petlalcingo 1 Petlalcingo 2
Ahuehuetitlan 0 0.32 2.4 1.32 11
Rancho Reyes 0.44**A 0 1 1 1.5

Santa Maria Ayu 0.09**M 0.24**M 0 5.4 325
Petlalcingo 1 0.2**M 0.22**M 0.04*B 0 8.3
Petlalcingo 2 0.2**M 0.14**M 0.008 0. 03**B 0

Los valores de distancia genética de Nei (D), son inversamente proporcionales a los
coeficientes de diferenciacion (Cuadro 4). Al construir el dendrograma UPGMA las
poblaciones se agruparon en cuatro nodos, que no reflejan la distribucién geografica de

las poblaciones (Figura 3).

Cuadro 4. Valores de distancia genética de Nei entre poblaciones (D) por debajo de la diagonal y
por encima de la diagonal los valores de distancia geografica en kilbmetros.

Rancho

Poblacién Ahuehuetitlan Reyes Santa Maria Aya  Petlalcingo 1 Petlalcingo 2
Ahuehuetitlan 0 9.37 1.74 22.35 22.38
Rancho Reyes 0.9 0 9.28 30.68 30.92

Santa Maria Ayu 0.3 0.9 0 21.72 21.85
Petlalcingo 1 0.6 0.8 0.2 0 1.42
Petlalcingo 2 0.6 0.4 0.2 0.1 0
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La prueba de Mantel realizada no mostré correlacion significativa entre el coeficiente de
diferenciacion Rsr y la distancia geogréfica (r°=0.2644, p=0.05). El AMOVA, mostr6 que el
mayor porcentaje de variacién genética se encuentra en los individuos en las poblaciones
con un 79 % de varianza, seguido por un 15% entre los grupos establecidos y un 6 %
entre las poblaciones.
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Figura 3. Dendrograma UGPMA construido a partir de la distancia genética de Nei (1974).

El analisis bayesiano de asignacion reveld que la mayoria de genotipos corresponden a
las poblaciones donde fueron colectados y solo ocho genotipos no corresponden al lugar
de colecta, cuatro de ellos encontrados en Petlalcingo 2, dos en Petlalcingo 1, uno en

Ahuehuetitlan y uno en Santa Maria Ayd.

Por otro lado, el analisis de coordenadas principales explico el 52% de la varianza (Figura
4). En el cual la coordenada 1(33.18%) agrup6 la mayoria de los genotipos de Santa
Maria Ayq, Petlalcingo 1y Petlalcingo 2 juntos, asi como a la mayoria de los
pertenecientes a Ahuehuetitlan y Rancho Reyes (Figura 4). En contraste, la coordenada 2
(18.89%) agrupd a los genotipos de Petlalcingo 1, Petlalcingo 2, Santa Maria Ayd y

Ahuehuetitlan. Asi como los pertenecientes a Rancho Reyes en otro grupo (Figura 4).
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Figura 4. Andlisis de coordenadas principales, donde se agrupa a los individuos en base a las
distancias euclidianas entre genotipos. Porcentaje de la varianza total explicada por cada eje y el
valor de Eigen se presenta dentro del paréntesis.

Densidad poblacional y estructura de tamafnos

La densidad promedio de las poblacionales fue de nueve individuos/m?, siendo en
Petlalcingo 1 y Ahuehuetitlan, en las cuales se documentaron los valores mas altos con
16 y 13 individuos/m?, respectivamente. Le siguieron la poblacién de Santa Maria Ayud con

siete individuos/m? y al Gltimo Petlalcingo 2 y Rancho Reyes con cinco individuos/m?.

