UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE
MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
I[ZTACALA

ANALISIS DE LA DIVERSIDAD GENETICA DE Mamumillaria rekor Britton y Rose
(Cactaceae) ENDEMICA DE OAXACA.

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE

BIOLOGO

PRESENTA

SAUL QUEZADA RAMIREZ

DIRECTORA DE TESIS: DRA. SOFIA SOLORZANO LUJANO

ESTADO DE MEXICO 2016



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg Sl IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, sera exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



PREAMBULO

La presente tesis de licenciatura fue realizada en la Unidad de Biotecnologia y
Prototipos de la FES lIztacala, dentro del grupo de investigacion dirigido por la Dra.
Sofia Solorzano Lujano, una admirable persona a quien seguiré agradeciendo por
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mio son las cactaceas, bien lo supe desde que comencé a recorrer los alrededores
del lugar donde creci y donde antes abundaban. Lo mio son las cactaceas pero no la
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RESUMEN

Este estudio evalud la diversidad genética de dos poblaciones de Mamillaria rekoi,
una especie endémica de Oaxaca, y clasificada en la Lista Roja de la IUCN, en la
categoria de preocupacion menor. Para ello se colectaron muestras de 0.5cm? de
tejido vegetativo de 40 individuos (20 por poblacién) en las localidades de Mitla y
Cuajimoloyas. Para los analisis genéticos se aislé ADN gendmico total, y se
ensayaron cinco loci de microsatélites con la técnica de PCR bajo condiciones
estandarizadas. Se estim¢ para la poblacion de Mitla un promedio de 13 alelos por
locus con una heterocigosidad observada menor a la esperada (Ho =0.53, Hg =0.88).
En contraste, Cuajimoloyas presentd un promedio de 10.5 alelos por locus,
ligeramente mas bajo que Mitla, y una heterocigosidad observada también menor a
la esperada (Ho =0.62, He =0.85). Las dos poblaciones se encontraron en
desequilibrio Hardy-Weinberg y los valores del estadistico de endogamia resultaron
significativos Fis=0.37, Fis =0.33 para Mitla y Cuajimoloyas respectivamente. De
acuerdo con el coeficiente de diferenciacion (Rst= 0.065) existe una homogeneidad
genética poblacional. En comparacién con otras especies ya estudiadas del género
Mamillaria, los niveles altos de polimorfismo sugieren que M. rekoi tiene una alta
variabilidad genética, sin embargo, los resultados también muestran una alta
homocigosidad en las poblaciones, a pesar de la gran riqueza alélica y el flujo génico
tan alto que se documento. Por lo tanto, estos analisis permiten establecer que
existe endogamia en ambas poblaciones. Sin embargo, debido a que se desconoce
si esta especie se autofecunda, estudios futuros deben analizar si ésto participa en
los niveles de endogamia. En este momento la presente tesis concluye que a largo
plazo la endogamia podria incrementar el riesgo de extincién de la especie. También,
se propone incrementar el analisis de un mayor numero de poblaciones, de
individuos y de loci. Por ultimo, también es necesario abordar de una manera mas
exhaustiva los aspectos bioldgicos y ecologicos de M. rekoi, que permitiran

establecer de una manera mas general, el estado de conservacion de la especie.



INTRODUCCION

La genética de poblaciones estudia los factores que determinan los cambios
evolutivos entre las poblaciones a traves del tiempo. Estos cambios se ven
reflejados en las frecuencias alélicas entre los individuos de una poblacion (Hartl y
Clark, 2007; Hedrick, 2000). Las bases tedricas de esta materia se desarrollan con
las aportaciones de las leyes de Mendel entre las décadas de 1920 y 1930, esto
gracias a las contribuciones de Robert A. Fisher, John Haldane y en especial de
Sewall Wright (Provine, 1971). Otras aportaciones genéticas y evolutivas son las de
Theodosius Dobzhansky, sus investigaciones son numerosas y muy variadas (Ayala,
1985), pero cabe resaltar la importancia que da a la genética de poblaciones con la
siguiente frase: “Dado que la evolucién es un cambio en la composicion genética de
las poblaciones, los mecanismos de la evolucion son asunto de la genética de

poblaciones” (Feria y Nieto, 2003).

