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1 Lista de Figuras

Figura 1. Ejemplar de Agave kerchovei Lem. en el valle de Tehuacan-Cuicatlan

Figura 2. Distribucion espacial de las poblaciones de Agave kerchovei en la region de Tehuacan-Cuicatlan,
dentro de los estados de Puebla y Oaxaca, México. Cada poblacion se codifica por la letra P y el nimero de la
poblacion que corresponde. Pl=corresponde a la poblacion 1, P2 a la poblacién 2, asi sucesivamente
(Modificado de Google Maps, 2013).

Figura 3. Distribucion espacial de los haplotipos de Taberletcf - ShawNab - ShawVcd en las poblaciones de
Agave kerchovei L spo 1l on s stan o s onun R’y Inimroqu Is orr spon Pol n
1=Pl,Pol n =P t Los plotpos stan not ospor-H p’yunnimro Hp Hp t los
cuales se asocia un color distinto. Junto a cada grafico se colocd el numero de individuos empleados por
poblacion. Cada grafico representa el porcentaje de aparicion de los distintos haplotipos para las distintas
poblaciones (modificado de Google Maps, 2013).

Figura 4. Red de haplotipos obtenida con el programa TCS 1.21, de fragmentos del cloroplasto utilizando los
marcadores Taberlet c-f, ShawNa-b y ShawVc-d (concatenados) para Agave kerchovei. Cada haplotipo fue
designado con un color diferente. Los nodos representan los haplotipos hipotéticos que no se han encontrado
en los muestreos. La red incluye tres haplotipos de A. stricta (elipses color café) y un haplotipo de A.
lechuguilla (elipse color negro). Se incluye ademas la distribucion espacial de los haplotipos en las distintas
poblaciones. (Mapa modificado de Google Maps, 2013).

Figura 5. Superposicion del arbol de distancia de Nei (1987) sobre el mapa de distribucion de las poblaciones
de Agave kerchovei. Las lineas punteadas en color azul son referencia para ubicar cada poblacion con su nodo
en el arbol. Los grupos de poblaciones designados son: Grupo A con el subgrupo Al (poblaciones 1, 7y 8) y
A2 (poblaciones 3, 4 y 5). Grupo B (Poblaciones 2 y 6).

Figura 6. Prueba de Mantel. Se muestra la correlacion entre la matriz de distancias geograficas (km) y el

grado de diferenciacion genética (F). Valores obtenidos de la correlacion de matrices: r = 0.374 y P=0.0798.
La prueba resulta en un valor no significativo.

Figura 7. Distribucion potencial de nicho elaborados con MaxEnt para Agave kerchovei en el tiempo presente
(A), asi como una proyeccion al Pleistoceno durante el wltimo maximo glacial, hace 21 mil afios
aproximadamente (B). La escala de pixeles corresponde a una mayor probabilidad para los colores calidos y
menor para los colores frios. Los numeros en color negro corresponden a las ocho poblaciones estudiadas en
este trabajo.

Figura 8. Mapa de superposicion de la distribucion potencial presente para Agave kerchovei, y su proyeccion
al altimo maximo glacial (21, 000 afios). Los ntimeros negros corresponden a las ocho poblaciones estudiadas
en este trabajo.

Figura 9. Mapa de superposicion de la distribucion potencial presente (color naranja) para Agave kerchovei, y
su proyeccion al ultimo maximo glacial (color azul) sobre la vegetacion potencial para México de Rzedowski
(1990). Las letras en el mapa indican a qué tipo de vegetacion corresponden las distintas zonas de la
distribuciéon potencial para la especie. Los numeros en color rojo corresponden a las ocho poblaciones
estudiadas en este trabajo.



Figura 10. Mapa orografico de la region del Valle de Tehuacan-Cuicatlan (Modificado de Google Maps
2013). Las flechas negras representan una posible ruta de dispersion de las poblaciones. Las graficas de pastel
representan la proporcion de los haplotipos en cada poblacion. Los numeros dentro de las graficas de pastel
corresponden al numero de poblacion. Los haplotipos estan representados por colores tanto en mapa como en
la red de haplotipos. El patrén general de dispersion de las poblaciones es de norte a sur. Las zonas propuestas
de la distribucion son: zona noreste que incluye las poblaciones 1, 7 y 8 correspondientes al subgrupo A/
designado del arbol de distancias genéticas de Nei; zona centro, que incluye las poblaciones del subgrupo 42
(3,4 y5) ylapoblacion 2 (grupo B) y la zona sureste que comprende la poblacion 6 (grupo B). El area de la
cual posiblemente partirian las rutas seria cercana a la zona norte hacia el sur de la poblacion 1 (denotado por
un asterisco), dicha area pudo haber sido mas extensa, no necesariamente puntal, su representacion es solo
grafica para denotar la posible zona ancestral. Se incluye la red de haplotipos.
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3 Resumen

El género Agave es uno de los mas diversos de la flora Mexicana, en el existen especies
clave o dominantes por su importancia ecolégica, ademas de que varias especies tienen
numerosos usos tradicionales y modernos. Aunque existen varios estudios sobre la genética
de poblaciones del género usando marcadores nucleares, no hay muchos estudios sobre la
variacion genética en el cloroplasto. Este es un genoma que se hereda por via materna y ha
demostrado ser muy util en estudios filogeograficos, donde se analiza la historia evolutiva
reciente. Este es el primer estudio de este tipo para esta especie. En este trabajo se
estudiaron ocho poblaciones de Agave kerchovei Lem., dentro de la distribucion conocida
para la especie situada en los Estados de Puebla y Oaxaca, principalmente del Valle de
Tehuacan-Cuicatlan y zonas aledafias intentando abarcar todo el rango conocido. Se
analizaron tres marcadores de cloroplasto (Taberlet c-f (¢rnl-trnkF); Shaw Na-b (petA-psbl))
y Shaw Ve-d (rpl32-trnL), con un total de 2188 pb. entre los tres marcadores. Se
encontraron diez haplotipos con un total de 16 sitios de ADN polimorficos, que dan una
diversidad haplotipica de Hd= 0.71801, y una diversidad nucleotidica  n= 0.00078. La
diferenciacion genética entre las poblaciones es muy alta, F;, = 0.929, especialmente
considerando que es una especie con una distribucion restringida. Se obtuvo un modelo de
distribucion potencial y una proyeccion para el ultimo maximo glacial (21,000 afios) para la
especie, en el que se observa que la mitad de la variacion genética encontrada esta
representada en la zona noreste de la distribucion potencial predicha, la cual podria
corresponder a un refugio plestocénico. Los resultados son de importancia para el uso y
conservacion de esta especie, ya que pueden ayudar a definir programas 6ptimos de manejo
y reforestacion. Ademas, son relevantes para empezar a entender la evolucion del género,
en particular los patrones contrastantes de flujo entre genes nucleares, que generalmente
muestran muy poca diferenciacion, y los del cloroplasto que tienen muy alta diferenciacion
entre poblaciones, sugiriendo patrones muy diferentes de dispersion y un esquema

interesante para su adaptacion local.



ABSTRACT

The genus Agave is one of the most diverse of the Mexican flora, it includes key or
dominant species for their ecological importance, besides several species have numerous
traditional and modern uses. Although several studies on population genetics of the genus
using nuclear markers have been conducted, there are few studies on genetic variation in
the chloroplast. This is a maternally inherited genome and it has proved to be very useful in
phylogeographic studies, where recent evolutionary history is analyzed. This is the first
study of its kind for this specie. In this work, eight populations of Agave kerchovei Lem.
were studied in order to cover the entire known range. These populations are located in the
states of Puebla and Oaxaca, mainly in the Tehuacan-Cuicatlan Valley and surrounding
areas Three chloroplast markers were analyzed: Taberlet c-f (trnL-trnF), Shaw Na-b (petA-
PSBJ) and Shaw Vc-d (rpl32-trnL). A total of 2188 bp were obtained between the three
markers; ten haplotypes were found with 16 polymorphic DNA sites, which give a
haplotype diversity of Hd = 0.71801, and a nucleotide diversity m = 0.00078. The genetic
differentiation among populations was very high, F = 0.929, especially considering it is a
species with a restricted distribution. A potential distribution model and its projection for
the last glacial maximum (21.000 years) were obtained for the species, in which it is
observed that most of the genetic variation found is located in the northeast area of the
predicted potential distribution which could be a Plesistocenic refuge. These results are of
importance when considering the use and conservation of this species, as they can help to
define optimal management programs and reforestation. This study is also relevant to begin
to understand the evolution of the genus, particularly the contrasting patterns of genetic
flow between nuclear genes, which generally show little differentiation, whereas in
chloroplast there is very high differentiation between populations, suggesting very different

scattering patterns and interesting for a local adaptation scheme.



4 Introduccion
La variacion genética es la materia prima para la evolucion. Los cambios en la composicion

genética de las poblaciones y las especies son el mecanismo principal de los procesos
evolutivos. La wvariacion genética representa una las tres formas de biodiversidad
reconocidas por la [UCN, siendo las otras dos la diversidad de especies y la ecosistémica
(Allendorf y Lukiart, 2007). La mediciéon y conservacion de la diversidad puede darse a
diversos niveles: genes, individuos, poblaciones, especies o comunidades.

Los seres vivos se desarrollan en ambientes cambiantes debido a fendmenos como las
condiciones climaticas, parasitos, enfermedades, competidores y actividades humanas.
Estos cambios obligan a los organismos a adaptarse a las nuevas condiciones; si no se
adaptan, la especie se extingue. El grado de diversidad genética de cada especie en sus
individuos y poblaciones les permitira adaptarse. El estudio de la diversidad genética a
nivel poblacional es el principal campo de estudio de la genética de poblaciones (Frankham

et al.,2002).

4.1 Genética de poblaciones

La genética de poblaciones durante el siglo XX se concentrd en la caracterizacion y
descripcion de la variacion genética dentro de las poblaciones naturales, inicialmente por
medio de las cruzas en laboratorio de organismos como Drosophila y el mapeo de
cromosomas, pasando por la electroforesis de proteinas (aloenzimas) en los afos 1970,
posteriormente con el uso de ADN mitocondrial en animales (1980), ADN nuclear y de
cloroplasto en plantas (1990) y mas recientemente el uso de la gendmica (Frankham et al.
2002).

Toda esta busqueda de la variacion genética en las poblaciones naturales y su
comportamiento puede entenderse desde un modelo matematico basico desarrollado por
el matematico Godfrey Hardy y el médico aleman Wilheim Weinberg. Este modelo
propone que después de una generacion de apareamientos al azar en una poblacion, las
frecuencias de un genotipo en un locus dado pueden ser representadas por una funcion
binomial de las frecuencias alélicas p? + 2pq + q* (para dos alelos) o multinomial (con
multiples alelos). En la ausencia de factores que afecten las frecuencias alélicas (i.e.,

ausencia de fuerzas evolutivas), estas proporciones se mantendran a lo largo del tiempo.



A este modelo se le denomina el Equilibrio o Principio de Hardy-Weinberg y se basa
en varios supuestos para que la proporcion de las frecuencias puedan mantenerse
(Frankham et al., 2002; Allendorfy Lukiart, 2007; Beebe y Rowe 2008):

1.- Apareamientos al azar, donde todos los individuos tienen la misma probabilidad

de aparearse. El supuesto se rompe cuando los apareamientos no son al azar, es decir,

cuando existe endogamia.

2.- Las poblaciones son infinitas, lo que ocasiona que el efecto del azar sobre la

poblacion sea menor o casi despreciable. Conforme la poblacion disminuye en

tamafo el efecto del azar se intensifica, y entonces actua la deriva génica.

3-Qu noH#H un’n —oprz n” 1losnuvos s rqu 1 ompos n

alelos se mantenga con el paso de las generaciones. En otras palabras, no debe haber

migracion ni mutacion en las poblaciones, respectivamente.

4.- Los individuos tiene igual oportunidad de dejar descendencia y de sobrevivir. Lo

anterior significa que todos los individuos tienen la misma probabilidad de

reproducirse y de que su descendencia sobreviva. Cuando este supuesto se rompe, se

habla de seleccidon natural.

Segtn el Principio de Hardy-Weinberg, se requiere de una sola generacion con
apareamientos al azar para establecer las frecuencias genotipicas esperadas.

Gracias a que este principio simplifica el comportamiento de la variacion dentro de
las poblaciones, las desviaciones que se observen permiten comenzar a inferir las fuerzas
evolutivas (i.e., endogamia, deriva génica, migracion, mutacion y seleccion natural) que
han actuado sobre la variacion de la poblacion. Por tanto es un principio fundamental en la

genética de poblaciones (Frankham ez al., 2002).

4.1.1 Variacion genética

Un aspecto fundamental de la biodiversidad es la variacion genética en las
poblaciones y las especies. Esta variacion puede ser clasificada en cuatro tipos en funcion
de sus consecuencias en la adecuacion: variacion de alelos letales, deletéreos, o neutros y la

asociada con alelos que aumentan la adecuacion de sus portadores. Asimismo, se pueden



dividir los tipos de variacion genética en aquellos que estudian rasgos cualitativos

(determinados por un locus) y los que son cuantitativos (Pifiero et al., 2008a).

La forma mas comuin de medir la variacion en las poblaciones y compararla entre
ellas es la heterocigosis esperada (H), que en un locus simple se define como la proporcion
de individuos que serian heterdcigos dadas las frecuencias alélicas encontradas en la
poblacion si se cumpliera el equilibrio de H.-W. Suele emplearse también el polimorfismo
o la proporcion de loci que son genéticamente variables (P), pero tiene el problema de que
puede aumentar entre mas individuos sean muestreados. Esta dependencia en el tamafio de
muestra es parcialmente evitada definiendo un limite arbitrario limitado por la frecuencia
del alelo mas comun, la frecuencia usualmente es de 0.99 o menos (Allendorf y Lukiart,
2007).

Otra medida usada es 7 (pi), que es la diversidad nucleotidica, definida como el
niamero de nucledtidos diferentes por sitio entre dos secuencias tomadas al azar (Castillo,
2007), aunque también puede ser definida como la heterocigosis por sitio nucleotidico
(Calonga et al., 2014). También se emplea el parametro 6 (theta) de Watterson (1975),
estimado del numero total de sitios segregantes en un grupo de secuencias (sitio segregante
es un sitio en donde las secuencias difieren), # = K/a, donde K es igual al nimero total de
sitios segregantes en una muestra de secuencias daday a =1 + 1/2+... + 1/n-1 (n = nimero
de secuencias en la muestra (Castillo, 2007). Cuando existe equilibrio entre mutacion y
deriva, d = 7 = N p (Kimura, 1968), donde N, es el tamafio efectivo poblacional y u la

tasa de mutacion.

4.1.2 Estructura genética
El tipo y cantidad de variacidn genética que poseen las poblaciones de distintos
organismos depende principalmente de su historia de vida, ecologia, procesos demograficos
y genéticos que ocurren al interior de las poblaciones y que pueden hacer que estas sean
iguales entre si, o completamente diferentes, pasando por un rango de posibilidades muy
amplio en el comportamiento y distribucion de la variacion genética (Hedrick, 2005).
Sewall Wright (1931, 1951) desarrolld un marco conceptual y matematico para

describir la distribucion de la variacion genética en las especies que utiliza una serie de



coeficientes de endogamia: Fj, F y Fi. El primero de ellos es una medida de la desviacion
de las proporciones equilibrio Hardy-Weinberg dentro de la subpoblaciones; Fj, representa
la medida de la desviacion total del equilibrio en la toda la poblacion (o especie) debido a
los apareamientos no aleatorios dentro de la subpoblacion (Fi) y Fy se refiere a la
diferencia de las frecuencias alélicas entre las subpoblaciones.

Estos parametros fueron inicialmente definidos por Wright para un locus y dos
alelos, y miden basicamente la deficiencia de heterocigos relativos a lo esperado por las
proporciones Hardy-Weinberg (Allendorf y Lukiart, 2007). Simplificando el total de la
variacion genética dentro de una especie (Ht) puede ser desglosada en las diferencias
genéticas entre los individuos de una poblacion dada (Hs) y la diferencia genética entre las
diferentes poblaciones. La proporcion de la variacion genética total dentro de las especies
que es debida a las diferencias entre las poblaciones es generalmente representada por el

estadistico Fy, de Wright:

el cual es uno de los mas empleados para estimar la diferenciacion genética entre las
poblaciones. Posee valores de 0 a 1, cuando todas las poblaciones son iguales y cuando
todas las poblaciones son diferentes entre si, respectivamente.

En 1977 Nei, definié los parametros Gy, como el coeficiente de diferenciacion
genética, siendo una extension de los parametros F, para tres o mas alelos (Hedrick 2005).

Al existir una distribucion distinta de la variacion genética en las poblaciones de una
especie, se habla de estructura genética, que puede reducirse debido al flujo genético que
tiene como principal efecto el homogenizar a las poblaciones. Esto ocurre por medio del
movimiento de genes de una poblacion a otra, ya sea por el movimiento de gametos,
semillas, o individuos, pero estos migrantes solo contribuyen al flujo si se logran reproducir
en la poblacion a la cual llegan (Aguirre, 2007).

Por otro lado, si el flujo génico entre las poblaciones no es constante, o se pierde por
efecto de extincion de poblaciones contiguas, o por surgimiento de barreras que impidan el
paso de genes entre poblaciones, al darse el aislamiento el efecto de la deriva génica se
intensifica y esto puede llevar a la fijacion de alelos en las poblaciones y por lo tanto a una

diferenciacion entre ellas (Allendorf'y Lukiart, 2007).



Dado que la variacion genética y su distribucion dentro y entre las poblaciones son
afectadas por eventos de tipo demograficos, se pueden usar varios métodos para medir el
flujo génico entre las poblaciones, y con ello esbozar su historia evolutiva (Hedrick, 2005).