Para la estructura de tamafios los individuos fueron clasificados en cinco categorias de
didmetro (Figura 5). Existieron diferencias significativas entre las estructuras de las
poblaciones (X*= 124.73, g. |. 16, p= 0.05). El nimero mayor de individuos en las
poblaciones fue de tallas de 1.4 a 2.9 cm con mas del 70% de individuos representados
para cada poblacion, cabe mencionar que a partir de estas tallas los individuos producen

estructuras reproductivas. Por otra parte, se encontré un nimero bajo de individuos
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mayores a 3 cm respecto a los valores esperados en Ahuehuetitlan y Petlalcingo 1 (Figura
5). Ademas en las poblaciones se registré un namero variable de individuos de menos de
0.6 cm, registrando entre 10 a 20 individuos en Ahuehuetitlan, Santa Maria Ayu y
Petlalcingo 1, y solo un individuo en Rancho Reyes y Petlalcingo 2 (Figura 5). No
obstante, estos individuos no llegan a representar mas del 10% para las poblaciones.
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Figura 5. Estructura de tamafios en M. solisioides y valores esperados a partir de prueba de X2 Del
lado derecho se muestran las categorias y el intervalo de tamafios establecidos y en barras
trasparentes se muestran los valores esperados para cada categoria en las poblaciones.
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Discusion

El comparar los valores de diversidad alélica por poblacién y el promedio de alelos por
locus registrados para M. solisioides, con lo documentado en otras cactdceas donde se
han usado microsatélites resulta inadecuado, ya que el tamafio del muestre6 molecular y
poblacional varia de un estudio a otro (Hughes et al., 2008, Hardesty et al., 2008,
Butterworth 2011, Terry et al., 2012, Sol6rzano et al., 2009), lo cual puede influir sobre los
valores registrados (Allendorf y Luikart 2007). Sin embargo, al contrastar los valores para
la especie aqui estudiada con otras especies de Mammillaria, en las cuales se ha llevado
a cabo un muestreo molecular igual o menor al realizado en este estudio, se observa que
las diversidades alélicas por poblacién y por locus para M. solisioides, son de las mas
bajas para el género, al ser mas bajas que las registradas por poblacion para M.
supertexta (8) (Cuevas-Alducin 2013) y mas bajas que las documentadas por locus en M.
napina (8) y M. sphacelata (9) (Tapia-Salcido 2011), siendo solamente mayor a los

valores registrados por poblacion para M. zephyranthoides (5) (L6pez-Ortiz 2013).

La baja diversidad alélica para esta especie se atribuye a los efectos de la deriva génica
gue ha actuado a lo largo de su historia evolutiva. Se propone esto, con base en lo
observado en campo, ya que aunque no se hizo un conteo del nimero de individuos en
las poblaciones, ni se midié el tamafio efectivo poblacional, el area de ocupacion de estas
llega a ser diferente, por lo que sus tamafios poblacionales son distintos y deberian
haberse registrado diversidades y riquezas alélicas contrastantes entre poblaciones. Sin
embargo, en Ahuehuetitlan la cual considero la poblacion mas grande de las estudiadas,
se registrd una diversidad y riqueza alélica muy parecida a la de Rancho Reyes la cual
con base en lo observado en campo, considero es una de las mas pequefas. La deriva
génica se ha propuesto como una de las principales fuerzas evolutivas que pueden
disminuir la riqueza y diversidad alélica con base en los tamafios efectivos poblacionales
(Ellstrand y Elam 1993, Frankham 1996, Beebee y Graham 2005). Sin embargo, también
se ha planteado que se puede observar una poblacién aparentemente numerosa pero con
una diversidad genética baja, debido a fluctuaciones del tamafio de la poblacién a lo largo
de su historia, lo cual con el paso de los afios puede disminuir progresivamente el tamafio
efectivo de la poblacion y aumentar los efectos de la deriva génica (Freeland et al., 2011).
Esto podria ser lo que ha pasado en las poblaciones de M. solisioides, ya que existen
antecedentes con la especie, en los cuales se ha comprobado que puede haber una alta

mortalidad de individuos grandes en las poblaciones de un afio a otro (Rodriguez-Ortega
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2008), lo cual podria provocar variaciones en el tamafio efectivo a través del tiempo. Por
lo tanto, se establece que el estado actual de las poblaciones podria no reflejar las
diversidades y riquezas alélicas registradas.