Los avances moleculares mas importantes para el desarrollo de la genética
de poblaciones, fueron la secuenciacion de proteinas después de 1960, y del ADN a
partir de 1980 (Hedrick, 2000). Esto permitié disefiar marcadores moleculares con
los que es posible estimar parametros de diversidad genética, tales como la
heterocigocidad y la riqueza alélica, esta diversidad consiste en el conocimiento de
toda la variacion genética (alelos y genotipos) entre individuos dentro de una

poblacién y entre poblaciones (Frankham et al., 2002).

La diversidad genética es un elemento importante para la conservacién de las
especies que los genetistas estiman para evaluar la variabilidad poblacional (Haig,
1998). La seleccion natural, la deriva génica, la endogamia, la migracion, el flujo
genético y las mutaciones, se consideran como los principales factores que causan
cambios en la variacion genética dentro de las poblaciones (Hartl y Clark, 2007;
Hamilton, 2009).



La seleccion natural es el éxito diferencial de los genotipos en su contribucion
a la siguiente generacion (Allendorf y Luikart, 2007), este mecanismo puede causar
una homogeneidad o bien una diferenciacion entre las poblaciones (Futuyma, 2003).
El impacto de la seleccion es mayor en las poblaciones grandes, porque cuando son
pequefias, han sido fragmentadas o estan aisladas: se incrementa la deriva génica y
la endogamia, lo que ocasiona una pérdida considerable de la variacion genética
(Frankham et al., 2002; Young et al., 1996).

Un perdida de la variacion genética a causa de la endogamia es un efecto
negativo que pueden conducir a una disminucién en la adecuacion poblacional
(Keller y Waller, 2002). Esto se conoce como “depresiéon por endogamia”. En
poblaciones vegetales, el apareamiento de individuos genéticamente emparentados
suele ocurrir por autofecundacion y por endogamia biparental, es decir, porque en
las poblaciones la dispersion via polen o por semillas esta restringida, lo que
ocasiona que los individuos posean los mismos alelos y que haya un aumento de
homocigotos (Ellstrand y Elam, 1993). Bajo estas condiciones la deriva génica
intensifica aun mas los efectos, ya que puede fijar alelos deletéreos en la poblacion y
en pocas generaciones declina la adecuacion en poblaciones enteras (Cruzan,
2001).

La deriva génica y la endogamia disminuyen la cantidad de variacion
genética, mientras que las mutaciones la incrementan (Hedrick, 2000). Estos
cambios en la secuencia de nucleétidos del ADN pueden ser de tres tipos:
perjudiciales, benéficas y neutrales. Kimura en 1983 propuso que la mayoria de los
nuevos alelos que aparecen por mutacién son perjudiciales, sin embargo, una
porcion significativa son selectivamente neutras y muy pocas son ventajosas. La
neutralidad de estas mutaciones explica una gran parte de la variabilidad genética
observada en las poblaciones naturales, que a su vez dependen de la deriva génica
(Kimura, 1983).

El flujo de genes juega un papel fundamental en la variabilidad genética de las
poblaciones vegetales. Por ejemplo, si el flujo génico es alto, se resalta un efecto de

homogeneizacidén genética, mientras que si es bajo, la deriva génica, la seleccion y



las mutaciones en conjunto, reflejan una estructura genética en las poblaciones
(Loveless y Hamrick, 1984; Hartl y Clark, 2007; Frankham et al., 2002; Hedrick,
2000).