Dentro de los métodos directos de medicion del flujo génico estan la observacion y
experimentacion del grado de dispersion de gametos o individuos, como la captura y
marcaje de individuos, o pruebas de parentesco. Sin embargo, los resultados de estos
métodos no pueden ser interpretados como el flujo neto entre las poblaciones, ya que se
trata de la migracion en un area determinada, y en un tiempo dado, por lo tanto no puede
tener proyecciones evolutivas. Por otro lado, provee de un medicion fina a un escala
ecologica del comportamiento de las condiciones favorables para la dispersion a ese nivel
(Aguirre, 2007).

Los métodos indirectos utilizan marcadores moleculares con los que es posible
estimar el grado de flujo génico mas detalladamente, pudiendo confirmar las observaciones
directas o cuando éstas son imposibles de realizar (Hedrick, 2005). Estos métodos se basan
principalmente en describir la distribucion espacial de los alelos en las poblaciones. Casi
todos los modelos teodricos surgen de la idea desarrollada por Wright en la cual los
individuos forman poblaciones discretas (modelos de islas) que divergen por mutacion y
deriva génica, o que forman poblaciones de distribucion continua (aislamiento por
distancia), donde el grado de flujo génico es inverso a la distancia espacial, es decir,
disminuye con la distancia. Este grado de flujo génico puede ser medido por los estadisticos
F, propiamente F;, (mencionados anteriormente), que miden la variacion de las frecuencias
alélicas entre las poblaciones y por tanto la diferenciacion genética entre ellas (Aguirre,
2007), es decir su estructura genética. Cuando la estructura genética tiene una correlacion
con la distribucion geografica, se habla del campo de estudio de la filogeografia.

4.2 Filogeografia

Avise (2000) defini6 el termino filogeografia como el estudio de los principios y procesos
que gobiernan la distribucion geografica de los linajes de genes. La filogeografia busca
explicar los patrones y procesos historicos, evolutivos y ecoldgicos que determinan la
distribucion de la biota en el planeta. Esta relacionada con la ecologia molecular, la cual

utiliza el conocimiento y aplicacion de marcadores genéticos moleculares para explorar
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patrones y procesos ecologicos y evolutivos a una escala ecologica (Vazquez-Dominguez et
al. 2009).

La filogeografia usa los componentes histéricos (relaciones evolutivas) y de
distribucion espacial de los linajes usando como ejes el tiempo y espacio. Al comparar
estos patrones es posible tener un mejor entendimiento de cudles factores han influido en la
distribucion de la variacion genética. La filogeografia utiliza la informacion contenida en
las moléculas de ADN, enfatizando la distribucion espacial de los linajes de genes en una
escala ecologica, analizando el papel de las presiones o factores ambientales (ecologicos)
contemporaneos que afectan la disposicion espacial de los caracteres (Vazquez-Dominguez
et al. 2009). Por lo tanto, si se puede observar y cuantificar evidencias del efecto de las
fuerzas evolutivas, se puede avanzar en determinar como fueron los procesos demograficos
que actuaron sobre la variacion genética de los organismos. Es decir que se utilizan las
secuencias de ADN para intent r 4+ 1”1 stor volutv loslnjsporm o 1s
—ulls"qu jnlsurzs volutvs nl vr n nt lspol ons

En filogeografia existe un interés creciente por usar polimorfismos de nucledtidos
unicos (single nucleotide polymorphisms, SNPs) de multiples loci para reconstruir historias
poblacionales, dado que los SNPs representan la forma madas prevaleciente de variacion
genética (Vazquez-Dominguez et al., 2009).

Recientemente la teoria de la coalescencia ha probado ser una base conceptual
exitosa para analizar datos filogenéticos. Dicha teoria trata de interpretar la distribucion de
tiempos a la ancestria comun en un arbol de genes en términos de varias fuerzas evolutivas,
como la deriva génica, la migracion (flujo génico) o la seleccion. Es decir, que los linajes
de cualquiera de dos haplotipos no-recombinantes muestreados de una poblacion coalescen
hacia su ancestro comin mdas directo de la misma forma que los linajes de todos los
haplotipos presentes en una poblacion coaleceran, uniéndose por medio de varios nodos
internos, para formar un arbol genealdgico (Beebe y Rowe, 2008).

Cuando la coalesencia se define bajo neutralidad y sucede en una poblacion de
tamano constante (lo que significa que existe un equilibrio entre la mutacion (generadora de
variantes alélicas) y la deriva génica (que fija o hace que se pierdan las variantes)), y dado
que se supone que las mutaciones ocurren en un Unico punto en el tiempo y el espacio

(modelo de sitios infinitos), es posible hacer inferencias sobre eventos pasados, ya que cada
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nueva mutacion estd afectada por patrones de dispersion y tamafios poblacionales, los
cuales pueden ser deducidos a partir de la distribucion actual de las mutaciones.

Estos analisis de coalescencia pueden llevarse a cabo tanto con genes nucleares o con
haplotipos de ADN de cloroplasto (cpDNA) o mitocondriales (mtDNA), y con la teoria de
la coalescencia se puede describir la historia evolutiva de esas secuencias (Vazquez-
Dominguez et al., 2009).

4.3 Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares se pueden definir como fragmentos de ADN que
revelan variacion (mutaciones), los cuales pueden ser usados para detectar polimorfismos
entre los distintos genotipos o alelos de un gen para una secuencia en particular de ADN en
una poblacion (Guo-Liang, 2013). Los diferentes tipos de marcadores se distinguen por su
capacidad de detectar polimorfismos en loci Unicos o multiples y pueden ser de tipo
dominante o co-dominante (Renteria, 2007).

Los tipos de marcadores moleculares existentes comprenden por un lado las
proteinas (aloenzimas) y el ADN. Dentro de este ultimo se encuentran secuencias
especificas y aleatorias. Considerando a las secuencias de ADN especificas, puede tratarse
con regiones codificantes (habitualmente conservadas) y no codificantes (generalmente
variables). Las secuencias aleatorias de los marcadores pueden amplificarse por medio de
PCR (reaccion en cadena de la polimerasa), u obtenerse utilizando enzimas de restriccion, o
en ambas (mixtas). Para su visualizacion es necesario el uso de técnicas como la
electroforesis o secuenciacion (Renteria, 2007; Beebe y Rowe, 2008).

El uso de los marcadores moleculares se ha extendido en la genética de poblaciones
y en la filogeografia, porque son universales, ya que pueden ser analizados en cualquier
tipo de organismo y son comparables entre si. Permiten tener un mayor grado de resolucion
en el caso de linajes de divergencia temprana, cuyas relaciones no pueden esclarecerse con
uso de marcadores morfologicos (Renteria, 2007). Ademads, actualmente se pueden obtener
y analizar cientos o miles de caracteres, en contraste con los marcadores morfologicos
cuyos andlisis incluyen rara vez mas de cien caracteres. Los marcadores moleculares tienen
la ventaja adicional de que con ellos se puede trabajar con la base genética de la variacion
en los individuos, y se pueden definir més precisamente que regiones del genoma se

analizaran. Los marcadores genéticos llevan un costo econémico adicional por los métodos
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y técnicas para su obtencion (Renteria, 2007), pero estos disminuyen cada dia, y debido a

los alcances de interpretacion evolutiva que tienen, vale la pena esta inversion.

4.3.1 ADN de Cloroplasto

El genoma del cloroplasto (cpDNA), es una molécula circular que alcanza tamafios de entre
120 y 220 kb (kilobases) en las plantas vasculares y que codifica aproximadamente para
100 funciones genéticas. Posee una region larga que estd duplicada e invertida, que divide
el genoma en una region denominada como copia simple larga (large single copy, LSC), en
una copia simple pequeia (small single copy, SSC), y en una region invertida repetida
(inverted repeat region, IR), que tiene un tamafio de unos 20-25 kb, pero la estructura
repetida estd ausente en coniferas y en algunas leguminosas (Clegg ef al., 1991).

Este genoma tiene una herencia uniparental, siendo heredada via materna en las
angiospermas (semillas) y predominantemente via paterna en las gimnospermas (polen), no
se presenta recombinacion (Ennos et al, 1999), asi que se podria pensar en el como un
locus, un solo gen gigante.

Los genomas de los cloroplastos completos secuenciados hasta el momento muestran
que es un genoma evolutivamente estable, con una marcada conservacion de contenido de
genes y en su organizacion estructural (orden o sintenia de los mismos en el genoma)
(Clegg et al., 1995). Dado que la evolucion (i.e., la tasa de substitucion de los nucle6tidos)
del cloroplasto es baja, se ha empleado para analizar la historia evolutiva de las poblaciones
de distintos grupos de plantas y sus relaciones filogenéticas (Véazquez-Dominguez et al.,
2009).

Adicionalmente, el ¢pDNA se ha usado como marcador molecular exitoso para
desarrollar estudios filogeogréficos con plantas, aunque cuando existen a veces reportes de
herencia biparental en algunas especies, en general presentan bajas tasas de evolucion
molecular (Vazquez-Dominguez et al., 2009).

4.4 Modelos de distribucion potencial de especies
En particular el clima es una de las principales variables que afecta o determina la
distribucion de los organismos. Analizar las variables climaticas ayuda a entender por qué

una especie crece en determinado sitio y no en otro. Asi puede delimitarse el espacio en el
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cual se considera que una especie sobrevive bajo condiciones naturales (Villasefor y

Téllez-Valdés, 2004).

Los modelos de distribucion de especies son representaciones cartograficas de las
probabilidades dentro de un espacio geografico para la presencia de una especie. Dichos
modelos se obtienen en funcion de la relacion estadistica entre la distribucion real conocida
de la especie (datos de presencia o ausencia de las especies que se quiere modelar) y un
conjunto de variables independientes que se usan como indicadores ambientales, que
incluyen pardmetros geoldgicos, topograficos o 1mat os nomn os —p s’ onls
que se intenta definir los factores ambientales que delimitan las condiciones favorables para
la presencia de la especie. La técnica de modelacion establecera una relacion entre ambas

(Mateo et al., 2011; Pliscoff y Fuentes-Castillo, 2011).

Los modelos de distribucion de especies representan una sintesis de las relaciones
entre especies y variables ambientales que serian dificiles de interpretar o incluso de
apreciar por otros medios (Mateo et al., 2011), por tanto permiten responder preguntas de
caracter ecologico, biogeografico, asi como aquellas que estarian encaminadas hacia un

contexto evolutivo, relacionadas con la filogeografia.

4.5 Conservacion

La biodiversidad atraviesa por una crisis, ya que muchas especies se encuentran
amenazadas o en peligro y en el peor de los casos ya se han extinto por efecto de las
actividades humanas (Rocha y Gasca, 2007). Para conservar la diversidad biologica se
deben abordan campos multiples. Uno muy importante es el genético, que puede ser
abordado por la genética de poblaciones, que es una parte central de la teoria evolutiva
moderna. Sus aportaciones a la biologia de la conservacion han ido creciendo conforme su
teoria y practica han ido integrandose en la Genética de la Conservacion (Rocha y Gasca,
2007), siendo uno de los objetivos clave de esta disciplina minimizar la extinciones
evitando problemas con tamanos efectivos pequefios, que pueden generar depresion por
endogamia. Otro de los objetivos centrales de la Genética de la Conservacion es evitar o
reducir la perdida de diversidad y mantener la posibilidad de evolucién en respuesta a
cambios ambientales y los efectos deletéreos que ocurren por la cruza de individuos muy

distintos (depresion por exogamia) (Rocha y Gasca, 2007).
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El interés por la genética de la conservacion comienza alrededor de 1970 con Otto
Frankel, quien empieza a preocuparse por la pérdida de las variedades originales, debido al
reemplazamiento con cultivos genéticamente uniformes (Allendorf y Lukiart, 2007). A
partir de esto, no es de sorprender que las consideraciones iniciales de la conservacion
hayan sido para organismos, en este caso plantas, de importancia para el hombre, como
cultivos.

Frankel en 1974 decia que la conservacion genética debia también considerar la
estructura y dindmica de las poblaciones, y que conlleva una responsabilidad evolutiva.
Indicaba que los genetistas debian ser considerados para la planeacion de reservas, y que la
conservacion, junto con una perspectiva evolutiva y ecoldgica, crean un conjunto de
conocimientos complejos. Pero es hasta 1980 que se plasman los fundamentos para la
aplicacion moderna de la genética para la conservacion de la biodiversidad (Allendorf y
Lukiart, 2007).

Actualmente, existen diversas publicaciones dentro de la biologia de conservacion,
por ejemplo, cerca del 10% de las publicaciones realizadas en Conservation Biology, desde
1988 hasta 2007, incluyen la palabra genética en su titulo; ademas de que el 15% de los
articulos publicados en la misma revista tienen la genética como tema principal (Allendorf
y Lukiart, 2007). Estos trabajos pueden ser agrupados en cinco categorias tematicas: 1)
Manejo y reintroduccion de poblaciones en cautiverio y la restauracion de comunidades
biolégicas; 2) Descripcion e identificacion de individuos, estructura genética poblacional,
relaciones de parentesco y relaciones taxonomicas; 3) Deteccion y prediccion de los efectos
de la pérdida de habitat, fragmentacion y aislamiento; 4) Deteccion y prediccion de los
efectos de hibridacion y la introgresion y 5) Entendimiento de las relaciones entre
adaptacion o adecuacion y los caracteres genéticos de los individuos o poblaciones
(Allendorf' y Lukiart, 2007).

De este modo, el desarrollo de nuevas técnicas moleculares para conocer la
variabilidad génica, el uso de organismos modelo para el mejor entendimiento de la misma
y el estudio del efecto de la distintas fuerzas evolutivas que actiian sobre las poblaciones
naturales ha cambiado la forma en la que se estudia la diversidad genética, asi como

también los factores y procesos que se contemplan actualmente para la conservacion.
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Se ha discutido si lo que es importante es conservar a las especies, individuos o
poblaciones, o mas bien a los procesos evolutivos que dieron origen a la diversidad. Asi
que se han realizado acercamientos para definir prioridades de conservacion basadas en
relaciones filogenéticas y divergencia genética entre taxones y dentro de las especies. Por
un lado algunos autores proponen distinguir los linajes evolutivos y conservar las especies,
y otros conservar los procesos. Pero el problema va mas alld de sélo identificar a las
especies, porque también se debe de considerar la proteccion del habitat y ambiente donde
se realizaran los esfuerzos conservacionistas, ya sea de especies o de procesos evolutivos
(Allendorf y Lukiart, 2007). Al incluir el factor geografico, el cual puede ser determinante
en el reconocimiento de centros de diversificacion, se busca mantener el potencial
evolutivo para la biodiversidad, identificando ciertos grupos taxondmicos (unidades
evolutivamente significativas) que pudiesen ser candidatos para proporcionar futura
diversidad, es decir, que se conservaria con ello los procesos evolutivos que mantienen la
diversidad biologica. Esto es similar al efecto generado con la conservacion de las llamadas

sp s-somrll ”o—n r” uy resguardo implica el cuidado de extensas regiones y
con ello las especies que se distribuyen en dichas zonas resultan también beneficiadas
(Allendorf y Lukiart, 2007; Rocha y Gasca, 2007).

Existen conflictos en relacion a cual deberia de ser el nivel al que se le debe de dedicar
la mayor parte de los esfuerzos de conservacion. Sin embargo, es inutil estar tratando de dar
mas importancia a uno u a otro, ya que los tres niveles de diversidad (genética, de especies
y de ecosistemas) son parte de la biodiversidad total (Allendorf'y Lukiart, 2007).

Aunque todos los niveles de la biodiversidad son importantes, la distincion de las
poblaciones locales es un aspecto de la diversidad genética, en el cual se podrian centrar los
esfuerzos de conservacion (Allendorf'y Lukiart, 2007), para lo cual se requiere un balance
en el cuidado del ecosistema, que conlleve a su supervivencia, considerando la historia
natural de las poblaciones y las especies, con lo cual se podrian integrar los tres niveles
desde un perspectiva mas puntual.

En conclusion el estudio de la diversidad genética permitiria en cierto modo la
conservacion tanto de los patrones de diversidad existentes, asi como de los procesos que
generan la biodiversidad. Pero para esto es esencial cuantificar, monitorear y mantener los

patrones naturales de subdivisiones dentro de las poblaciones, asi como de la conectividad
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entre las mismas (Allendorf y Lukiart, 2007). En este nivel es donde se ven involucrados
otros conceptos, como el de metapoblaciones.

Para conservar la variacion genética dentro y entre poblaciones se requiere mantener
un medio saludable y poblaciones grandes, porque en poblaciones pequefas la deriva
génica puede hacer que se pierda la diversidad. Ademas de conservar poblaciones
diferentes, sobre las cuales actuara la seleccion natural, la idea es mantener la posibilidad
de adaptacion siempre presente en las poblaciones (Allendorf 'y Lukiart, 2007).

El reto mayor al que se enfrenta el estudio de la diversidad genética en plantas y
animales, desde el punto de vista de las capacidades en personal de investigacion y de
enfoques e infraestructura reside, por un lado, en la gran cantidad de especies por estudiar
y, por otro, en generar datos relevantes para poder hacer inferencias estadisticamente
significativas acerca de los procesos poblacionales pasados, del impacto de los eventos
recientes en la variacion genética y para la prospeccion hacia el futuro de estos procesos, en
particular considerando diferentes escenarios climaticos (Pifiero ef al., 2008a).

La genética de la conservacion es un campo dindmico de investigacion, pero México
cuenta con una muy limitado grupo de investigadores, especialmente considerando su
elevada biodiversidad, por lo que es necesario reforzar con la formacion de recursos
humanos en éste y otros campos intimamente relacionados (Pifiero et al., 2008a).