La heterocigosidad observada, por locus tuvo valores muy heterogéneos, no obstante por
poblacién la heterocigosidad es més alta que lo registrado con microsatélites para muchas
de las especies de Mammillaria y otras cactaceas globosas (Terry et al., 2012, Hardesty et
al., 2008, Hughes et al., 2008, Solérzano et al., 2009, Tapia-Salcido 2011, Cuevas-Alducin
2013, Lopez-Ortiz 2013). Algo contrastante con la mayoria de estos estudios, es que para
M. solisioides se documentd un exceso de heterocigosidad para las poblaciones y
coeficientes de endogamia negativos, lo cual también se ha registrado para M.
zephyrantoides (L6pez-Ortiz 2013). La presencia de este patron ha sido atribuida
tedricamente a varios factores como son la seleccion natural, el nimero de individuos
reproductivos, mecanismos de auto-incompatibilidad en polen y cuellos de botella
recientes (Cornuet y Luikart 1996, Allendorf y Luikart 2007, Pudovkin et al., 1996, Luikart y
Cornuet 1999, Balloux 2004, Hart y Clark 1997, Stoeckel et al., 2006).

La seleccién natural ha sido propuesta como un mecanismo que puede provocar un
exceso de heterocigosidad en las poblaciones. Debido a que por seleccion direccional los
heterocigotos pueden verse aventajados sobre los homocigotos, lo que provoca que el
valor de heterocigosidad sea mayor a lo que se esperaria (Stoeckel et al., 2006). No
obstante, para este trabajo podemos descartar esta hipétesis, ya que los microsatélites

suponen seleccién neutra.

El nimero de individuos reproductivos en una poblacién es otra causa que puede
provocar el exceso de heterocigosidad en especies con entrecruzamiento (Balloux 2004).
Cuando el numero de individuos reproductivos es pequefio, los valores observados de
heterocigosidad aumentan sobre los valores esperados, porque entre individuos
reproductivos se pueden tener alelos distintos por azar y al entrecruzarse generar una alta
cantidad de heterocigotos (Pudovkin et al., 1996, Luikart y Cornuet 1998). Para M.
solisioides podemos suponer que hay entrecruzamiento, porque durante el trabajo de
campo fueron observados polinizadores. Aunado a esto en las flores, el estigma se
encuentra por encima de las anteras. Esta modificacién morfolégica llamada hercogamia,

en cactaceas globosas puede evitar la autofecundacion (Nassar y Ramirez 2004) y para
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otras familias de plantas se ha propuesto aumenta la eficiencia de la polinizacion (Lloyd y
Webb 1986). Ademas de que aunque la estructura de tamafios de las poblaciones
muestra que el nimero de individuos potencialmente reproductivos es alto, no se puede
asegurar que la fecundidad de todos sea la misma, por lo cual no se debe descartar esta
hipotesis.

Asociado a los mecanismos que pueden provocar el exceso de heterocigosidad, se ha
propuesto que en el polen de varias especies se puede encontrar un alelo de auto-
incompatibilidad (SlI). Este haplotipo en el grano de polen al aterrizar en el estigma de una
planta con el mismo alelo, provoca una cascada de reacciones que evitan la polinizacion,
lo que genera un gran nimero de heterocigotos, al evitarse el entrecruzamiento entre
individuos emparentados (Hart y Clark 1997). Para M. solisioides, no se conoce nada
sobre este mecanismo, por lo que debe de ser explorado en otros estudios, ya que podria

tener una gran repercusion en la variabilidad genética de la especie.