La medida de la diversidad genética puede estimarse a nivel de especie,
dentro de las poblaciones y entre los individuos (Hamrick et al., 2002). Para medir
esta diversidad, en los ultimos 30 afios se han utilizado herramientas como los
marcadores moleculares, que son caracteres medibles, discretos y que se heredan
de forma mendeliana. Entre ellos destacan las isoenzimas, RFLPs, RAPDs,
secuencias de ADN y los microsatélites o SSR (Avise, 1989; Carvalho, 1998). Con
estos marcadores se han abordado principalmente cuestiones ecologicas,
filogenéticas y genealdgicas. Sin embargo, actualmente adquieren una gran
importancia para la genética de poblaciones y la genética de la conservacion, pues
permiten estimar parametros de vital importancia, tales como la diversidad y la
variabilidad genética, la endogamia, los ritmos de migracion, el tamafo poblacional y
la existencia de cuellos de botella (Avise, 1994; Dhondt, 1996; Sunnucks, 2000).

Actualmente los marcadores moleculares mas utilizados en genética de
poblaciones son los microsatélites o SSR, se distinguen por ser secuencias
repetidas en tandem de uno a cuatro nucleétidos. Son de gran interés por sus
ventajas sobre otros marcadores moleculares; son altamente polimorficos al
presentar variaciones en el niumero de repeticiones. Ademas, muestran
codominancia, es decir, permiten identificar la presencia de individuos heterocigotos
(Tagu y Moussrad, 2003). El uso de los microsatélites es actualmente uno de los
métodos mas eficientes para realizar estudios de genética de poblaciones y de
genética de la conservacion. Esta ultima materia se ha formalizado recientemente
como campo de investigacién, gracias al avance de las tecnologias moleculares
(Primmer, 2009).

En un gran numero de plantas superiores como las cactaceas, se han hecho
estudios enfocados a cuantificar parametros de diversidad genética tales como la

heterocigocidad, la diferenciacion genética, la endogamia y el flujo génico (Hamrick



et al., 2002). Los primeros estudios se realizaron utilizando a las isoenzimas, ya que
debido a su eficacia y a su bajo costo, eran desde 1966 los marcadores moleculares

mas utilizados en este tipo de analisis (Brown, 1978).

La familia Cactaceae esta integrada por plantas adaptadas a condiciones de
temperatura extrema; generalmente las hojas estan reducidas a primordios, mientras
que las espinas se desarrollan, los tallos son suculentos y fotosintéticos (Reyes et
al., 2004). La importancia de las cactaceas ha tenido un gran impacto desde épocas
precolombinas a nivel econdmico, social y cultural. El jeroglifico de la Gran
Tenochtitlan, ostentaba airosamente un nopal, simbolo que conserva el escudo

actual mexicano (Bravo-Hollis, 1978).

Las cactaceas debido a su rareza y su gran belleza han sido usadas
comunmente como plantas de ornato, motivo por el cual millones de ejemplares de
diferentes especies o sus semillas, han sido sustraidas ilegalmente de sus habitats,
ya que tienen una gran demanda a nivel internacional (Becerra, 2000; Jiménez,
2011).

Determinar qué nivel de deterioro, vulnerabilidad o riesgo posee una especie,
es complicado, ya que se desconocen parametros de gran importancia como la
distribucion, la demografia y la biologia de un gran numero de taxones, lo que
dificulta la aplicacion de los criterios establecidas por el MER (Método de Evaluacién
de Riesgo de Extincion de Especies Silvestres en México) o por la UICN (Unién
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza) (Sanchez-Salas et al., 2013).
Aunque no hay cifras precisas, se estima que un alto porcentaje de especies de
cactaceas son vulnerables en su supervivencia, esto es causado en parte a la
organizacion heterogénea que presentan los habitats donde se distribuyen sus
poblaciones (Wilhelm et al., 2010; Mutke y Barthlott, 2005). Ademas, la gran mayoria
de las especies de cactaceas amenazadas son muy longevas, suelen presentar
demografias bajas, una distribucion restringida, su crecimiento es lento, y el
reclutamiento es muy bajo o nulo (Becerra, 2000; Hernandez y Godinez, 1994).