4.6 Familia Agavaceae: el género Agave
La familia Agavaceae sensu stricto de la taxonomia tradicional —aunque APG III (2009) la
considera solo un clado de la familia Asparagaceae— comprende nueve géneros Agave
(166 especies), Beschorneria (7), Furcraea (25), Hesperaloe (5), Hesperoyucca (1),
Manfreda (28), Polianthes (13), Prochnyanthes (1) y Yucca (49), de los cuales todos se
encuentran representados en México (Rocha et al., 2006). México es el pais con mayor
numero de especies de esta familia, endémica al continente americano, y es el centro de
origen de la mayoria los géneros, principalmente del género Agave (Alvarez de Zayas,
1989).

El género Agave esta conformado por dos subgéneros, el subgénero Agave con
inflorescencia en panicula y Littea con inflorescencia en espiga (Gentry 1982). Sin
embargo, estudios filogenéticos sugieren que no son grupos naturales (Good-Avila et al.,

2006; Flores, 2007).
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Estas plantas se encuentran adaptadas a regiones semidridas de México. Dentro de
la familia las especies tienen una forma arosetada caracteristica, que varia en tamano, forma
y textura lo que da como resultado una familia muy diversa en cuanto a formas de vida,
desde plantas de habito arboreo, como las pertenecientes al género Yucca, rosetas acaules
como la mayor parte de Agave, y plantas de tipo herbaceo, como Manfreda y Polianthes.

También presentan una polinizacion diversa, desde polinizacion obligada por
insectos mutualistas, como las polillas de la Yucca y otros sistemas generalizados, desde
insectos diurnos como abejas, nocturnos, entre ellos esfingidos, y otros animales como
colibries y murci¢lagos. Estos ultimos resultan de gran importancia y se han propuesto
modelos de coevolucion con los miembros de género Agave (Eguiarte ef al., 2000).

Los agaves, como otras plantas de la familia presentan adaptaciones a la vida en
regiones semiaridas. En el caso del género Agave algunas de estas adaptaciones son muy
evidentes, como la suculencia de las hojas, su cuticula gruesa y espinas en el borde las
hojas y en la punta, que sirven en parte como proteccion contra herbivoros grandes.

Otras adaptaciones son menos conspicuas pero igualmente importantes, como su
metabolismo CAM, lo que permite una maximizacion del agua, al realizar la fotosintesis,
siendo Agave el género mas tolerante de la familia a las condiciones aridas. Supuestamente,
la forma de las rosetas | sp rmt on nsr u Il nl y=+ rs” llsmsms n
las mananas, y la forma protege de las variaciones extremas de temperatura, al darse
sombra una hojas a otras en el transcurso del dia, de este modo no estan expuestas en su
totalidad al sol (Rocha et al., 2006).

Las raices de los agaves son superficiales y extensas, poseen una adaptacion
microecologica, ya que diferentes especies estan adaptadas a condiciones contrastantes de
pedregosidad del suelo y humedad, y algunas especies son capaces de tener propagacion
vegetativa que permite la sobrevivencia de la roseta en caso de que la reproduccion sexual
—11” Ro et al., 2006). Ademas, son una fuente de recursos durante su época de
floracion, principalmente caracterizada por una unica floracion (semélparo, monocarpico)
masiva, con la que después de fructificar la roseta muere. Pueden pasar mas de 30 afios para
lograr la madurez reproductiva (Rocha et al., 2006).

Las agaviaceas tienen una gran importancia en la vida cultural y econémica de los

pobladores de las distintas regiones en México, y muchas de ellas se han registrado con
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usos que datan desde épocas prehispanicas. Diferentes estructuras de las plantas son
aprovechadas como alimento, bebida (fermentada y destilada), medicina, fibras,
construccion, forraje, ornato, uso ceremonial, combustible, sustituto de jabon, cercas vivas,
etc. (Garcia-Mendoza, 2011).

El uso por parte del humano de estas plantas abarca desde la recoleccion y el
aprovechamiento de los ejemplares silvestres, hasta el cultivo extensivo de varias especies
domesticadas. Incluso, muchas especies de la familia, principalmente de los géneros Agave,
Yucca y Furcraea se cultivan con fines ornamentales en varias partes del mundo o se han
naturalizado, llegando a ser importantes plantas invasoras (Garcia-Mendoza, 2011).

4.6.1 Agave kerchovei Lem.

Agave kerchovei Lem. (Fig. 1) se caracteriza por sus hojas largamente triangulares, 9-13
veces mas largas que anchas, dientes grandes, remotamente espaciados y la pérdida de ellos
en una buena parte del apice (Garcia-Mendoza, 2011) Esta considerado entre las plantas
mas robustas de las especies del grupo Marginatea del subgénero Littea (Gentry, 1982). Los
filamentos son mas cortos que en Agave ghiesbrehtii Lem. ex Jacobi (Garcia-Mendoza,
2011) considerado por Gentry (1982) como la especie mas cercana morfolégicamente a
Agave kerchovei Lem. Dentro de las poblaciones de esta especie existe una variacion
considerable, incluyendo el habito, desde simples a cespitosas, como en numerosas
diferencias de tamafo, forma y dentado de las hojas.

Aunque inicialmente se ha sugerido que la especie tiene una distribucion desde el
centro de Hidalgo al sur de Oaxaca (Gentry, 1982; Garcia-Mendoza y Galvan, 1995; Arias
et al., 2000), actualmente se reconoce que solo se distribuye en porciones de los estados de
Puebla y de Oaxaca, principalmente en region del Valle de Tehuacan-Cuicatlan (Garcia-
Mendoza, 2011; Brena-Bustamente, 2012).

Por otra parte, en la region del Valle de Tehuacan-Cuicatlan, los patrones de
distribucion espacial fina de la especie son complejos. Los habitantes de la region
mencionan que conocen pocas poblaciones, y que estds son de dificil acceso, ademas de
que las condiciones en cada una de esas poblaciones son muy distintas (Brena-Bustamante,

2012).
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Figura 1. Ejemplar de Agave kerchovei Lem. en el valle de Tehuacan-Cuicatlan'

Agave kerchovei se distribuye en matorral xerofilo, principalmente sobre suelos de
origen calizo, en elevaciones de 975-1600 msnm (Garcia-Mendoza, 2011), en comunidades
semiabiertas de arboles bajos con alta riqueza de otras plantas suculentas pertenecientes a
familias como Cactaceae, Bromeliaceae, ademas de otras especies de la familia Agavaceae
(Gentry, 1982). Su periodo de floracion es de enero a mayo y de fructificacion de abril a
octubre (Garcia-Mendoza, 2011), aunque por otro lado Arias et al. (2000), reportan que el
periodo de floracion es de octubre a enero, y que sus flores son polinizadas por
murciélagos.

Segun Brena-Bustamente (2012), algunos nombres con los que se conoce esta
especie en su lugar de origen son cacaya, rabo de ledn, maguey pichomel y maguey ixtle,
siendo el primero referente a las flores (botones florales) y los otros a la planta en su
totalidad. Brena-Bustamante (2012) menciona que el principal uso de la planta es para
alimento, siendo importante para los pobladores de San Rafael, Puebla y San Gabriel Casa
Blanca, Oaxaca, pero hasta ahora se carece de un estudio etnobotanico especifico de la
especie. Se consumen los botones florales, de modo que el escapo es cortado antes de que
se desarrollen las flores, lo que sobra del escapo lo usan para fabricar palos de escoba, y a
veces los restos del mismo se usan como forraje. El uso de la inflorescencia varia, ya que

no siempre se corta la inflorescencia completa, sino que solo lo que se necesita, la parte

! Fotografia proporcionada por la Biol. Natalia Martinez. Laboratorio de Evolucién Molecular y Experimental,
Instituto de Ecologia, UNAM.

20



p I 1s po s rl prt mdsjovno—+m” onlos otons un 1r os st
tipo de aprovechamiento se realiza en forma de recoleccion, llevada a cabo entre los meses
de octubre a diciembre, y estos productos no tienen ningun valor comercial, s6lo es de
autoconsumo. Sin embargo, se estima que la demanda de estos botones puede llegar a ser
considerable, pues también es colectada para compartir con familiares. Otro uso que se le

ha dado es como fibra (ixtle), pero ya va en desuso (Brena-Bustamente et al., 2013).
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5 Justificacion

La familia Agavaceae o subfamilia Agavoideae (APG III, 2009) es de un origen evolutivo
reciente y tuvo una radiacién adaptativa, es decir, que se formaron muchos linajes nuevos
en poco tiempo, cuando las condiciones en el centro de México se volvieron mas aridas,
hace unos 8 a 6 millones de afios (Good-Avila ef al., 2006). Hace unos 3 a 2.5 millones de
afos el género Agave sufrid otra radiacion. Estas especies pudieron ocupar nuevos nichos
que aparecieron tras estos cambios del ambiente, por lo cual existen un gran numero de
especies que resultan endémicas y de ellas algunas son microendémicas (distribucion
menor a 30,000 km?). Por ejemplo, en un estudio llevado a cabo en el valle de Zapotitlan,
que forma parte de la Region Fitogeografica del Valle de Tehuacan-Cuicatlan, se menciona
que hay 24 especies diferentes y 8 taxas microendémicos a ese valle (Garcia, 2011), lo que
habla de un alto grado de endemismo local.

Sin embargo, aunque el género Agave tiene una importancia econémica y cultural,
se sabe poco sobre los recursos genéticos y como el manejo humano puede afectar la
diversidad de las poblaciones tanto silvestres como domesticadas (Pifiero et al., 2008b). Por
ello, es necesario realizar estudios a nivel poblacional de estas especies que son endémicas
para conocer los niveles y estructura de variacion genética. Estos resultados serviran de
apoyo para realizar los programas de manejo adecuados con el objetivo de preservar sus
recursos genéticos y de esta manera seguir aprovechando a las especies sin comprometer su
futuro evolutivo, como es el caso de 4. kerchovei en la region del Valle de Tehuacan-
Cuicatlan, ya que presenta un alto grado de uso e importancia en la region (Brena-
Bustamante, 2012).

Por otro lado, para esbozar una repuesta mas clara de porque el Valle de Tehuacan-
Cuicatlan sea tal vez la region arida mas diversa en Norteamérica (Canul, 2008), es
necesario poder determinar si existen patrones ecologicos y procesos evolutivos comunes

para este tipo de especies en regiones de gran diversidad de ambientes.

22



6 Objetivos

Objetico general:

Realizar un estudio a nivel cloroplasto de la genética de poblaciones y filogeografia de
Agave kerchovei Lem. para avanzar en comprender los procesos que han modelado esta
especie y proponer medidas preliminares para su conservacion genética.

Objetivos particulares

1.- Describir la variacion genética al interior de las poblaciones, con marcadores de
cloroplasto.

2.- Determinar el grado de diferenciacion (estructura) genética entre las distintas
poblaciones.

3.- Analizar si existe un patron filogeografico, para posteriormente entender los procesos
historicos demograficos que han ocurrido en las poblaciones.

4.- Obtener un mapa de distribucion potencial de la especie para el presente, asi como una
proyeccion al pasado (Gltimo méaximo glacial)

5.- Identificar qué sitios podrian ser centros para la conservacion in situ de la variacion

genética a nivel cloroplasto de la especie.
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7 Metodologia
7.1 Sitio de Estudio

La provincia Floristica del valle de Tehuacan-Cuicatlan es considerada como parte de la
region xerofita de México (Rzedowski, 2006) Esta localizada en la parte sur del estado de
Pueblay el Norte O x ntr los 7° 39y 8°53°’Ny ntr 96°55 Wy97°44>” W
El Valle cubre un area de casi 10 000 km”. Esta conformado por un mosaico complejo
fisiografico con valles internos, separados por cadenas montaiosas. Esta considerada como
una region semidrida, con una temperatura promedio anual de 21°C y 400 mm de
precipitacion anual promedio. Las condiciones aridas en el valle son principalmente
consecuencia del efecto de som r orord “qu prou | S M r Or ntl
(Davila et al., 2002).

El valle de Tehuacan-Cuicatlan posee una gran riqueza de formas de vida de
especies vegetales en donde sobresale la alta concentracion de especies endémicas.
Predomina en el valle la vegetacion de selva baja caducifolia, y bosque de encino en las
partes altas. Al norte del mismo se presenta una gran diversidad de vegetacion,
predominando el matorral desértico rosetofilo rodeado de fragmentos de agricultura de
riego y de temporal, y algunas porciones de matorral crasicaule. La CONABIO propuso,
dentro del desarrollo del proyecto de las Regiones Terrestres Prioritarias de México, el area
RTP-121, la que incluye parcialmente el Area Natural Protegida de Tehuacan-Cuicatlan y
la region de los Papalos (Arriaga et al., 2000).

7.2 Eleccion de material para extraccion de ADN
Las colectas del material fueron realizadas por el M. en C. Enrique Scheinvar, la Biol.

Natalia Martinez y el Dr. Santiago Ramirez, realizadas en 2010, con el apoyo del Dr.
Rafael Lira Saade (Facultad de Estudios Superiores Iztacala, UN.A.M.).?

El material colectado fue guardado en bolsas de plastico a una temperatura de -70°C
en un ultra-congelador. La seleccion de los individuos en los casos en los que habia mas de
20 individuos en una poblacion fue hecha al azar. En la Tabla 1 y Fig. 2 se indican las

poblaciones utilizadas en este estudio.

? Las poblaciones fueron colectadas por el M. en C. Enrique Scheinvar y la Biol. Natalia Martinez, a excepcién
de la poblacién 6, que fue colectada por el Dr. Santiago Ramirez. Las sitios de colecta de las Poblaciones 7 y
8 fueron sugeridas por el Dr. Rafael Lira Saade (Facultad de Estudios Superiores Iztacala, U.N.A.M.).
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Tabla 1. Poblaciones de Agave kerchovei Lem. Ubicacion e individuos observados en cada poblacion (N).

1 4.47 km en L.R. al SW de Santa Maria Coapan, 8° 4348’ N 1817 35
Puebla 97°6°8 W
) 6.94 km en L.R. al NW de Villa de Tamazulapam del 7°4° 7N 1927 4
Progreso, Oaxaca 97°37°47 °° W
3 3 kmen L.R. al NW de Villa de Tamazulapam del 7°4° 4° N 1900 2
Progreso, Oaxaca 97°35°45” W
4.19 km en L.R. al NE de Santa Maria Ixcatlan, 7°5°58° N
4 Oaxaca 97° > 5 W 2091 2
5 3.2 kmen L.R. al W de Santa Maria Ixcatlan, Oaxaca 77575 N 2113 43
. . . 2 970 3’ 9’ b W
6 +km 33 de la carretera Ayutla-Oaxacaa400 mporla | 6°57°49 5°° N 1682 27
carretera al W de Santa Maria Albarradas, Oaxaca 96° ° 9 6°° W
" 8°9°4 6” N
7 —F olotop” Sn rl s In Ox 97°8°38” W 946 66
— 1o ls ompurts” SnR 1 ox tlan 8° 74 86N
8 Puebla. 97°7°5 68 W 989 31

25




N fas3) 150 Cosolapa \ "LI:S A
S Acatian de 0N ¥
Pl Pérez Figueroa “\ \
L R4 ~
- N\ H
T )acan 5 \MEXICO
Ahuatempan ™ 3 \
= \ \ «
@) San Gabnel N D pa,
455} Chilac ‘,—--'/ P8 t
I Migue!
gue
: S Alemdn Tres\Valles Novillero
Acatlan v
. 145)
A {
. feotitlan de A
Flores'Magon wLLD L0
P7 s Tuxtepec Bonita
Ojitian
SanBartclome &
[261) P4 Ayalitla
\ Sangosé
@ Chiltepec
San Miguel @ / San Felipe
Amatitlan / Usila
j P
Huajuapan f SE‘" i",‘" ; Vi
de Ledn oy o Valle
Ps Cuicatian Nacional
- San Jua
Asuncion Santiago
b N Sam Lalana
Nochixtian Camotidn
Santiago
Juxtiahuaca
ica &
He'o.c:a Ciudad Totontepec Villa
San Martin  de Tlaxiaco de Morelos
Itunyoso San Andrés
Zautla P6 f

Oaxaca
Putla Vilia o Teotitian
de Guérrero Xoxocotian del Valle
San Bartolo

20 km Coyolepec San Pablo
20mi Villa de Mitla

Figura 2. Distribucion espacial de las poblaciones de Agave kerchovei Lem. en la region de Tehuacan-
Cuicatlan, dentro de los estados de Puebla y Oaxaca, México. Cada poblacion se codifica por la letra P y el
nimero de la poblacion que corresponde. Pl=corresponde a la poblacion 1, P2 a la poblacion 2, asi
sucesivamente (Modificado de Google Maps, 2013).

7.3 Extraccion, amplificacion y secuenciacion

Se extrajo el ADN de las hojas utilizando el método Mini-Prep CTAB2x (Vazquez-Lobo,
1996; Anexo 1) de 136 individuos de Agave kerchovei, distribuidos en ocho poblaciones
que cubren de manera adecuada la distribucion de la especie. Sin embargo para todos los
analisis, con excepcion de la red de haplotipos, se usaron 128 individuos (ver seccion 7.4.1
para la explicacion de dicha resolucion).

El ADN extraido se utilizo para realizar una amplificaciéon por PCR de tres regiones
de espaciadores de cloroplasto. Se utilizaron tres primers universales: intergénico Taberlet
c-f (trnL-trnF) que comprende el intron del gen #rnL, el gen #rnL y el fragmento intergénico
trnL-trnF (Taberlet et al. 1991) y los fragmentos intergénicos ShawNa-b (petA-psb]) y
ShawVc-d (rpl32-trnL) (Shaw et al, 2007). En la Tabla 2 se muestra la informacion de
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estos marcadores, que incluye la secuencia de cada primer, la region del genoma del

cloroplasto en que se encuentra cada uno, y el tamafio reportado en pares de bases.

Tabla 2. Marcadores amplificados del cloroplasto para Agave kerchovei.