Otro factor que puede ser la causa de un exceso de heterocigosidad, son los cuellos de
botella recientes. Estos fendmenos tienden afectar en primera instancia los alelos antes
gue la heterocigosidad decaiga, lo que provoca el exceso de esta Ultima (Cornuet y
Luikart 1996, Allendorf y Luikart 2007). Esta situacién puede estar ocurriendo en M.
solisioides, ya que la diversidad alélica para cada poblacién y el promedio de alelos por
locus para el total de las poblaciones, fue menor a los valores registrados con otras
especies de Mammillaria (Tapia-Salcido 2011, Cuevas-Alducin 2013). El analisis de la
prueba de signo (Cornuet y Luikart 1996), revel6 que el nimero de loci con exceso de
heterocigosidad en las poblaciones no fue significativo para asegurar la ocurrencia de
este evento. Sin embargo, la posibilidad de un cuello de botella no debe descartarse, ya
gue para dicha prueba se sugiere llevar a cabo un muestreo molecular alto para tener
mayor poder estadistico (Cornuet y Luikart 1996). Asi se necesitan hacer estudios
posteriores con una mayor cantidad de loci, para poder probar esta hipétesis, la cual
apoyaria la idea de variaciones altas en los tamafnos efectivos de las poblaciones

discutida anteriormente.

Los valores de flujo génico entre poblaciones en M. solisioides fueron mayores a uno, lo
gue se ha propuesto es suficiente para contrarrestar los efectos de la diferenciacion

(Slatkin et al., 1985). No obstante, para la mayoria de los coeficientes de diferenciaciéon
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calculados se documentaron valores significativos y se registraron alelos exclusivos,
prueba de una estructuracion genética. Por lo que el estimador puede estar
sobreestimando el flujo génico que en realidad se podria establecer entre las poblaciones.
Esto puede deberse a que este estimador se calcul6 a partir Rsr. Al hacer esto se puede
sobreestimar el flujo génico por la alta varianza del coeficiente de diferenciacion, ademas
se ha observado en simulaciones que muestreos moleculares menores a 10 locus en
poblaciones pequefias, pueden ocasionar que el coeficiente de flujo génico medido a
partir de Rst sea poco preciso (Gaggiotti et al., 1999). Por lo cual se establece que el flujo

génico no explica la estructura genética registrada.

Al construir el dendrograma UPGMA, se observé que las poblaciones de Petlalcingo 1y
Petlalcingo 2 se encuentran agrupadas en el nodo de mayor similitud, esto puede deberse
a su ubicacion geogréfica, ya que estas poblaciones se encuentran a solo 1.5 km de
distancia y existen referencias de que entre estas dos, hay mas poblaciones (Peters y
Martorell 2001). Esto puede sugerir que en algin momento estas poblaciones pudieron
pertenecer a una gran poblacion que recientemente fue fragmentada en pequefios
manchones o bien a una colonizacion reciente a partir de una poblacion ancestral, lo que
explica que mantengan uno de los valores de diferenciacion mas bajos. A su vez, se
podria pensar que todas las poblaciones estudiadas, en el pasado pudieron pertenecer a
una poblacion ancestral, de acuerdo con los valores de diferenciacion genética
registrados, los cuales muestran que no hay relacion con la distancia geografica,
documentando entre las poblaciones de Santa Maria Aya y Petlalcingo 2 el Unico valor de
diferenciacién no significativo siendo poblaciones alejadas por mas de 20 km. Esta idea
podria ser apoyada al observar el andlisis de asignacion, en el cual aunque la mayoria de
genotipos correspondieron al lugar donde fueron colectados, para algunos la probabilidad
mas alta se encontrd en poblaciones diferentes a su ubicacién geografica. Por lo tanto, lo
gue podria haber sucedido es gque las poblaciones surgieron de una poblacién ancestral a
partir de la cual se han visto bajo distintos efectos de la deriva génica, con base en el
numero de individuos a partir de los que se establecieron y los cambios a lo largo de su
historia, como ha sido tedricamente propuesto para metapoblaciones (Wade y McCauley
1988, Harrison y Hastings 1996). Sin embargo, esta hip6tesis se debe de tomar con
mucha precaucion, porque no se tienen antecedentes de la biogeografia de la especie, ni
pruebas de extincién y recolonizacion de sus poblaciones. Lo que si se puede asegurar es

gue Rancho Reyes y Ahuehuetitlan son las poblaciones que mas se han diferenciado,