Como se ha descrito, algunas de estas caracteristicas bioldgicas y ecoldgicas suelen



provocar una reduccion en el tamafo poblacional y un aislamiento geografico;
condiciones propicias para que se incremente la influencia de la endogamia y de la
deriva génica, causando una pérdida considerable de la variacion genética (Young et
al., 1996).

En estudios genéticos recientes en la tribu Cactae, se ha utilizado a los
microsatélites como marcador molecular para analizar diversas especies de los
geéneros Ariocarpus, Astrophytum, Echinocactus, Coryphantha'y Mammillaria
(Hughes et al., 2008; Terry et al., 2012; Hardesty et al., 2008; Butterworth, 2011;
Soldrzano et al., 2009). Los resultados de dichas investigaciones han sido muy
variables, sin embargo, los estimadores de diversidad genética han mostrado un
mayor polimorfismo que con el uso de otros marcadores como las isoenzimas y los
RAPDs.

Particularmente el género Mammillaria es uno de los mas representativos de
la familia Cactaceae ya que cuenta con aproximadamente 200 especies (Guzman et
al., 2003). Estas plantas se caracterizan por ser globosas, su crecimiento es lento y
presentan tubérculos en el tallo (Britton y Rose, 1919; Pilbeam, 1999). Mammillaria
ha estado sujeto a intensos disturbios, tales como la fragmentacién de sus habitats,
al comercio ilegal y al cambio de uso de suelo para actividades como la agricultura y
la ganaderia (Arias et al., 2005; Hernandez y Godinez, 1994). En particular, de las
172 especies de Mamillaria que se distribuyen en el pais (Guzman et al., 2003), 150

son endémicas lo que representa un 87%.

Para las casi 200 especies que integran el género Mammillaria no existe
informacion ecoldgica y genética suficiente que permita establecer un diagndstico
mas preciso sobre su estado de conservacién. Por lo tanto, es necesario generar un
mayor numero de datos ecoldgicos y genéticos de las especies de Mammillaria.
Actualmente solo se tienen datos genéticos para M. crucigera, M. huitzilopochtli, M.
napina, M. solisioides, M. sphacelata, M. supertexta y M. zephyranthoides
(Soldérzano et al., 2009; Solérzano et al., 2014; Tapia-Salcido, 2011; Macias-Arrastio,

2014; Cuevas-Alducin, 2013 y Lopez-Ortiz, 2013). Para contribuir al conocimiento de



este peculiar grupo de cactaceas, en el presente estudio se analiz6 la diversidad
genética de dos poblaciones de Mammillaria rekoi (Cuajimoloyas y Mitla), para ello
se utilizaron cinco loci de microsatélite. Esta especie es endémica de Oaxaca y su
distribucion se restringe fuera de la reserva de Tehuacan-Cuicatlan (Pilbeam, 1999).
Algunas observaciones de campo sugieren que esta especie presenta densidades

poblacionales bajas 1.79 ind/m? (Solérzano, 2008).



HIPOTESIS

Debido a que Mammillaria rekoi presenta una distribucion restringida y registra
densidades poblacionales bajas, se esperaria encontrar una baja diversidad alélica y

una marcada diferenciacion genética entre las poblaciones de Cuajimoloyas y Mitla.

OBJETIVO GENERAL

Describir la diversidad y la estructura genética de Mammillaria rekoi en las
poblaciones de Cuajimoloyas y Mitla, con la finalidad de proponer estrategias de

conservacion.

OBJETIVOS PARTICULARES

o Estimar la diversidad genética de Mammillaria rekoi para contribuir al
conocimiento que permita inferir los posibles procesos ecoldgico-evolutivos

que determinan su variacion genética.

e Evaluar el flujo génico entre las dos poblaciones de Mammillaria rekoi, con la

finalidad de determinar si existe una diferenciacion genética entre ellas.