Taberlet cf trnL: GAAATCGGTAGACGCTACG LSC (large single 038

trnL (¢) — trF (f) trnF: ATTTGAACTGGTGACACGAG copy)
ShawNab psbl: ATAGGTACTGTARCYGGTATT LSC (large single 1269

petA (Nb) - psb] (Na) petA: AACARTTYGARAAGGTTCAATT copy)
ShawVed trnL : CTGCTTCCTAAGAGCAGCGT SSC (small single 649

rpl32 (Vd)- trnL (Vc) rpl32f: CAGTTCCAAAAAAACGTACTTC copy)

Las condiciones usadas para la reaccion de PCR y el programa de amplificacion del
termociclador fueron practicamente iguales para los tres marcadores, excepto por la
concentracion de cloruro de magnesio (MgCl,), siendo de ImM (Taberlet cf), 1.5 mM
(Shaw Vcd) y 2 mM (Shaw Nab); y en la etapa de alineacion en el termociclador se
emplearon 30 segundos para Taberlet cf y Shaw Ved, y 50 segundos para Shaw Nab. Los
valores de las condiciones se muestran en la Tabla 3. Los productos fueron visualizados en
geles de agarosa al 1% a 110 Volts por 15 -20 minutos, para verificar la correcta
amplificacion y el tamafio.

Posteriormente los productos de PCR se mandaron a secuenciar al Centro de
Servicio de secuenciacion de la Universidad de Washington (High Throughput Sequencing
Unit). Para cada individuo se enviaron dos muestras del producto de PCR, uno para el
primer forward y otro para el primer reverse, a fin de tener todo el fragmento completo de

la mejor calidad posible.
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Tabla 3. Condiciones de las reacciones del PCR para cada marcador amplificado, La reaccion fue de 30 uL
total. (Izquierda). Programa utilizado en la amplificacion en el termociclador (Derecha).

BSA 5%
Triton 0.1-0.15%
Buffer (10x) 1X
1 mM (Taberletcf);
MgCl, 30 mM 1.5mM (ShawVced);
2mM (ShawNab)
NT P’s 0.2 mM c/u
primer Forward 0.3 uM
primer Reverse 0.3 uM

Taq Polimerasa 1 U/uL Finalizacion (1 ciclo) 72°C / 8 min.
DNA 40 ng/uL (2uL)

7.4 Analisis de las secuencias de ADN de cloroplasto

Las secuencias fueron revisadas en pares con los programas Phred (Ewing ef al., 1998) y
Pharp y Consed (Gordon et al., 1998) para tener una sola secuencia de los dos primers
(forward 'y reverse) obtenidos de la secuenciacion. Se analizaron cada uno de los
cromatogramas de todos los individuos a fin de tener las secuencias lo mas completas y
corroborar la calidad de la sefial de cada una.

Posteriormente con el programa BioEdit Version 7.1.3.0 (Hall, 1999) se realizo la
alineacion utilizando el algoritmo Clustal W (Thompson et al., 1994), contenido en la
misma paqueteria de BioEdit. El alineamiento fue realizado para cada marcador por
separado, se verifico posteriormente la alineacion obtenida de forma manual, y empleando

la visualizacion de los cromatogramas simultdneamente cuando fue necesario.

7.4.1 Polimorfismos, variacion y estructura genética.
Posterior al alineamiento se hizo un archivo concatenado de las tres regiones
amplificadas con el programa DnaSP 5.10. (Librado y Rozas, 2009). Esta base de datos se

utiliz6 para el resto de los andlisis empleados en este trabajo. Con este mismo programa se
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estimaron los sitios variables (sitios polimdrficos) en las secuencias de los distintos
haplotipos (i.e., secuencias de ADN que difieren en una o mas bases).

Igualmente con DNAsp 5.10 se obtuvieron los siguientes parametros de diversidad
genética: 4~ = numero de haplotipos; H; = diversidad haplotipica (Nei, 987 ; n =
diversidad nucleotidica (Nei, 1987), 8 de Watterson (Nei, 1987). Asi como los valores de
estructura génica y flujo génico, como la F;, (Hudson et al., 1992), G, (Nei, 1973), Ny
(Lynch y Crease, 1990) y Nm (Hudson et al., 1992).

Como se habia mencionado anteriormente, para estos analisis se utilizaron 128
individuos en total, en los cuales se pudieron amplificar los tres marcadores. En ocho de los
individuos no fue posible obtener la secuencia del marcador ShawNab y debido a que
algunos programas excluyen orm utomat losstos nomn oS omo —missing
data” s opt porrtrr stosn v uos

Se utiliz6 el programa DNAsp 5.10 para obtener las distancias genéticas de Nei
(1987), Dxy, entre las poblaciones, las cuales son calculadas por sitio en vez de por las
frecuencias haplotipicas. Con dichos valores se elabord un arbol de distancias Neighbor-
Joining (Saituo y Nei, 1987) usando el programa MEGA 5.0 (Tamura ef al., 2011).

A partir de la relacion estadistica que existe entre la diversidad nu 1 ot Tyl
6 de Wattersson, se pueden detectar eventos selectivos o demograficos mediante el uso de
pruebas del modelo Wright-Fisher con mutacion usada como hipotesis nula. Cuando no hay
seleccion y ambos parametros son iguales, indica que es posible que la poblacion se haya
mnno onstnt; unon smyorqu # DO T jm postv 1 po lacion ha

r oy uno mes menor que § D’ Tjm n tv 1 pol ns
incrementado (Holsinger, 2012) (ver por ejemplo Garrigan et al., 2002). Se realizé una
pruebaD’ T jm T jm 989 on lpror m Dn SP5 L royRozs 9
a fin de conocer qué relacion existe entre dichos parametros. Dicha relacion se calcula a

partir de la siguiente expresion:

n—0

JV (m-6)°

donde ¥V es la varianza entre ambos valores (Castillo, 2007).
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Asimismo, se realizd una prueba con el programa PERMUT (Pons y Petit, 1996),
con 1000 permutaciones para comprobar si existe una estructura filogeografica. Dicho
analisis se obtiene a partir de la comparacion de los valores de Ny, y Gy, es decir una prueba
de alelos ordenados vs alelos no ordenados. Cuando los valores de N, son
significativamente mayores a G, sugieren que la diferencia entre los haplotipos dentro de
las poblaciones es menor a lo que se esperaria por azar, lo cual significa que existe
estructura filogeografica, es decir cuando los haplotipos similares genealdgicamente se
comparten entre las poblaciones similares (geograficamente mas cercanas) (Pons y Petit,
1996).

Se realizd una prueba de AMOVA (Analysis of Molecular Variance), para
determinar la variacion dada por la diferenciacion interpoblacional e intrapoblacional
(Excoffier et al., 1992). El analisis fue hecho con el programa Arlequin ver. 3.1 (Excoftier
et al., 2005) considerando dos grupos a priori a partir del arbol de distancias genéticas de
Nei. Posteriormente se uso el programa SAMOVA (Dupanloup et al., 2002), para definir a
grupos geograficamente homogéneos que maximizaran la varianza genética, para dilucidar
mejor la estructura genética. Dos pruebas de SAMOVA fueron realizadas, primero
considerando los sitos con indels® (ocho sitios), con un total de 2,188 sitios del concatenado
de los tres marcadores, y posteriormente otra prueba sin considerar estos 8 indels (2,180
sitios en total), y se probaron varios valores de K, para determinar con cudl de ellos es
mayor la varianza.

Se realiz6 una prueba de Mantel, utilizando el paquete Stats de R (R. Core Team,
2012), para determinar si existe un patrén de aislamiento por distancia, utilizando una
matriz de diferenciacion genética Fy, (obtenida con DNAsp 5.10) y una de distancias
geograficas en kilometros entre las poblaciones. El valor de la prueba de Mantel indica el
grado de correlacion entre las dos matrices, e indica que tanto puede predecir una de las

matrices a la otra, siendo el valor de la regresion lineal.

* Un indel es un tipo de mutacién que puede ser tanto una insercién como una delecion (Hedrick, 2005),
nombrado asi por la combinacién de los dos tipos de mutacién que puede representar y se refiere a la
diferencias de longitud de dos secuencias donde no es posible saber si esa diferencia es originalmente por
una insercion en la secuencia o por una delecion en ella (NCBI, 2014).
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7.5 Red de haplotipos

Se construyd una red de haplotipos con el programa TCS 1.21 (Clement et al., 2000). En
ella, se describen las relaciones intraespecificas de los haplotipos en forma de red, permite
hacer relaciones reticuladas entre haplotipos, los une por medio de linecas y permite
visualizar las formas faltantes entre los haplotipos y proporciona grados de jerarquia
(Vazquez-Dominguez et al., 2009). En estas redes se puede establecer cierto grado de

2

—n  str ntr los plotposqu pn ran 1 r un los plotposy su
posicion en la red (Pfennimger y Posada, 2002). Adicionalmente se incluyeron en la red
secuencias de haplotipos de 4. lechuguilla * y A. stricta’, a fin de dar mayor certeza sobre
cual podria ser el haplotipo ancestral para 4. kerchovei.

Para la red se emplearon los indels como un quinto estado de carécter, puesto que
estos caracteres si resultan informativos en el analisis de las secuencias para 4. kerchovei,

asi como para las especies empleadas como grupos externos. Se utilizdo ademas el criterio

de conexion entre haplotipos del 95% (Clement et al., 2000).

7.6 Modelo de distribucion potencial
Para la realizacion del modelo de distribucion potencial de la especie se empled el

programa MaxEnt (Phillips et al., 2006). La prediccion obtenida con MaxEnt es una
aproximacion al nicho real de la especie (Eliosa et al., 2010). Es un programa que utiliza un
algoritmo de méxima entropia, con el cual logra resultados robustos en términos de la
proyeccion espacial de la distribucion, especialmente cuando se cuenta con pocos datos de
presencias usado incluso en un enfoque de modelacion de ecosistemas (Pliscoff y Fuentes-
Castillo, 2011).

MaxEnt utiliza la informacion de presencia de la especie y la informacion de capas
ambientales como temperatura y precipitacion, a lo largo de un area geografica designada
que se divide en pixeles; mientras mas pequefia sea el drea seleccionada mayor serd la
resolucion de las capas (Merow, 2013). Con estos datos hace un aproximacion de en qué
pixeles del area geografica designada se pueden encontrar las condiciones ambientales

similares a las que tienen las regiones de presencia de la especie maximizando la entropia

* Proporcionadas por la Biol. Natalia Martinez (Laboratorio de Evolucién Molecular y Experimental, Instituto
de Ecologia. UNAM.)

> Proporcionada por el M. en C. Enrique Scheinvar (Laboratorio de Evolucién Molecular y Experimental,
Instituto de Ecologia. UNAM.)
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de ocurrencia de esas condiciones. De este modo, los pixeles en el mapa donde se
encuentren las condiciones similares de los puntos de presencia se considerardn como una
posible presencia para la especie en ese pixel. Asi se va reconstruyendo el modelo de nicho
ecoldgico para la especie. Estos valores son asignados en el mapa pixel por pixel, por una
probabilidad denotada con una serie de colores (Phillips et al, 2006). En este caso se
estaria modelando el nicho fundamental, entendido como el conjunto de condiciones
abidticas que la especie requiere para existir, por tanto las interacciones con otras especies
no son consideradas (nicho realizado) (Begon et al., 2006).

Los datos de presencia de la especie fueron obtenidos de puntos de colecta
reportados para la especie. Una primera revision de estos puntos fue realizando una
busqueda en la GBIF (Global Biodiversity Information Facility)°. Con esta informacion se
elabor6 una primera base de datos de puntos de colecta, pero al hacer la busqueda en otras
fuentes (las listadas en el siguiente parrafo) algunos de los ejemplares reportados en GBIF
aparecian bajo otro nombre en publicaciones mas recientes, por tanto se decidid no usar
esos puntos debido a la nueva determinacion. Asi que finalmente s6lo un registro se empled
de esta primera base, cuya referencia se encuentra en el portal de Jardin Boténico de
Missouri (MO) (Tropicos, 2014)’.

La base de puntos de colecta se completé usando los ejemplares reportados en los
Marginatae Exsiccatae de Gentry (1982), los ejemplares usados en la revision de la Flora de
Valle de Tehuacan-Cuicatlan (Garcia-Mendoza, 2011) y ejemplares en la Red Mundial de
Informacion Sobre Biodiversidad (REMIB), los cuales pertenecen a la Flora del Valle de
Tehuacan-Cuicatlan, México, FES-I UNAM (Davalos, 2000). Se emplearon también
registros procedentes del Herbario Nacional de México (MEXU), consultadas en linea
(IBUNAM:MEXU:AGA1020301; IBUNAM:MEXU:AGA947976; IBUNAM:MEXU:AGA936719), para
completar la base de datos.

Las georeferencias de cada uno de los registros se ingresaron en el programa Google
Earth para confirmar su ubicacion dentro del area de distribucion reportada para A.

kerchovei. Asimismo se utiliz6 dicho programa para georeferenciar las localidades que no

® Consultado en linea en el portal http://www.gbif.org/
’ Ejemplar consultado del sitio Tropicos del Missouri Botanical Garden Herbarium (MO) fue C.A. Purpus —
3476. La referencia aparece en Literatura Citada segun el formato sugerido por el portal.
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contaban con coordenadas, realizando una busqueda minuciosa de esas localidades,
reuniendo un total de 39 registros de localidades georeferenciadas (Anexo 2).

Para la informacién ambiental, se tomaron en cuenta las 19 capas bioclimaticas
(BIOCLIM) procedentes de World Clim, las cuales son un set de capas climaticas con
resolucion espacial aproximada de 1 km®, que contienen informaciéon sobre variables
climaticas derivadas de los valores mensuales de temperatura y precipitacion a fin de
generar variables con mayor significado biologico. Estas representan tendencias anuales,
estacionales, y factores ambientales extremos o limitantes (Hijmans et al, 2005). Se
incluyeron ademas cinco capas topograficas procedentes de Hydro 1k North America
desarrolladas por el United States Geological Survey, (USGS, 2011)%.

Con MaxEnt se modelo la distribucion potencial presente para A. kerchovei, asi como
una proyeccion al pasado para el Pleistoceno durante el ultimo méaximo glacial (hace entre
21 a 18 mil afios, aproximadamente). La eleccion del conjunto de capas mencionadas
anteriormente para la elaboracion del modelo se realizd a partir de un andlisis de
componentes principales a fin de identificar variables correlacionadas (con informacion
redundante), considerando los primeros cinco componentes que incluyen el 90.3% de la
variacion con coeficiente de correlacion de Pearson de 0.7.

Para la elaboracion final de los modelos en el programa se utilizaron las capas
obtenidas del analisis de componentes principales con un recorte de las capas entre 14° -
21° y 100° — 95°, ya que la distribucion descrita para la especie se restringe al Valle de
Tehuacan-Cuicatlan (Garcia-Mendoza, 2011). Ademas, se consideraron el 20 % de los
puntos como porcentaje aleatorio de pruebas, realizando 30 réplicas por cada uno de los
modelos (con bootstrap), sin extrapolar y con la obtencidon de pruebas de Jackknife para las

variables.

® Las capas topogréaficas utilizadas fueron Aspect, Flow accumulation, Compound topografic index, Slope,
Flow direction.
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8 Resultados

Los tamanos finales en pares de bases obtenidas para cada marcador después del proceso de
limpieza y alineacion se muestran en la Tabla 4. La suma de los fragmentos obtenidos da

como resultado un total de 2,246 pares de bases.

Tabla 4. Tamafio final (pares de bases, pb) de los marcadores de cloroplasto en Agave kerchovei.

Taberlet cf ° trnL (c) — trnF (f) 938 640
ShawNab petA (Nb) - psbJ (Na) 1269 1016
ShawVed rpl32 (Vd)- trnL (V) 649 590

8.1 Diversidad Genética
En los archivos de alineacion de las secuencias se revisd en que sitios existia variacion. En

la Tabla 5 se observan las regiones, el tipo de variacion y en que poblaciones se encuentran.
Estos corresponden a los sitios polimorficos, siendo ocho sitios con un cambio de base
(SNPs), y ocho sitios considerados como indels. De los 136 individuos empleados en el
analisis, en 128 se logré obtener los tres marcadores, de los ocho faltantes se obtuvieron
solo dos marcadores (Taberlet cf y ShawVcd). En la Tabla 6 se indica cual es el nimero

total de individuos utilizados en cada poblacion para el analisis.

? La secuencia obtenida de este marcador contiene entre la posicién 277-305 la secuencia del gen trnL (UAA)
3’ exén (AGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCACCCCA), que se localiza entre los marcadores Taberlet d y e. Esto
ocurre debido a que se amplificd desde Taberlet ¢ hasta f, que es la suma de Tabc-d+trnL+Tabe-f.

34



Tabla 5. Variaciéon encontrada en los marcadores de cloroplasto Taberlet c-f, ShawNa-b, ShawVe-d., en
Agave kerchovei. El sitio indica el lugar en la secuencia donde se encuentra la variacion, dentro de cada uno
de los marcadores por separado.