22




como el andlisis de coordenadas principales muestra, al agrupar de manera
independiente la mayoria de sus genotipos. En contraste, los genotipos de Santa Maria
Ay, Petlalcingo 1y Petlalcingo 2, se encuentran juntos, debido a que la diferenciacion es

menor.

En cuanto a la densidad poblacional y la estructura de tamafios estas no pueden
ayudarnos a explicar los datos genéticos, por lo ya discutido anteriormente acerca de que
el estado actual de las poblaciones, podria no reflejar su estado de conservacion
genética. Sin embargo, es importante recalcar que la densidad fue alta en comparacion
con lo registrado en estudios con especies de Mammillaria en los cuales se realizé un
muestreo dirigido como en esta tesis (Tapia-Salcido 2011, Cuevas-Alducin 2013). Esta
diferencia puede explicarse por dos atributos de la especie: 1) Al mecanismo de
dispersion de semillas, ya que en otras especies de Mammillaria con serotinia, se ha
planteado que la dispersiéon debe ser pasiva al ser promovida por la caida de lluvia
(Peters et al., 2009, Peters et al., 2011), este tipo de dispersion puede limitar la
distribucion de este tipo de plantas (Primack y Miao 1992), provocando el agrupamiento
de los individuos en manchones, generando altos niveles de densidad; 2) la densidad
puede estar reflejando el atributo ruderal de la especie a algunas actividades humanas
cronicas, como ha sido propuesto por Peters y Martorell (2001), ya que por su habito
semigeofito la competencia con otras plantas no le beneficia (Anderson et al., 1994,
Peters y Martorell 2001). Para poblaciones como Ahuehuetitlan y Petlalcingo 1, en las
cuales se observaron vestigios de perturbacion crénica por ganaderia, se encontraron las
densidades mas altas. No obstante, es arriesgado decir que este tipo de actividades
podria ser una forma de conservacién para la especie, ya que a largo plazo la
perturbacion crénica podria provocar la compactacion y la degradacién del suelo, lo cual
podria condicionar el establecimiento de la especie, como se propone en general para
plantas (Barrow 1991, Passioura 1992). Por lo tanto, no debe minimizarse la amenaza que
este tipo de actividades puede representar para la especie. Ademas, cabe aclarar que
este no es el Unico tipo perturbacién que se encuentra en las poblaciones, ya que la
mayoria de estas se encuentran cerca de asentamientos humanos. En especifico se
observé a unos pocos metros de la poblacién de Ahuehuetitlan la construcciéon de una
vivienda y aproximadamente a 500 metros de Petlalcingo 2 un tiradero de basura. Estos
tipos de perturbacion se ha comprobado en otras especies de Mammillaria son

perjudiciales (Leirana-Alcocer y Parra-Tabla 1999, Valencia-Diaz et al., 2012), por lo cual
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estas actividades podrian ser de gran riesgo para estas poblaciones. En cuanto a la
estructura por tamafios, la cantidad de individuos potencialmente reproductivos en las
poblaciones es alta. Sin embargo, la cantidad de individuos pequefios es baja. Esto
concuerda con lo documentado por Rodriguez-Ortega para dos poblaciones de la especie
(2008). La baja cantidad de individuos pequefios puede deberse a la mortalidad alta en
los primeros estadios de vida, lo cual en especies de Mammillaria y en general en
cactaceas, ha sido registrado y se ha propuesto como un factor de riesgo para las
especies (Hernandez y Godinez 1994, Godinez-Alvarez et al., 2003, Valverde et al.,
2004). Ademas cabe mencionar que la cantidad de individuos de tallas pequefas sigue
siendo muy baja en comparacién con otras categorias de diametro, aun siendo M.
solisioides una especie con serotinia, atributo que en otras especies de Mammillaria se ha
propuesto puede ayudar al establecimiento en las poblaciones (Peters et al., 2009, Peters
y Martorell 2011).
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Conclusiones