Sitio Tipo Cambio Individuos y/o poblaciones
57-58 | Microsatélite con repeticiones de AT Poblaciones: 4,6
dinucleotidos ();() Poblaciones: 1,2,3,5,7,8; individuos: 4 5,4 13,4 19,4 22,
Sitio Tipo Cambio Individuos y/o poblaciones
84 SNP C Individuos: 1 1, 1 19; Poblacion 3
T Poblaciones: 1,2,4,5,6,7,8
291-331 Secuencia* Individuos: 4 5,4 13, 4 19, 4 22; Poblaciones: 1, 2, 3, 6, 7, 8
Indel (Delecion o Insercion) Indel Poblaciones: 4 , 5
*AAAGATTACTATTTCTTCTTTTCCGGGTCTATCGAAATTCC
361-369 Microsatélite AAAAAAAAA (9) Poblaciones: 1,2,3,4,5,7,8
AAAAAAAA (B) Poblaciones: 6
451-456 . . AACTTA Poblacion: 6
Indel(Deleci6 )
ndel(Delecién o Insercion) indel Poblacion: 1,2.3,4,5,7.8
797-605 Microsatéliie [TTTTTTIT (9) Poblaciones: 1,3,4,5,7,8
ITTTTTIT  (8) Poblaciones: 2,6
774 SNP C Poblaciones },3,4,5,6,7,8
T Poblaciones 2
822 SNP C Individuos: 4 5,4 13, 4 19, 4 22; Poblaciones: 1,2,3,6,7,8
T Poblaciones: 4,5
844 SNP T I'nd1v1du0: 112
A Poblaciones: 1,2,3,4,5,6,7,8
Sitio Tipo Cambio Individuos y/o poblaciones
79 C Poblaciones: 1,2,3,4,5,7,8
NP I=9vy T s Ty
S T Poblacion: 6
176 SNP G Pob]amone.s: 1,345,778
A Poblaciones: 2,6
296-309 Tversion CTTTGTTCATTCT Individuos: 4 5, 4 13, 4 19, 4 22; Poblaciones: 1,2,6,7,8
AGAATGAACAAAG Individuo: 8 2; Poblaciones: 3,4,5
358-368 AAAAAAAAA (9) Poblaciones: 1,3,4,5,7,8
Microsatélite AAAAAAAAAA (10) Poblacion: 6
AAAAAAAAAAA (11) Poblacion: 2
578 SNP G Pob]amone's:. 1,2,3,4,56,7,8
T Individuo:1 6




Tabla 6. Total de individuos utilizados en el analisis para cada poblacion (n).

1 20 4.47 km en L.R. al SW de Santa Maria Coapan, Puebla

2 4 6.94 km en L.R. al NW de Villa de Tamazulapam del Progreso, Oaxaca

3 8 3 km en L.R. al NW de Villa de Tamazulapam del Progreso, Oaxaca

4 20 4.19 km en L.R. al NE de Santa Maria Ixcatlan, Oaxaca

5 23 3.2 km en L.R. al W de Santa Maria Ixcatlan, Oaxaca

6 20 +km 33 de la carretera Ayutla-Oaxaca a 400 m por la carretera al W de Santa Maria Albarradas, Oaxaca
7 20 “Tecolotiopa”, San Gabriel Casa Blanca, Oaxaca

8 21% “Cerro de las Compuertas”, San Rafael, Coxcatlan, Puebla.

* Para esta poblacion se consideran solo 13 individuos para los analisis de variacion ya que solo con esos se
lograron obtener los tres marcadores.

Los 16 sitios polimoérficos (ocho sitios con SNP’syo o on n Is generan los 10
haplotipos encontrados. Dado que los indels pueden ser considerados como una delecion de
bases o0 una insercion, es dificil determinar cual de los dos eventos ocurrid, asi que para
analizar este tipo de variacion se optd por considerarla como un solo evento para la region
donde se localiz6 este tipo de variacion en las secuencias (Tabla 5). Un tratamiento similar
se empleo para la inversion encontrada en ShawVed, sitios 296-309 (Tabla 5); en este caso
se utiliz6 una de las bases de la inversion para delimitar la variacion en esos sitios. Una
inversion no es como un indel, porque existe todo el fragmento de pares de bases que se
invierte por completo (fragmento de 14 bases) y no existen versiones intermedias, por lo
que también se puede considerar como un solo evento de mutacion, aunque sean varios los
sitios que intervienen, por lo que se considerd como un solo evento mutacional. En la Tabla
7 se muestra cual fue la forma en que fueron analizados estos tipos de variacion. Las
consideraciones anteriores son Utiles para la construccion de la red de haplotipos, debido a
que el programa une los haplotipos con un porcentaje de limite de conexion, que se refiere
al nimero maximo de conexiones mutacionales entre dos pares de secuencias justificadas
por el criterio de parsimonia (Clement et al., 2000), es decir se ser mayor a este porcentaje

los considera como dos secuencias completamente distintas sin conexion alguna.
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Tabla 7. A) Haplotipos obtenidos de los sitios polimérficos en las secuencias de tres regiones de espaciadores
de cloroplasto: Taberlet c-f (trnL-trnF), ShawNa-b (petA-psb]) y ShawVc-d (rpl32-trnL). Los numeros
representan la posicion en la secuencia donde esté la variacion, sobre los sitios se encuentra delimitado a que
secuencia corresponde la variacion. B) Se muestran ademas el tipo de variacion que presenta cada sitio en el
concatenado. (Bases Nitrogenadas.- A: Adenina; T: Timina; G: Guanina; C: Citosina; GAP: —).

A)
Taberlet cf Shaw Nab ShawVcd
Haplotipos/Sitios | 57 58 | 724 | 931 | 969 | 1051 [ 1200 | 1369 | 1417 | 1439 1690 | 1787 | 1097 | 1965 | 1966 | 2176
Hap 1 A T C A A - T C C A C G T - - G
Hap 2 A T T A A - T C C A C G T - - G
Hap 3 A T T A A - T C C T C G T - - G
Hap 4 A T T A A - T C C A C G T - - T
Hap 5 A T T A A - - T C A C A T T T G
Hap 6 A T C A A - T C C A C G G - G
Hap 7 - - T - A - T C T A C G G - - G
Hap 8 A T T - A - T C T A C G G - - G
Hap 9 - - T A - A - C C A T A T T - G
Hap 10 A T T A A - T C C A C G G - - G
B)
| sito [ Tipodevaracéen |
57,58 Microsatélite con repeticiones de dinucledtidos, considerado como un solo evento
724 SNP
931 Indel considerado como un solo evento (A, —)
969 Microsatélite
1051 Indel considerado como un solo evento (A, —)
1200 Microsatélite
1369 SNP
1417 SNP
1439 SNP
1690 SNP
1787 SNP
1907 Inversion considerada como SNP (T, G)
1965, 1966 Microsatélite (tres formas)
2176 SNP

El archivo concatenado final de las tres regiones amplificadas resulté en 2,188 pb,
(Tabla 7). El nimero de sitios variables totales (sitios segregantes, ), es de 16, sin embrago
ocho de ellos corresponden a indels, y en varios andlisis que realizan los programas son
excluidos de forma automatica. Con los SNPs se obtienen nueve haplotipos (%), a diferencia
de cuando se consideran los ocho sitios variables con indels (incluidos los microsatélites),

se obtienen diez haplotipos.
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La diversidad haplotipica (Hd) es alta, de 0.718, con una varianza de 0.00054 y una

desviacion estandar de 0.023 (Tabla 8). Sin embargo, el valor de la diversidad nucleotidica

(7) es de 0.00078; y el parametro 6 de Wattersson tiene un valor de 0.00068, lo que indica

una diversidad nucleotidica muy baja (Tabla 8).

Tabla 8. Estimadores de diversidad genética para cada una de las poblaciones de Agave kerchovei.

1 20 3 4 0.36316 0.00018

2 4 0 1 0 0

3 8 0 1 0 0

4 20 2 2 0.33684 0.00031

5 23 0 1 0 0

6 20 0 1 0 0

7 20 0 1 0 0

8 13 1 2 0.15385 0.00007
Total 128 8 9 0.71801 0.00078

N= numero de muestras; h= nimero de haplotipos; Hd= diversidad haplotipica; = diversidad nucleotidica; S= sitios

segragantes

En la Figura 3 se observa cuales son los haplotipos que se encuentran presentes en

cada una de las poblaciones y la cantidad de individuos que poseen cada haplotipo

(mostrados en porcentajes). Se encontré6 que la mayoria de las poblaciones son

monomorficas, es decir presentan solo un haplotipo, siendo el haplotipo 2 el unico

compartido (en 4 poblaciones: 1, 4, 7, 8) y el mas frecuente (41%). Los haplotipos mas

comunes en la especie después del haplotipo 2 son el haplotipo 8 (18 %), haplotipo 9 (16%)

y el haplotipo 7 (12%); mientras que el resto de los haplotipos poseen una frecuencia menor

al 10%. Las frecuencias totales de cada uno de los haplotipos se muestran en la Tabla 9,

ordenados de mayor a menor frecuencia.
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Tabla 9. Frecuencia total (%) de los haplotipos encontrados para Agave kerchovei.

Hap2 41
Hap8 18
Hap9 16
Hap7 12
Hap6 6
Hap5 3
Hapl1 1
Hap3 1
Hap4 1
Hap10 1

La poblacion 1, la mas nortefia, es la poblacidon que posee mas haplotipos (3 tnicos)
ademas del compartido, siendo la poblacion con mas variacion intrapoblacional. Le siguen
las poblaciones 4 y 8 con un haplotipo Gnico cada una, mas el compartido; mientras que la
poblacion 7 posee soélo el haplotipo compartido y finalmente las poblaciones 2, 3, 5 y 6
poseen soOlo un haplotipo propio. De este modo se observa que existe una alta
diferenciacion entre las poblaciones, y una baja variacion genética dentro de ellas.

La prueba de Tajima (D’) se realizd para la totalidad de las secuencias (128) de 4.
kerchovei, el valor obtenido en la prueba fue positivo, sugiriendo una contraccion

poblacional de 0.37320, sin embrago el valor de la prueba no fue significativo (p= 0.704)
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poblaciones (modificado de Google Maps, 2013).

8.2 Red de Haplotipos

La red de haplotipos se muestra en la Figura 4. Cada uno de los haplotipos se marcé
con un color, y el tamafio de la figura representa la proporcion de organismos que poseen
dicho haplotipo. Los circulos sin color representan pasos mutacionales que no se han
encontrado en los muestreos, de los cuales se infirieron los cambios mutacionales que
deberia de tener ese haplotipo hipotético para conectar con los haplotipos encontrados. En

el caso de los sitios 57 y 58 (Tabla 7), se consider6 como un solo cambio mutacional, a
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pesar de que son dos bases las que cambian, ya que estos sitios corresponden a un
microsatélite con repeticiones de dinucle6tidos que sigue un modelo de paso a paso.

La red sugiere que el haplotipo 2 (presente en poblaciones 1, 4, 7 y 8) es el haplotipo
ancestral, siendo el que tiene mas conexiones con otros haplotipos. Ademas de los diez
haplotipos encontrados para 4. kerchovei la red incluye tres haplotipos de 4. stricta y un
haplotipo de A. lechuguilla, en la cual se observa que los haplotipos de las especies

mencionadas se unen de forma directa al haplotipo 2, apoyando su condicidon ancestral.
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Figura 4. Red de haplotipos obtenida con el programa TCS 1.21, de fragmentos del cloroplasto utilizando los
marcadores Taberlet c-f, ShawNa-b y ShawVc-d (concatenados) para Agave kerchovei. Cada haplotipo fue
designado con un color diferente. Los nodos representan los haplotipos hipotéticos que no se han encontrado
en los muestreos. La red incluye tres haplotipos de 4. stricta (elipses color café¢) y un haplotipo de A.
lechuguilla (elipse color negro). Se incluye ademas la distribucion espacial de los haplotipos en las distintas
poblaciones. (Mapa modificado de Google Maps, 2013).
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8.3 Estructura genética
Los estimadores de estructura genética son altos, reflejo de que muchos haplotipos son

unicos: Fy (Hudson et al, 1992) = 0.92866 (Nm=0.04); N, (Lynch y Crease, 1990) =
0.92869 (Nm=0.04) y G, (Nei, 1973) =0.82487 (Nm=0.11), todos obtenidos con DNAsp.

Al comparar los valores de Ny, y Gy, con el programa PERMUT se obtuvo que el
valor de N, (0.943) que no fue significativamente mayor al de G, (0.880) (p=0.057), lo que
sugiere que no existe un patron filogeografico que explique la estructura observada.

La diferenciacion entre poblaciones se puede visualizar con el arbol de distancias
genéticas de Nei (Dyy), donde se forman dos grupos, uno conformado por las poblaciones 1,
3,4,5, 7y 8; yotro grupo donde estan las poblaciones 2 y 6 (Figura 5). Voy a denominar a
estos grupos como A y B respectivamente. Dentro del grupo A existen dos subgrupos: Al
(poblaciones 1, 7 y 8) y A2 (poblaciones 3, 4 y 5), donde el subgrupo A2 es el mas
diversificado. En Anexo 3 se muestran los valores de las distancias genéticas obtenidas con

las cuales se construyo el arbol.
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Huautia Loma

11111111
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20 mi

Acotaciones: P1:Poblacién 1; P2: Poblacidn 2; P3:Poblacién 3; P4: Poblacién 4; P5: Poblacidn 5; P6: Poblacién 6;

P7: Poblacién 7; P8: Poblacién 8

Figura 5. Superposicion del arbol de distancia de Nei (1987) sobre el mapa de distribucion de las poblaciones de Agave
kerchovei. Las lineas punteadas en color azul son referencia para ubicar cada poblacion con su nodo en el arbol. Los
grupos de poblaciones designados son: Grupo A con el subgrupo Al (poblaciones 1, 7'y 8) y A2 (poblaciones 3, 4 y 5).
Grupo B (Poblaciones 2 y 6).
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Los grupos A y B se usaron en el AMOVA (Tabla 10). De este andlisis se obtuvo
que el mayor grado de estructura esté dado por la varianza entre los grupos propuestos de
poblaciones (65%). Por lo tanto, la mayor parte de la variacion dentro de la especie se
explica por las diferencias que hay entre los grupos obtenidos, dentro del rango de

distribucion de la especie, mas que en la diferencia dentro de las poblaciones.

Tabla 10. Resultados de AMOVA, considerando dos grupos de poblaciones de A4. kerchovei. Los grupos
elegidos para la prueba son: A (subgrupo Al: poblaciones 1, 7 y 8; subgrupo A2: poblaciones 3, 4y 5) y B
(poblaciones 2 y 6).

Entre
grupos 1 128.037 2.71570 Va 65.70

Entre

poblaciones

dentro de los

grupos 6 115.403 1.2586 Vb 30.14

Dentro de las
poblaciones 120 20.623 0.17186 Vc 4.16

Indices de Fijacion
Fsc:  0.87878
Fst:  0.95842
Fet:  0.65701

Con el programa SAMOVA (Tabla 11), se analizd con mas detalle la distribucion

de la variacion en la especie y sus poblaciones. Se observa que sin importar si
ons r moslosstos not os omo AP’sonol myorvr nz s nuntr nK=

6 con un valor t 95 sn ons rrlos APsy 937 ons rno sosstos
Los rupos orm os onl ons r mnono A Ps sl msm pr mos nalss,
y corresponde a las poblaciones donde el haplotipo 2 es comun y las otras que no lo tienen

o donde el haplotipo 2 es raro.
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Tabla 11. Resultado del analisis de SAMOVA para las tres regiones amplificadas en Agave kerchovei,

cons rno 6 stosvr Is nluos APs y8stos snnlur AP’s

Grupos (poblaciones) Fct Grupos (poblaciones) Fct
(2,6) y (1,3,4,5,7,8) 0.51959 6), (1,2,3,4,5,7,8) 0.68596
(2,6), (3,45 y (1,7,8) 0.69653 6), (4,5 y(1,2,3,7,8) 0.72485

(3), (2,6), (4,5), (1,7,8) 0.82221 (6), (4,5), 2)y (1,3,7,8) 0.80231

(3).4,5),(2), (6),(1,7,8) | 0.91054 | (6),(4,5),(2),(3) y(1,7,8) | 0.84852

(3),4), (5), (2), (6), (1,7,8) | 091574 | (6), (4), (5),(2), (3) y(1,7,8) | 0.93788

(3),(4), (5), (2), (6), (1) ,(7,8) | 0.91204 | (6), (4), (5),(2),(3) y(1)(7,8) | 0.93367

8.4 Aislamiento por distancia
El valor de la prueba de Mantel indica el grado de correlacion entre las dos matrices, e

indica que tanto puede predecir una de las matrices a la otra, siendo el valor de la regresion
lineal. En este caso hay cierto grado de correlacion pero es bajo, porque hay poblaciones
muy cercanas y completamente diferentes y otras igualmente cercanas pero similares
genéticamente (Fig. 6, r=0.374 y P=0.0798; lim.2.5%= 0.2384, 1im.97.5%= 0.5198, con
10000 permutaciones), que resulta no significativo. Por tanto no existe un aislamiento por

distancia para A. kerchovei.
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Figura 6. Prueba de Mantel. Se muestra la correlacion entre la matriz de distancias geograficas (km) y el
grado de diferenciacion genética (F). Valores obtenidos de la correlacion de matrices: r = 0.374 y P=0.0798.
La prueba resulta en un valor no significativo.

8.5 Modelo de distribucion potencial
El modelo de distribucion potencial obtenido con MaxEnt corresponde a la media de las 30

réplicas elaborabas para el modelo presente y la proyeccion al pasado (Gltimo maximo

glacial, 21 mil afios aproximadamente).

Para construir los modelos se emplearon finalmente 12 capas (nueve climaticas y
tres topograficas), resultado del andlisis de componentes principales. Los valores de las
curvas de omision y ROC (Reciver Operating Characteristics) que evalian el ajuste del
modelo muestran que se trata de un buen modelo y por tanto de una buena proyeccion

(Anexo 4).

En el modelo el aporte de cada una de las variables se muestra en la Tabla 12. Las

capas con el mayor porcentaje de contribucion son la precipitacion del trimestre mas
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himedo con un 60.9 % y la precipitacion estacional (coeficiente de variacion), con 16.3 %
de contribucion al modelo. Mientras que las demas capas tienen un porcentaje de
contribucion menor a 7%. Se observa que la primera capa (precipitacion del trimestre mas
himedo), contribuye con casi el total de la informacién al modelo.

Tabla 12. Porcentajes de contribucion de las capas bioclimaticas y topograficas empleadas para el modelo de

los modelos de distribucion potencial presente y su proyeccion al pasado (Gltimo maximo glacial) elaborados
con MaxEnt para Agave kerchovei.

Precipitacion del trimestre mas himedo 60.9
Precipitacion estacional (coeficiente de variacion) 19
Pendiente 6.8
Rango anual de Temperatura 2.7
Precipitacion anual 2.6
Estacionalidad de la Temperatura (desviacion estandar *100) 2.3

Temperatura media del trimestre mas seco 2

Acumulacion de flujo 1.7
Precipitacion del mes mas himedo 0.7
indice de componente topografico 0.6
Temperatura media del trimestre mas humedo 0.4
Isotermalidad (*100) 0.2

En la Figura 7 se muestra un comparativo del modelo al presente y su proyeccion al
pasado. El modelo de distribucion potencial presente esta acotado a la region del Valle de
Tehuacan-Cuicatlan y ligeramente extendido hacia la costa de Oaxaca, el sur,
principalmente la zona cercana a Mitla. La zona mayormente representada es el area
cercana a Tehuacan, donde se localizan las poblaciones 1,7 y 8. Las poblaciones 2, 3 .4y 5
se situan mas al sur donde el valor de rango de color es menor, siendo areas cerca de los
limites de la distribucion potencial. Ademas la distribucion esta ligeramente disyunta en la
zona de los valles centrales de Oaxaca, donde se aprecia otra zona ligeramente mas

propensa para el desarrollo de A. kerchovei, muy cercano a la poblacion 6.
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A) Presente

B) Ultimo Méximo Glacial

Figura 7. Distribucion potencial de nicho elaborados con MaxEnt para Agave kerchovei en el tiempo presente
(A), asi como una proyeccion al Pleistoceno durante el ultimo maximo glacial, hace 21 mil afos
aproximadamente (B). La escala de pixeles corresponde a una mayor probabilidad para los colores calidos y
menor para los colores frios. Los numeros en color negro corresponden a las ocho poblaciones estudiadas en
este trabajo.
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Para la proyeccion del ultimo maximo glacial, el darea representada es
considerablemente menor que a la del presente, sin embargo se puede apreciar una forma
similar de distribucion: mas concentrada en la parte norte, cerca de Tehuacan, Pue. con una
disyuncion mas marcada en la zona de los valles centrales de Oaxaca, y una parte
representada por las zonas cercanas a Mitla, Oax. Sin embargo la escala de colores nos
indica que para ese momento los lugares idoneos para el desarrollo de la especie tal y como
es su ambiente actualmente estaban muy reducidos. De modo que la localizacion actual de
las poblaciones 2, 3, 4, 5 y 6 se encuentran fuera de los lugares en los que pudo
desarrollarse en aquel tiempo, lo cual significaria que dichas poblaciones podrian ser de

recién colonizacion.

En la Figura 8 se muestra una superposicion del drea de modelacion de distribucion
potencial del presente con la proyeccion al ultimo maximo glacial. En ésta puede notarse
mas claramente las zonas en las cuales pudo estar restringida la distribucién de la especie
hace 21,000 mil afos aproximadamente, de tal manera que después de que el clima
cambiara nuevamente inicid un proceso de expansion del area potencial de distribucion
para la especie, principalmente de las zonas cercanas a Tehuacén, Puebla con direccion
hacia el sur; asi como de la zona cercana a Mitla, Oaxaca. Desde estas areas comenzaria

una colonizacioén de ambientes, para tener la distribucidon que se conoce actualmente.
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Figura 8. Mapa de superposicion de la distribucion potencial presente para Agave kerchovei, y su proyeccion
al Gltimo maximo glacial (21, 000 afios). Los numeros negros corresponden a las ocho poblaciones estudiadas
en este trabajo.

9 Discusion
9.1 Diversidad y estructura genética

Los valores de diversidad haplotipica total en el cloroplasto encontrados para A.
kerchovei resultan altos especialmente considerando que es una especie con distribucion
restringida. En total se encontraron 16 sitios polimorficos (ocho SNP’s mas o o indels),
por lo que la diversidad haplotipica (Hd) es de 0.718. Sin embargo, al analizar a las
poblaciones por separado la diversidad haplotipica es baja, inclusive de cero para algunas
poblaciones. La diversidad nucleotidica (7) total es de 0.00078 y el parametro 6 de

Wattersson present6 un valor de 0.00068.

49



Los valores de estructura genética encontrados para A. kerchovei (Fy,= 0.92866, G, =
0.82487), son mas altos que los reportados para marcadores nucleares en Pifiero et al.
(2008a) y Eguiarte et al. (2013) (Tabla 13). Por otro lado, los valores de diversidad genética
obtenida no pueden compararse entre distintos tipos de marcador, ya que se comportan muy
diferente, debido a su naturaleza, el tipo de herencia que presentan y su tamafo efectivo

(Astorga, 2008; Eguiarte et al., 2013).

Tabla 13. Sumario de los valores promedio de estructura genética (Fy; o G,,) para distintas especies del género
Agave, utilizando distintos marcadores reportados en las compilaciones elaboradas por Pifiero et al. (2008a) y
Eguiarte et al. (2013). Se muestra ademas un promedio de cada marcador para varios estudios con otras
plantas incluido en la recopilacion elaborada por Pifiero et al. (2008a)'°

A LP’s o.17s e

Isoenzimas o.t70 e
RAPD’s 0.317 0.34+0.12
ISSR’s 0.140 0.35+0.25

Microsatélites 0454 | e

Al comparar los resultados de este estudio con otros de otras zonas aridas de
Meéxico (Tabla 14), en donde se utilizo6 el cloroplasto como marcador, se confirma que los
valores de diversidad para A. kerchovei son similares a nivel de especie, a pesar de que la
mayoria de las poblaciones de la especie resultaron monomorficas. Algunos de los trabajos
en los que se han empleado marcadores de cloroplasto corresponden a plantas de zonas
semiaridas, como en Martinez (2012), donde se presentan A4. striata y A. stricta, ésta Gltima
localizada también en el Valle de Tehuacan-Cuicatlan. Ademads del estudio realizado por
Aguirre (2012), donde se trabajé con Fouquieria shrevei una especie endémica de

Coahuila, México.

%°E| valor de los promedios para algunos de los marcadores son citados por Pifiero et al. (2008a) de Nybom,
H. 2004. Comparison of different nuclear DNA markers for estimating intraspecific genetic diversity in plants.
Molecular Ecology 13: 1143-1155. Donde se hizo una comparacion de diversidad genética entre y dentro de
poblaciones silvestres de varias angiospermas y gimnospermas.
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Tabla 14. Comparacion de valores de diversidad genética a nivel de cloroplasto entre Agave kerchovei y otras
especies de plantas.

trnF-trnL
Agave Martinez
petA-psb] 54 2100 16 5 0.713 0.00166 0.00084 0.938 | 0.697
striata 2012
rpl32-trnL
trnF-trnL
Agave Martinez
petA-psb] 57 2100 6 3 0.524 0.00047 0.00021 0.944 | 0.898
stricta 2012
rpl32-trnL
trnF-trnL .
Fougquieria Aguirre
ndhF-rpl32 92 2769 16 9 0.743 0.00077 0.00078 0.651 | 0.705
shrevei 2012
rpl32-trnL
trnL-trnF
Agave Presente
petA-psb] 128 2188 16* 10* 0.71801 0.00078 0.00068 0.929 | 0.825 )
kerchovei trabajo
rpl32-trnL

n= numero de individuos empleados; pb=pares de bases; S=sitios polimorficos; h= niimero de haplotipos;
Hd= diversidad haplotipica; 7= diversidad nucleotidica. *Considerando s6lo ocho sitios polimorficos, resultan
diez haplotipos considerando los 16 sitios polimorficos, los ochos restantes son Indels.

En el caso de las otras especies de Agave, A. kerchovei, resulta tener una alta
diversidad haplotipica mayor a la que se ha encontrado en A. stricta, pero casi igual que en
A. striata. Mientras que la diversidad nucleotidica para A. kerchovei (0.00078) es mayor
que A. stricta (0.00047), es casi igual a F. shrevei (0.00077), y mucho menor que A4. striata
(0.00166). Por tanto las cifras de diversidad genética para A. kerchovei indican una alta
diversidad haplotipica para la especie y bajos valores de diversidad nucleotidica.

Al comparar los pardmetros de diferenciacion (Fi y Gs) se puede observar que A.
kerchovei tiene un grado de estructura genética muy alto (F5=0.929), que es similar a las
dos especies de Agave con las que se compara: menor que A. striata’’ (Fy =0.938) y A.
stricta’ (Fy, =0.944), pero mayor a F. shrevei (Fy, =0.651); mientras que para el valor de
Gy de A. kerchovei (Gs = 0.825) es mayor F. shrevei (G5=0.705) y a A. striata (Gst=0.697),
pero menor a A. stricta (G=0.898).

1 Especie con amplia distribucidn: zonas aridas de los estados de Hidalgo, Querétaro, San Luis Potosi, Nuevo
Ledn, Tamaulipas y Coahuila.
'2 Endémica del Valle de Tehuacan-Cuicatlan.
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9.2 Modelo de distribucion potencial
El modelo del presente indica que la distribucion potencial del nicho ecoldgico se encuentra

casi restringida a la region del Valle de Tehuacan-Cuicatlan, ya que ésta se extiende
ligeramente hacia el sur de San Pablo Villa de Mitla y San Lorenzo Albarradas ambas
localidades del estado de Oaxaca, cerca de la poblacion 6. Se observa ademas que existe
una region extensa entre estas dos zonas de distribucién potencial, que corresponden a los

valles centrales de Oaxaca.

Al comparar el patron de distribucion potencial, respecto de la distribucion la
variacion genética, se puede observar que las zonas consideradas por el modelo de MaxEnt
como los sitios con el nicho ideal en el presente corresponden con el area noreste de la
distribucion de A. kerchovei, donde se distribuye principalmente el haplotipo ancestral (hap
2). También estan presentes los haplotipos 1, 3, 4 y 10, centrales en la red de haplotipos,
con lo cual se tienen la mitad de los haplotipos encontrados para la especie en esta zona
(aunque no necesariamente son los mas abundantes, salvo por el haplotipo 2). Ademas, la
poblacion mas diversa (Poblacion 1, haplotipos: 1, 2, 3 y 4) se localiza justo en el centro del
area mas grande de nicho ideal. Con esto se podria considerar a esta zona como una region
ancestral para la especie.

Por otro lado, los haplotipos mas derivados (5, 6, 7, 8 y 9) se localizan en zonas
periféricas de la distribucion potencial. Esto indicaria que la zona propuesta como ancestral
para la especie es la que presenta mayor diversidad genética y ya que en la proyeccion al
pasado el area de distribucion potencial es mucho menor a la encontrada en el presente
podria considerarse a la zona noreste de la distribucion de 4. kerchovei podria como un
refugio Pleistocénico. A partir de esta zona se comienza a extender nuevamente la
distribucion de la especie; y considerando la escala de colores de la proyeccion al pasado
estos refugios debieron ser muy restringidos. Sin embargo, en el caso de la zona sur de la
distribucion (Mitla, Oax), cercana a la poblacidon 6, podria considerarse a esta zona como
un segundo posible refugio, pero si se observa la superposicion del modelo de distribucion
presente y la proyeccion al pasado, en el presente esta zona asemeja una de reciente
colonizacion, donde las condiciones ideales para la existencia del nicho estan
desarrollandose, lo cual se ve apoyado por el hecho de que se vislumbra una especie de

corredor entre esta zona y el area noreste, y que el haplotipo 9, presente en esta zona sur,

52



sur es el mas derivado en la red de haplotipos y estd ligado por mas de cuatro pasos
mutacionales al haplotipo ancestral, lo cual indicaria que es una zona de colonizacion, mas
que un refugio.

A fin de entender de mejor manera como las variables empleadas en el modelo
pueden influir en la distribucion de la variacion genética, se realizo una superposicion de la
distribucion potencial asi como de su proyeccion al pasado, en comparacion con la
vegetacion potencial para México de Rzedowski (1990) (Fig. 9). Esta comparacion se
realiz6 debido a que la vegetacion resulta un aspecto importante para el establecimiento de
las condiciones ideales para el nicho de la especie. En este estudio la capa con mayor
aportacion para el modelo resulto ser la precipitacion del trimestre mas hiimedo (60.9%), y
los tipos de vegetacion responden principalmente a los climas, y éstos estan determinados

por la temperatura y la precipitacion en su mayoria (Trejo, 2004).

Vegetacion Potencial (Rzedowski, 1990)

p
()]

19.

18.5

o

18.0

Tipos de vegetacion:
A v E: Bosque de coniferas y encinos
B: Matorral xerofilo

C, Dy F: Bosque tropical caducifolio

Figura 9. Mapa de superposicion de la distribucion potencial presente (color naranja) para Agave kerchovei, y
su proyeccion al ultimo maximo glacial (color azul) sobre la vegetacion potencial para México de Rzedowski
(1990). Las letras en el mapa indican a qué tipo de vegetacion corresponden las distintas zonas de la
distribuciéon potencial para la especie. Los numeros en color rojo corresponden a las ocho poblaciones

estudiadas en este trabajo.



En la Figura 9 se puede observar que la mayor parte de la distribucion potencial en
el presente se localiza en la vegetacion del matorral xerdfilo o chaparral (Torres, 2004).
Estas zonas corresponden a las areas de mayor probabilidad en el modelo presente
elaborado con MaxEnt (areas marcadas colores rojo-naranja), sin embrago existen otros dos
tipos de vegetacion en los cuales la distribucion potencial se ve representada en menor
proporcidn, primeramente en el Bosque tropical caducifolio y en menor grado en el Bosque

de coniferas y encinos.

La mayor presencia de las poblaciones dentro del chaparral también corresponden
con la clasificacion tipos de vegetacion para el Valle de Tehuacan-Cuicatlan elaborada por
Valiente-Banuet et al. (2000 y 2009)", En la Tabla 15 se encuentran los tipos de
vegetacion que corresponden a las poblaciones de A. kerchovei, segin el grado altitudinal
en el cual se encuentran, segin la vegetacion para el valle de Tehuacan-Cuicatlan
(Valiente-Banuet et al., 2000 y 2009) donde se aprecia que la mayor parte de las
poblaciones se encuentran en el chaparral u otro tipo de matorral.

Tabla 15. Distribucion altitudinal de las poblaciones de Agave kerchovei y la correspondencia de tipos de
vegetacion, designados a partir de la vegetacion para el valle de Tehuacan-Cuicatlan: matorral de

Echinocactus platyacanthus (1600-1800 m); matorral crassi-rosulifolio (1700-1900 m); chaparral (1900-
2400m (Valiente-Banuet et al., 2000 y 2009). *tipo de vegetacion descrito en Brena-Bustamente (2012).

1 1817 Matorral crassi-rosulifolio, posible ecotonia con matorral de Echinocactus platyacanthus
2 1927 Chaparral

3 1900 Chaparral

4 2091 Chaparral

5 2113 Chaparral

6 1682 Matorral de Echinocactus platyacanthus, posible ecotonia con Matorral crassi-rosulifolio
7 946 Bosque tropical caducifolio

8 989 Bosque tropical caducifolio

De este modo la especie podria invadir nuevos tipos de vegetacion gracias a una
continuidad de climas y requerimientos, como lo indica el mapa de distribucion potencial

de nicho y la superposicion de la vegetacion potencial (Fig. 9).

13 P . .z . . . . .
El establecimiento de los tipos de vegetacion es, principalmente, partiendo sobre asociaciones vegetales
en base a criterios estructurales, fisonémicos y de composicién de especies.
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Ademas del clima, vegetacion y tipo de suelo, para la presencia de 4. kerchovei,
deben considerarse también la historia y competencia con otros agaves con requerimientos

similares.

Por ejemplo, Fonseca y Palacios (2006) elaboraron los perfiles climaticos
caracteristicos de 15 especies del género Agave para agruparlos segin la semejanza
climatica de los sitios donde habitan; uno de los grupos formados incluye a 4. kerchovei
junto con A. salminana (endémica a México), A.triangularis (endémica al Valle de
Tehuacan-Cuicatlan) y A. potatorum (distribucion restringida a Puebla y Oaxaca). Estos
comparten la temperatura promedio del cuatrimestre mas seco (15.7°C), temperatura

méaxima promedio del periodo mas calido (28.9°) y una isotermalidad'* de 0.67%.

Ademas de las especies que se distribuyen dentro del Valle de Tehuacan-Cuicatlan
(Anexo 5), varias presentan rangos de habitat similares a los de A. kerchovei, como A.
ghiesbreghtii, en especial dentro del area propuesta como ancestral para A. kerchovei: zona
noreste (Fig. 10), y Gentry (1982) la menciona como una especie muy emparentada.
Asimismo A. marmorata y A. karwinski son especies simpatricas a 4. kerchovei presentes
en Zapotitlan, Puebla (Cuautle, 1998), ambas especies son endémicas a México conocidas
solo de los estados de Oaxaca y Puebla (Garcia-Mendoza, 2011). Estas especies también se

encuentran presentes dentro del area noreste de la distribucion de A. kerchovei.

Son muy complejas las formas en la que las distintas variables climaticas y la
interaccion con otros organismos pueden influir sobre la distribucion de la especie. Esto
puede ser comprobado con lo reportado por Brena-Bustamante (2012) para el tipo de
distribucion que poseen los individuos dentro de las poblaciones, siendo agregada para San
Gabriel, Oaxaca (Poblacion 7 en este trabajo), en la cual influyen el gradiente altitudinal, la
pendiente' y las especies acompafiantes (proteccion). Mientras que para San Rafael,
Puebla (Poblacion 8 en este trabajo) la distribucion es conglomerada, principalmente por la

alta exposicion de densidades de luz, confinandose la distribucion a los lugares

% La Isotermalidad es una de las capas usadas para el modelo distribucién potencial de Agave kerchovei,
aunque posee un 0.2% de contribucién al modelo.

> La Pendiente fue la tercer capa mas informativa (6.8 %), para el modelo de distribucién potencial
elaborado con MaxEnt para Agave kerchovei.
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resguardados, lo cual influye sobre como es la distribucion de la variacion genética dentro

de un contexto geografico.