A partir de los resultados genéticos obtenidos para este estudio, se concluye que la deriva
génica es el proceso evolutivo mas importante que determina la diversidad y estructura
genética en las poblaciones, en las cuales variaciones en los tamafios efectivos a lo largo
del tiempo podrian ser la causa de la acentuacion de los efectos de este proceso
evolutivo. Lo cual podria ser un factor de vulnerabilidad para la especie a futuro de seguir
disminuyendo la variacion alélica, ya que podria provocar problemas en su subsistencia.
Esto aunado a la alta perturbacion por ganaderia y urbanizacion observada, podrian

provocar que las poblaciones estudiadas aqui puedan verse amenazadas.

Por lo tanto, se deben emprender estrategias de conservacion para las poblaciones de
esta especie. A partir de los datos generados en esta tesis, se sugiere establecer tres
poblaciones como prioridades de conservacion: Petlalcingo 1 por registrarse la riqueza
alélica mas alta, Petlalcingo 2 por contener la segunda riqueza alélica mas alta y por
contener el segundo valor mas elevado de alelos exclusivos, y Rancho Reyes por
contener el numero mayor de alelos exclusivos. El conservar estas tres poblaciones
aseguraria el mantenimiento de una gran cantidad de la variabilidad genética de las

poblaciones. Aunque de ser posible deberian de conservarse las cinco.
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Apéndice 1. Ecuaciones usadas para andlisis genético.

1. Heterocigosidad esperada (H,)

Ho= " (1o pi?
e_n_l = P

Para cada poblacion “ pi ” es la frecuencia del iesimo alelo en la poblacién, “n” el nUmero
de copias del gen y “k ” el nimero de alelos. En el caso de la “H,” calculada para el total

de las poblaciones por locus, se tomaron en cuenta todos los datos como una sola

poblacion.
2. Numero promedio de alelos por locus para las cinco poblaciones (A).

A= NP
P

Donde “NP ” es el nimero total de alelos registrados para las cinco poblacionesy “TP” es

el nimero total de poblaciones estudiadas.

3. Diversidad alélica (A)
NA
A=
LT
Donde “NA”es el numero de alelos para la poblaciéony “LT ” el nimero de loci utilizados.
4. Numero efectivo de alelos (A,)

&=Vﬁm2

Donde “ pi ”es la frecuencia del iesimo alelo en la poblaciéon y “k ” el nimero de alelos.
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5. Coeficiente de endogamia (F ).
He—Ho
®*" He

Para el caso del coeficiente de endogamia para la especie “Ho” y “He” es la
heterocigosidad y esperada por locus para el total de las poblaciones. En el caso del

“F ” para cada poblacion se hizo lo mismo pero solo tomé en cuenta una poblacion y se

calcul6 el promedio por locus.

6. Coeficiente de diferenciacion entre poblaciones (Rg;)

S-SwW
S

RST =

Donde “S” es dos veces la varianza en el tamafio de los alelos en las poblaciones y
“SW ” es el doble del promedio de varianza en el tamafio de los alelos dentro de las

poblacion.

7. Distancia genética de Nei (D)

Zk] pixZZk] piy®
i=1 i=1

D=-In kl (piX)(piy)/ |

Comparando dos poblaciones, “ pix” es la frecuencia del iesimo alelo en la poblacion “A” y

“ piy” es la frecuencia del iesimo alelo en la poblacién “B”

8. Flujo génico (N,,)

N _ ZRST

" 2

Donde “Rq;” es el coeficiente de diferenciacion entre dos poblaciones.
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