9.3 Historia evolutiva
Con los analisis obtenidos podriamos decir que tenemos diferentes zonas segin la

distribucion de la variacion en A. kerchovei: noreste, centro y sureste. Sin embargo, dentro
de cada zona la estructura genética es alta como lo muestran los analisis d¢ AMOVA y
SAMOVA, en éste ultimo se designa casi a cada poblacion como un grupo independiente.
Esto podria deberse a que existen condiciones microambientales distintas dentro de cada

zona (Canseco y Gutiérrez, 2010).

Dentro de la zona noreste se distribuyen las poblaciones 1, 7 y 8. En dicho grupo se
distribuye principalmente el haplotipo 2, considerado como ancestral segun la red de
haplotipos. La frecuencia de este haplotipo en estas poblaciones y la region en la que se
distribuyen las mismas, sugiere considerar a esta zona como una region ancestral donde
posiblemente pudo originarse la especie. Esto se ve apoyado por la red haplotipos y por la
proyeccion al ultimo maximo glacial, ya que segin la superposicion de distribucion
potencial, es a partir de esta zona desde donde se ha venido extendiendo la distribucion de
la especie. Debido a que en modelo de proyeccion al pasado la probabilidad de encontrar
los sitios en los que actualmente se puede distribuir la especie es menor, segln la escala de
colores, podria decirse que la especie puede haberse refugiado en los pocos sitios que

pudieron ser viables para su establecimiento.

Estudios palinologicos realizados en el Valle de Tehuacan-Cuicatlan sugieren que
el ambiente durante el pleistoceno fue ideal para la presencia de bosque de Pinus (entre
25,000-12, 000 afios) y de bosque mesoéfilo durante el deshielo, en la cual se marc6 mucho
mas el aumento de la humedad (entre 14,000 a 7,000 afios) (Canul, 2008). Después del
ultimo periodo glacial la vegetacidon volvid a ser mds 4arida, estos ultimos cambios
climaticos del Pleistoceno son los que mas marcaron la conformacion actual de la
composicion de la vegetacion del Valle de Tehuacan-Cuicatlan (Valiente-Banuet et al,
2009) y se sugiere que por lo tanto la vegetacion actual del valle es de reciente formacion
(Cruz et al., 2009).
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Las fluctuaciones climaticas del Pleistoceno pudieron generar cambios en los
tamafios poblacionales en los que tanto la deriva génica, como la expansion posterior de la
distribucion fueron probablemente factores importantes en generar la estructura genética

observada actualmente.

Jdaomi : : T Zimatla MM Vil s >

Haplotipos: ®hapl mhap2 [Ohap3 wmhap4 mhap5 wmhap6 whap7 mhap8 mhapd mhapl0

Figura 10. Mapa orografico de la region del Valle de Tehuacan-Cuicatlan (Modificado de Google Maps
2013). Las flechas negras representan una posible ruta de dispersion de las poblaciones. Las graficas de pastel
representan la proporcion de los haplotipos en cada poblacion. Los niimeros dentro de las graficas de pastel
corresponden al nimero de poblacion. Los haplotipos estan representados por colores tanto en mapa como en
la red de haplotipos. El patron general de dispersion de las poblaciones es de norte a sur. Las zonas propuestas
de la distribucion son: zona noreste que incluye las poblaciones 1, 7 y 8 correspondientes al subgrupo 4/
designado del arbol de distancias genéticas de Nei; zona centro, que incluye las poblaciones del subgrupo 42
(3,4 y 5) y la poblacion 2 (grupo B) y la zona sureste que comprende la poblacion 6 (grupo B). El area de la
cual posiblemente partirian las rutas seria cercana a la zona norte hacia el sur de la poblacion 1 (denotado por
un asterisco), dicha area pudo haber sido mas extensa, no necesariamente puntal, su representacion es solo
grafica para denotar la posible zona ancestral. Se incluye la red de haplotipos.
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Si consideramos al haplotipo 2 como ancestral, entonces desde la zona noreste (Fig.
10) pudieron haberse originado varias rutas de dispersion. Una hacia el sureste que
comunica a las poblaciones 8 con la 5 y luego la 4, ya que el haplotipo 7 (inico para la
poblacion 4) resulta en el final de la linea de conexion de esta parte de la red de haplotipos
y ademas esto explicaria porque en la poblacion 4 estd presente el haplotipo ancestral; otra
ruta comunicaria directamente a la poblacion 3, y finalmente una ruta que conectara la
poblacion 2 con la 6. A pesar de que la zona cercana a la poblacion 6, esta justo en los
limites del valle de Tehuacan-Cuicatlan, considerando los modelos distribucion potencial,
se sugiere que se apoyan las rutas de dispersion propuestas de norte-sur desde el origen

(zona cerca de Tehuacan, Puebla).

Finalmente de la Figura 10, puede notarse que las poblaciones 2 y 3 a pesar de ser
cercanas (3.77 km) son muy diferentes genéticamente (sus haplotipos no tienen una
relacion directa en la red), mientras que las poblaciones 7 y 8 tiene una separacion de 2.6
km y sus haplotipos tienen mayor similitud, ya que el haplotipo 10 (Poblacion 8) procede
directamente del haplotipo 2 (comin a ambas poblaciones). Al observar a estos grupos de
poblaciones se puede decir que a partir de aproximadamente 2.60 km de distancia entre las
poblaciones comienza una diferenciacion genética. Esta podria deberse a una combinacion
entre una restriccion a los tipos de vegetacion dentro de los rangos altitudinales en los
valles (éstos estan fuertemente influenciados por los microclimas debido a la compleja
orografia (Canseco y Gutiérrez, 2010)) y al proceso de deriva génica, como lo sugiere la
falta de un aislamiento por distancia (la prueba resulté no significativa), asi como también a

niveles bajos de flujo génico (Nm=0.04).

Por lo tanto, se puede hablar de que cada grupo de poblaciones e incluso cada
poblacion dentro de los grupos podrian estar evolucionando de forma local. En el trabajo
realizado por Brena-Bustamante (2012) se sugiere algo similar, debido a que en las pruebas
de germinacion en campo los porcentajes son distintos para cada una de las poblaciones
estudiadas (que corresponden a las poblaciones 7 y 8 de este estudio), ademas de que la
cobertura vegetal y la composicion floristica de las poblaciones es muy diferente a pesar de

pertenecer a un mismo tipo de vegetacion (bosque tropical caducifolio).
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9.4 Conservacion
La estructura genética a nivel cloroplasto encontrada en esta especie podria hacerla

vulnerable a una pérdida de diversidad genética, ya que aunque existe alto grado de
diversidad dentro de la especie, la variacidn genética se encuentra distribuida en distintas
poblaciones, s6lo uno de los haplotipos es compartido en mas de una poblacion (haplotipo
2 encontrado en las poblaciones 1, 4, 7 y 8), mientras que todos los demas haplotipos son
exclusivos de la poblacion que los contiene. Sin embargo, es importante recordar que los
resultados obtenidos en este estudio con marcadores de cloroplasto no necesariamente

reflejan la dindmica del resto del genoma.

Con este estudio podemos sugerir que, en caso de perderse una de las poblaciones
se reduciria drasticamente la variacion total de la especie. Esta planta tiene un uso como
alimento (consumo de botones florales), para lo cual se corta parte o toda la inflorescencia
y la elaboracion de fibras (ixtle) en menor grado (Brena-Bustamante, 2012). En el caso de
que esta actividad reduzca significativamente la reproduccion de la planta, se podria
ocasionar una disminucién en la diversidad de la especie, lo cual puede agravarse, ya que la
estimacion de migrantes en el equilibrio es baja (Nm=0.04). Lo anterior indica que el flujo
génico es muy bajo entre las poblaciones, seguramente debido a que las semillas no se

dispersan muy lejos de la planta madre.

Algunos estudios de estructura de tamafios para la especie en distintas regiones del
valle de Zapotitlan y zonas adyacentes indican que hay pocos individuos de talla pequefia,
lo que pude indicar que no esté existiendo reclutamiento de nuevas plantas (Cuautle, 1998;
Garcia, 2011), aunque esas estructuras también se pueden obtener debido a que los tamafios
intermedios acumulan muchas edades y que el reclutamiento es por pulsos en Agave
(Eguiarte, comp. pers., 2014). Brena-Bustamente (2012) reporta que la poblaciéon de San
Gabriel Casa Blanca (poblacion 7 de A. kerchovei) tiene una madurez y renovacion, por via
sexual y asexual (vastagos rizomatosos), por lo que la colecta de inflorescencias, podria no
tener un efecto tan importante, de forma inmediata, aunque esto dependera de que tantas se
colecten. Considerando el grado de estructura poblacional encontrada, el flujo génico muy
bajo y que el tamafo de las poblaciones es pequefio (a pesar de que exista reproduccion
asexual, que no es tan alta como en otras especies) (Lira, comp.pers., 2014), el efecto de la
deriva génica podria intensificarse en un futuro, reduciendo la variacion de la especie. Esto
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resulta muy importante porque la planta es semélpara (se reproduce s6lo una vez en su vida

y luego muere) (Brena-Bustamante et al., 2013).

Por otro lado, la poblacion de San Rafael (poblacion 8 de A. kerchovei) presenta un
estructura sesgada hacia individuos pequefios y nula presencia de agaves en estado
reproductivo, asi que en esta podria existir un mayor reclutamiento. Estas observaciones
complican aiin mas la conservacion de la especie ya que sugieren que la estructura

poblacional estaria respondiendo a condiciones locales, y no regionales.

Otros estados del proceso de regeneracion natural de las poblaciones, como
germinacidbn y sobrevivencia de las plantulas podrian estarse viendo afectados por
depredacion, como lo describe Brena-Bustamante (2012) en los estudios de germinacion
in-situ realizados en los que todas las plantulas fueron consumidas por un ortdptero, que no
fue identificado.

Otro factor que podria afectar el éxito reproductivo (inflorescencias) es la presencia de
un insecto (coledptero), que nunca antes se habia repostado en la zona, el cual esta
afectando el vigor de las rosetas y el desarrollo de las inflorescencias (Brena-Bustamante
2012). Este insecto fue identificado como Peltophorus polymitus Boheman 1845, llamado

omunm nt - uo” r n -Bustamante 2012), perteneciente a la Familia Curculionidae,
Subfamilia Conoderinae, Tribu Zygopini. Los sitios donde se observé la presencia de este
coledptero reportados Brena-Bustamante (2012) corresponden a las poblaciones 7 y 8 de 4.
kerchovei en el presente trabajo. En la revision de las especies mexicanas de Curculionidae,
asociadas a los magueyes elaborada por Romo y Morrone (2012) se reporta la presencia de
este escarabajo en Agave palmeri y en otras especies de agaves, con una amplia
distribucion en el centro de México (Distrito Federal, Hidalgo, Tlaxcala, Querétaro) y en el
sur de los Estados Unidos.

A nivel cloroplasto, los resultados de este estudio sugieren que es importante la
conservacion de todas sus poblaciones, por ser tan diferentes entre si. También es
importante para su conservacion debido a su uso milenario, datado desde hace 7000 afios

segun Brena-Bustamante (2012).

Eguiarte ef al. (2013) sithan en un plano contenido por medidas de variacion (Hj,

heterocigosis) y estructura genética (F; o Gy), tras una revision exhaustiva, toda la
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informacion de genética de poblaciones de especies del género Agave sensu stricto,
disponibles para datos nucleares. El cuadro fue dividido en 4 cuadrantes, dependiendo de
los esfuerzos que se necesitan para la conservacion. El primer cuadrante corresponde al
mas sencillo, ya que son especies que presentan bajo promedio de diversidad genética y
baja diferenciacion entre poblaciones, por lo que se requiere de conservar pocos individuos
y un bajo niimero de poblaciones. El segundo cuadrante incluye especies con altos niveles
de variacion pero poca diferenciacion poblacional, por lo que no es necesario conservar
tantas poblaciones. Estos dos cuadrantes se encuentran bien representados con varias
especies y tipos de marcadores. Los cuadrantes tercero y cuarto, estdn menos representados,
especialmente el tercer cuadrante. El tercer cuadrante, corresponde a especies que tienen
baja variacidon genética dentro de sus poblaciones y al mismo tiempo cada una de sus
poblaciones es muy diferente. Finalmente el cuarto cuadrante resulta ser el mas dificil de
conservar ya que poseen altos niveles de variacion dentro de la especie y cada poblacion es
muy distinta. El caso de A. kerchovei, aunque no tenemos datos nucleares, pareceria
coincidir con el tercer cuadrante segiin los datos de cloroplasto, ya que de forma general
ninguna de sus poblaciones es idéntica completamente a otra, y dentro de ellas existe poco
o nula variacion, como lo demuestran las pruebas de AMOVA y SAMOVA realizadas con
la especie. Por tanto el presente trabajo resulta en el aporte de un nuevo registro con otro
tipo de marcador genético (ADN de cloroplasto), al estudio y conocimiento de la genética

de poblaciones del género Agave.

La inclusion de A. kerchovei en este cuadrante resulta importante, ya que para éste sdlo
se tienen registradas dos especies, 4. parryi y A. murpheyi, especies cultivadas o por lo
menos con algin grado de manejo (Eguiarte et al., 2013) y consideradas en riesgo en los
Estados Unidos. Por su lado, 4. kerchovei presenta un alto grado de manejo, a pesar de no
ser comercial (Brena-Bustamante et al., 2013), con lo cual la diversidad en total de la
especie podria estarse viendo afectada. Agave kerchovei, seria la primera especie mexicana
reportada para ser incluida en este cuadrante, sin embargo es necesario hacer estudios con

marcadores nucleares para esta especie, para poder hacer una comparacion real.
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10 Conclusiones
1) A nivel cloroplasto, 4. kerchovei como especie tiene relativamente altos niveles de

variacion genética, aunque existe ademds una alta diferenciacion genética entre las
poblaciones y entre grupos de poblaciones. La variacion encontrada es similar a la

reportada para otras especies de zonas aridas, con marcadores de cloroplasto.

2) Las poblaciones en la parte noreste de la distribucion (1, 7 y 8) presentan el haplotipo
ancestral (2), las poblaciones de la zona central y sur presentan en su mayoria haplotipos

unicos.

3) La distribucion potencial actual ha venido aumentado desde el ultimo maximo glacial
(21, 000 afos), segin lo marcan los modelos de maxima entropia (MaxEnt.) De igual forma
su distribucion actual pareceria estar invadiendo nuevos ambientes en rangos altitudinales
colindantes con su principal ambiente de crecimiento (vegetacion de matorral xerdfilo o
chaparral). Igualmente en el drea noreste se encuentra representada la mitad de la variacion

genética para la especie.

4) Una explicacion de la alta diferenciacion entre las poblaciones es que el cloroplasto tiene
una herencia materna, por lo cual es dispersado solamente por las semillas. La dispersion de
las semillas en los agaves es generalmente muy limitada, germinando cerca de la planta
madre, asi que esto podria explicar porque las poblaciones son tan diferentes entre si,

aunque también podria explicarse en parte por la deriva génica.

5) La diferenciacion parece ser congruente con la compleja topografia de Oaxaca y su
evolucion, lo cual conlleva a las diferencias que existen entre los distintos valles de la
region, y por lo tanto podria existir una alta adaptacion local a cada sitio. Estos procesos
también ayudarian a explicar la gran diversidad que tiene el género. Sin embargo es
necesario realizar otro tipo de estudios gendémicos, de nicho ecologico, trasplantes
reciprocos, estudios fisiologicos, etc. para comprobar la hipotesis de adaptacion y

diferenciacion local.

6) El uso etnobotanico reportado para 4. kerchovei es importante, debido a que se interfiere

en el proceso de reproduccion sexual al cortar las inflorescencias, y este podria estar

62



modificando a futuro los patrones de variacién genética dentro y entre las poblaciones,

dadas la condiciones de aislamiento en general entre las mismas.

7) Este estudio podria servir de modelo para el estudio de otras especies del género dentro
del Valle de Tehuacan-Cuicatlan, ya que varias especies presentan patrones de distribucion
espacial similar a A. kerchovei, asi como requerimientos ambientales y en general rangos

altitudinales y tipo de vegetacion parecida.

8) Agave kerchovei, a nivel cloroplasto tiene al mismo tiempo baja variacidn genética
dentro de sus poblaciones y una alta diferenciacion entre ellas, por lo que para su
conservacion genética se deben de conservar la mayoria de sus poblaciones. Se debe tener

especial cuidado dado que es una planta con uso tradicional.
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12 ANEXOS

ANEXO 1. Protocolo de Extraccion de ADN. Método Mini-Prep modificado de Vazquez-
Lobo (1996).

1.- Moler 1 g de tejido con nitrégeno liquido.

2.- Moler completamente todo el tejido macerado en nitrogeno con 1500 pl de CTAB2x

(con B-mercaptoetanol al 0.3 %) y recuperar todo en un tubo eppendorfde 1.5 ml.
3.- Centrifugar a 10000 g por 8 minutos a 4°C, eliminar el sobrenadante.

4.- Resuspender con 600 ul de CTAB2x.

5.- Incubar a 65°C durante 15 minutos, voltear las muestras cada 5 minutos.

6.- Agregar 600 ul de cloroformo-octanol (24:1), y agitar hasta homogenizar.

7.- Centrifugar a 7000g durante 12 minutos a 4°C. Recuperar 250 ul del sobrenadante en un

tubo eppendorf nuevo de 1.5 ml.

8.-Agregar 600 ul de Isopropanol frio (-20°C), voltear para mezclar.

9.- Dejar reposar durante 2 horas a -20°C.

10.- Centrifugar a 9000g durante 8 minutos a 4°C, después eliminar sobrenadante.
11.- Agregar 1000 pl de etanol al 70% frio (-20°C).

12.- Dejar reposar los tubos durante 5 min a temperatura ambiente.

13.- Centrifugar a 7000g durante 8 minutos, y eliminar sobrenadante.

14.- Secar en centrifuga de vacio, a 45°C durante 20-25 minutos, hasta que la muestra este

completamente seca.
15.- Rehidratar con 60 pl de agua quimicamente pura.

16.- Dejar pasar un dia a partir de la rehidratacion para comenzar con las amplificaciones.
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ANEXO 2. Mapa de distribucion y lista de puntos de colecta de ej

emplares botdnicos de

Agave kerchovei Lem. que se usaron para la elaboracion del modelo de distribucion

potencial.
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2014).
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ANEXO 2. (Continuacion). Lista de puntos de colecta de ejemplares botanicos, se incluyen las poblaciones estudiadas en este trabajo.
(ND= sin informacién disponible)

Calzada, Juan Ismael S0 16/03/1998 17°27' 49.16" | 97°50' 1.16" 1775 Oaxaca Santos Reyes Tepejillo, a 3 km de.. senda para Corral de Piedras y Las Cuevas
Delgadillo 206 06/02/1996 16.95599 -96.33806 ND Oaxaca 4 kmNE de Mitla

Ernst 2438 03/02/1966 16°54'37.30" | 96°15'27.52" ND Oaxaca En el camino de San Lorenzo cerca de Mitla

Garcia Mendoza s. 04/05/1996 17.8259 -97.53849 ND Puebla Nopl kmINO ..Jrn otinoHI rvwL rNot [ mo
Garcia-Mendoza 3316 28/06/1987 18°16' 97°14' ND Puebla Cerro Tepetroja, 6 Km SW de San José Axusco

Garcia-Mendoza 5432 ND 18.36743 -97.50444 ND Puebla 5 kmnoroeste de Zapotitlan Salinas

Garcia-Mendoza 6218 ND 18.46845 -97.64767 ND Puebla 2 kmnoroeste de Santiago Nopala

Garcia-Mendoza 6588 24/02/1998 18°21'10.93" | 97°26'39.33" ND Puebla La Virgen, entre San Antonio Texcala y Zapotitiin

Garcia-Mendoza & F. Martinez 6047 29/04/1995 18°01'44.55" | 97°20'47.82" 2059 Oaxaca Cerro Santa Lucia, puente Los Otates, carr. Tehuacan-Oaxaca, 15 kmalN de Tepelmeme
Garcia-Mendoza, ef al. 6750 ND 18°09'52.27" | 97°15'42.19" ND Oaxaca Cerca del puente del rio Calapa, carretera Tehuacan-Oaxaca
Garcia-Mendoza, ef al. 6199 ND 17°59'11.76" | 97°25'19.47" 1720 Oaxaca 15 km noroeste de Tepelmeme Villa de Morelos, carretera Cuacnopalan-Oaxaca (Corunda Oaxaca)
Gentry et al. 20223 00/08/1963 18°22'31.87" | 97°24'25.17" ND Puebla 1-10 millas al SW de Tehuacan, a lo largo de la carretera a Zapotitln

Gentry, Howard Scott 20223 00/08/1963 18°24' 97°26' ND Puebla 4-10 millas al SW' de Tehuacan, a lo largo de la carretera a Zapotitlan Salinas
Gentry, Howard Scott 22355 20/10/1967 16.913889 -96.300278 1676 Oaxaca Mitla

Gentry, Howard Scott 22418 12/11/1967 18°26'04.61" | 97°24'22'"W ND Pucbla 6 millas al SW de Tehuacan

Gentry, Howard Scott 22521 07/12/1967 16.905 -96.272222 1829 Oaxaca 2 miallas al E de Mitla

Guizar 4782 ND 18.17299 -97.64496 ND Pucbla 1 kmde Sabino Farol

IxueEerger & Schiers 2553 ND 18°22'27.96" | 97°25'44.28" ND Puebla Sobre la carretera 125 entre Tehuacan y Zapotitlin, 2 kmal SW de San Antonio Texcala
Matuda, Eizi 32293 ND 18°17'44.60" | 97°09' 34.27" ND Pucbla Calipan

Matuda, Eizi 32294 30/10/1955 18.4833333 -97.4419444 ND Pucbla San Lorenzo

Matuda, Eizi s.n 30/10/1955 18°28' 97°26' ND Puebla Meseta de San Lorenzo, | KmE de Las Minas

Matuda, Eizi S 01/11/1955 18°18' 97° 10’ ND Puebla Calipan, NW de Coxcatlin

Odgen & Gilly 51107 18/04/1952 17°45' 97°31' ND Oaxaca A largo de la autopista entre la Cd. De Oaxaca y Acatlén, 9.5 millas alN de Tamazulapan
Ogden, E.C. 5175 04/02/1951 18°32' 97°25' ND Puebla Alo largo de caminoal E de autopista a Cordoba, 4 millas al NE de la carretera a Tehuacdn
Pedro Tenorio L. 15382 28/12/1988 18.167 -97.367 ND Puebla Cerro el Castillo, al SE de Caltepec

Purpus, C.A. 3476 00/07/1908 18.18 -97.45 ND Puebla En las cercanias de San Luis Tultitlanapa, Puebla, cerca de Oaxaca

Ramirez Laguna, Antonio S.. ND 18.45 -97.4022222 ND Puebla Tehuacén

Salinas Tovar, Antonio s 05/05/1994 18°09'45.36" | 97°15'39.48" ND Oaxaca Puente Calapa

Salinas Tovar, Antonio 7157 21/05/1994 18°4' 97°21' 1810 Oaxaca Cerro Pluma, La Joya del Mezquite, Km 102.5 carretera Cuacnopalan-Oaxaca
Smith, Claude Earle 3679 12007/1961 18° 10' 97°11' ND Puebla AI'W del Rio Salado, en las cercanias del Cerro Petlanco

Tenorio Lezama, Pedro 5.1 28/12/1988 18°10' 97°2¢6' ND Puebla Cerro El Castillo, SE de Santiago Coatepec

Poblacion | Agave kerchovei — 00/0022010 8° 43487 97°6°8 *° 1817 Puebla 4.47kmen L.R. al SW de Santa Maria Coapan.

Poblacion 2 Agave kerchovei — 00/00/2010 41 97°37°41 1927 Oaxaca 6.94 kmen L.R. alNW de Villa de Tamazulapam del Progreso.

Poblacion 3 Agave kerchovei — 00/00/2010 °4 4 97°35°45” 1900 Oaxaca 3kmenLR. alNW de Villa de Tamazulapam del Progreso.

Poblacion 4 Agave kerchovei — 00/0022010 7°5°58” 97°° 5”7 2091 Oaxaca 4.19 kmen L.R. alNE de Santa Maria Ixcatlan.

Poblacion 5 Agave kerchovei — 00/0022010 755 97°3° 9 2113 Oaxaca 3.2kmenL.R. al W de Santa Marfa Ixcatln.

Poblacion 6 Agave kerchovei — 00/0022010 6°57°49 57 | 9%6°’96” 1682 Oaxaca km 33 de la carretera Ayutla-Oaxaca a 400 mpor la carretera al W de Santa Marfa Albarradas.
Poblacion 7 Agave kerchovei — 00/0022010 8°9°46” 97°8°38” 946 Oaxaca —F obtop”Sn rl s In

Poblacion 8 Agave kerchovei — 00/0022010 8° " 4867 | 97°T°568” 989 Puebla —mo s ompurts”SnR 1 ox thn




ANEXO 3

Valores de las distancias genéticas de Nei (1987), Dy, obtenidas con el programa DNAsp

5.10
Poblacion 1|Poblacion 2| Poblacion 3|Poblacion 4|Poblacion 5|Poblacion 6| Poblacion 7|Poblacion 8
Poblacion 1 0
Poblacion 2 0.00101 0
Poblacion 3 0.00092 0.00183 0
Poblacion 4 0.00083 0.00165 0.00092 0
Poblacion 5 0.00101 0.00183 0.00092 0.00018 0
Poblacién 6] 0.00101 0.00092 0.00183 0.00165 0.00183 0
Poblacion 7|  0.00009 0.00092 0.00092 0.00073 0.00092 0.00092 0
Poblacion 8]  0.00013 0.00095 0.00088 0.00071 0.00088 0.00095 0.00004 0
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ANEXO 4. Curvas de omision y Curvas ROC (Receiver Operating Caracteristic) para el modelo de
distribucion de nicho ecologico presente y su proyeccion al ultimo maximo glacial (21,000 afios
aproximadamente) para Agave kerchovei elaborado con MaxEnt.
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ANEXO 5. Cuadro comparativo de las especies del género Agave reportadas en la Flora de Valle de Tehuacan-Cuicatlan (Garcia-
Mendoza, 2011).

Infraespecie Distribucion Endémica (México) Endémica VIC Rango Alt. (m)
A. americana var. americana Agave Americanae EUA y MEX No No 1500-2300
"marginata” Agave Americanae Amplia en el mundo No No ND
Var. oaxacensis Agave Americanae Meéxico (Oaxaca) Si No 1500-1800
A. angustiarum Littaca Marginatae Meéxico (Guerrero, Jalisco, Michoacan, Morelos, Oaxaca, Puebla) Si No 1200-2640
A. angustifolia var. angustifolia Agave Rigidae México hasta Panama No No 1000-1950
var. rubescens Agave Rigidae México (Guerrero, Jalisco, Oaxaca) Si No 900-1500
A. aplanata Agave Ditepalae México (Chihuahua, Durango, Hidalgo, México, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Veracruz, Zacatecas) Si No 2000-2150
A. atrovirens var. atrovirens Agave Hiemiflorae Meéxico (Oaxaca, Puebla, Veracruz) si No 2400-3100
var, miriabilis Agave Hiemiflorae México (Oaxaca, Puebla, Veracruz) Si No (2000) 2500-2630
A. chiapensis Littaca Polycephalae Meéxico (Chiapas y Oaxaca) y Guatemala No No 1800-2400
A. convalis Littaca Marginatae Meéxico (Oaxaca) Si o 1800-2640
A. ghiesbreghtii Littaca Marginatae México (Chiapas, Guerrero, Oaxaca, Puebla) y G | No No 2200-2400
A. karwinskii Agave Rigidae México (Puebla y Oaxaca) Si No 900-1500
A. kerchovei Littaca Marginatae Meéxico (Puebla y Oaxaca) Si No 975-1600
A. lurida Agave Americanae Meéxico (Oaxaca) Si No 1850
A. macroacantha Agave Rigidae México (S6lo VTC) Si Si 700-1600
~
~ A. mapisaga Agave Salmianae Centro de México Si No 1900-2700
A. marmorata Agave Marmoratae Meéxico (Oaxaca y Puebla) Si No 680-1800
A. nuusaviorum subsp. nuusaviorum Littaca *Margmnatae México (solo de la montaiia, en la parte alta de Oaxaca) Si Si 1700-2500
ubsp. delfoidea Litaca *Margiatae Mexio (s se conoce del diro de Teposcolla si i 2400-2600
en Oaxaca.)
A. peacockii Littaca Marginatag México (Oaxaca y Puebla) Si No 1150-2200
A. petrophila Littaca Striatac Meéxico (Guerrero, Puebla, Oaxaca) Si No 900-2100
A. potatorum Agave Hiemiflorae México (Puebla y Oaxaca) Si No 1300-2400
A. rhodacantha Agave Rigidae México (De Sonora a Oaxaca) Si No 1750-2080
A. salmiana subsp. salmiana Agave Salmianae México (Durango, Coahuila, Oaxaca) Si No 1500-2600
) Mexico, se conoce del Noroeste de Oaxaca,
. i A ’ ? i N 1500-2:
subsp. tehuacanensis gave Salmianae Suroeste de Pucbl yese de Veracnz Si 0 500-2500
A scaposa Agnve Amercanae Endémica de México, se conoce del Noroeste de Oaxaca y s No 2100-2550
suroeste de Puebla.
A. seemanniana Agave Hiemiflorae Meéxico (Oaxaca y Chiapas) a Nicaragua No No 700-1700
A. stricta Littaca Striatae México (Sélo VTC) Si Si 1500-2060
4. titanota Littaca Marginatag México (Solo VIC) Si Si 500-1050
A. triangularis Littaca Marginatae México (Solo VIC) Si Si 1700-1930




ANEXO 5. (Continuaciéon). e: s n  n e los grupos taxondmicos y subgéneros de Agave, tomados de Tambutti (2002). VTC = Valle
de Tehuacan-Cuicatlan. ND= sin informacion disponible. * procedentes del complejo de Agave potatorum (Agave; Hiemiflorae), pero el
tipo de inflorescencia descrito en Garcia-Mendoza (2011) las agrupa en el sibgenero Littaea; en Tambutti (2002) aparecen dentro del grupo
Marginatae dos especies descritas como nuevas que son endémicas, las cuales podrian corresponder a éstas descritas en Garcia-Mendoza
(2010) como nuevas especies.

Especie Infraespecie Habiat Suelo Floracion Fructificacion LN0]
A. americana Var. americana Culivada Junio-Agosto Septiembre- Diciembre pulque, cerca viva
"marginata” Culivada Julio-Agosto ND onamental
Var. oaxacensis Culivada Junio-Agosto Septiembre-Novienbre mezacal, frutos conestibkes
A angustiarum Matorral xerofi y bosque tropical caducifolio Calzo Dicieenbre-Febrero Febrero-Abril fhbras, botones comestibles, forraje
A ifoli Var. ifoli Bosque tropical caducifolio, matorral xerofl, palmar y trasnsicion de los mismos con bosque de Quercus I ovol n o Junio-Agosto Septienbre-Noviembre foraje
var. rubescens Bosque tropical caducifolo, matorral xerofio, palmar y trasnsicion de los mismos con bosque de Quercus Junio-Agosto Agosto-Septiembre
A aplanata Matomal erofi y cultvada Mayo-Julio Septiembre-Octubre fibra
A. atrovirens Var. atrovirens Bosque de Quercus con rosetofils Roca voleanica Noviembre-Marzo Abrik-Agosto flores comesthles, construccion
var. miriabills Bosque de Pinus-Quercus y cutivada Ceniza voleanica Noviembre-Marzo Después de Marzo forraje, pedunculos para b construecion
A. chiapensis Matorral xerofio en ecotonia con bosque de Quercus Calzo Febrero-Mayo Junio-Septiembre flores conestibles
A. convalis Bosque de Quercus y matorral xerdflo Origen igneo Agosto-Enero Septiembre-Febrero extraccion de fbras
A. ghieshreghtii Matorral erofio y la ecotonia hacia bosque de Quercus-Pinus Origen calizo Junio-Septiembre Septiembre-Febrero cerca viva, hojas para hacer amarres
A. karwinskii Matorral xerofi, bosque tropical caducifolo y cuivada Calzo o sedimentario arenoso Septiembre y octubre Noviembre- Erero cerca viva, medicinal
A kerchovei Matorral xerofio Calzo o sedimentario arenoso Enero-Mayo AbriHOctubre Extraccion de fbras, los botones florales son comestibles
A. lwida Matorral xerofi Volednico o calizo Julio-Agosto Octubre-Diciembre
Cetca viva, a inforescencia completa se utiza como
A macroacantha Matorral xerofio Calzos, salinos o yesosos Mayo-Julio Julio-Octubre. fomaje, y
los botones forakes son comestbles.
Produccion de aguamiel para a elaboracion de pulque; bas
o A mapisaga Cutivado en sitios con pendiente suave o terrenos planos AbrikAgosto Después de Septiembre ! BUTED . i
flores comestibles, construccion
p— Bosque tropical cadueifolio, matorral xerofi y zona de transicion Closo s, o Vool Elaboracion de FML aguaniel, COHE?liblC (fores),
entre ellas y el bosque de Quercus medicial, omamental, forraje.
A musaviorum subsp. nuusaviorum Bosque de Quercus-Pinus, bosque de Pinus y matorral xerdflo Derivados de rocas calizas Fines de Agosto-Diciembre Noviebre-Marzo Alimentcia y medicinal
subsp. deltoidea Matorral rosetofio Rocas igneas. Septiembre-Octubre Diciembre-Abri
A. peacockii Matorral xerofio Calizos Diciembre-Enero Mayo-Julio Extraccion foras
4 petrpil Bosque tropical caducifolio, matorral xerdflo y ecotonia con bosque Cif Octtbe Novkrbre Diinbre-Ma
de Quercus
A. potatorum Bosque tropical caducifolio, matorral xerofio y transicion de ellos con el bosque de Quercus Roca caliza Agosto-Noviembre Noviembre-Marzo Alimentiacia (fores), medicial
A. thodacantha Bosque tropical caducifolio y matormal xerdflo Probablemente en Juno-Julio Septiembre-Noviembre
A salmiana subsp. salmiana Colfiads nbores i l?os.clue b ercus—yl’mus, bose ol Sobre suelos diversos Abri-Septembre A partir de Noviembre. Produccion de pulque, cerca viva
caducifolio y matorral xerdflo
subsp. tehuacanensis Matorral xerofo Rocas calizas Marzo-Mayo (en culivadas hasta agosto) Después de Jufo Produccion de pulque, construccitn, afimenticia
A scaposa Matorral xerofi y bosque de Quercus Rocas igeas Junio-Agosto Septiermbre-Diciembre Almenticia, medicinal
A. seemanniana Bosye topid o y;;z;oma conbosqed Q- Sustratos arenosos derivados de rocas calizas Septiembre-Diciembre Diciembre-Abri Elaboracion de mezealy pulque
A.stricta Matorral xerofio Calzo Agosto-Octubre Diciembre-Febrero Flores comestbles, combustble (plantas secas)
A titanota matorral xeroflo Suelos pardos de origen calizo Finales de Noviembre-Enero Entr;l];/{;rzo
y Mayo.
A. triangularis matorral xerofio calizo Junio-Agosto Septiembre-Diciembre Cercas vivas.
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