MATERIALES Y METODOS

AREA DE ESTUDIO

Las poblaciones de estudio de M. rekoi, se ubican en Mitla y Cuajimoloyas,
pertenecen a la Sierra de San Felipe, ubicadaen el municipio de San Miguel
Amatlan, en el estado de Oaxaca. La distancia que separa ambas poblaciones es de
aproximadamente 20 km (Figura 1). Estas zonas presentan suelos acidos, la
precipitacion anual es de aproximadamente 800 a 900 mm y la época de lluvias es
de mayo a octubre (INEGI, 2013).

L 4

Cuajimoloyas

Figura 1. Ubicacion geografica de las poblaciones de estudio de M. rekoi.

SISTEMA BIOLOGICO

La especie globosa, Mammillaria rekoi Britton y Rose, puede tener crecimiento clonal
o crecer de forma solitaria; por lo regular tiene cuatro espinas centrales y alrededor

de 20 radiales por aréola. La flor es de color morado intenso, de aproximadamente



15 mm de largo. El fruto es rojo (Figura 2a y 2b) y las semillas generalmente cafés
(Pilbeam, 1999). Esta cactacea es endémica de Oaxaca. Actualmente no esta
incluida bajo alguna categoria de riesgo en la NOM-059-SEMARNAT-2010 (DOF,
2010), aunque en un estudio la proponen como una especie en peligro (Volvides et
al., 1997). Sin embargo, M. rekoi esta incluida en la lista roja de la IUCN, como una
especie en preocupacion menor (IUCN, 2016), asi como en el apéndice |l de la
CITES (CITES, 2016).

Figura 2. Individuos adultos de M. rekoi con presencia de estructuras reproductivas, flores (a) y frutos
(b) (Dave's Garden).

Mammillaria rekoi crece en sitios protegidos, humedos y cerca de arroyos en
bosques de pino-encino, asi como en pefas expuestas en altitudes que varian entre
los 2000 y 2300 msnm. Esta especie globosa se documentd compartiendo su habitat
con Echeveria zorzaniana (Figura 3), una planta también suculenta, pero de la

familia Crasulaceae (Reyes y Brachet, 2009).

i‘r e
.’ (\

Figura 3. Individuo de M. rekoi creciendo al lado de Echeveria zorzaniana (Reyes y Brachet, 2009).

10



TRABAJO DE CAMPO

Para la realizacion de los analisis genéticos se colecto tejido vegetativo de 20
individuos por poblacién. El tejido recolectado se etiquetd y se guardo
individualmente en nitrogeno liquido, hasta su posterior almacenamiento en el

laboratorio.

TRABAJO DE LABORATORIO

EI ADN gendémico de 200 mg de tejido vegetativo fue aislado y macerado con
nitrégeno liquido de 40 individuos de M. rekoi (20 por poblacién), siguiendo el
protocolo del Kit DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN). Para amplificar cinco loci de
microsatélite disefiados previamente para M. crucigera (Solorzano et al., 2009), se
empled la técnica de PCR (Cuadro 1), utilizando primero oligonucleétidos no
marcados para optimizar condiciones. Los PCR individuales se prepararon con 5
pmol de cada oligonucledtido (F y R), 100pM de cada dNTP, 2mM de NACI,, 10um
de Tris-HCI pH 8.3, 76um de KCI, BSA 0.08% (Albumina de suero de bovino),1U de
Taq (invitrogen) y 1ul del total del ADN aislado, todo en un volumen total de 10l.
Para confirmar la amplificacién se hizo una electroforesis en gel de agarosa al 1.2%,
tefido con bromuro de etidio (0.5 pg/ml) y utilizando un marcador de peso molecular
de 100 pb, se visualizdé con luz ultravioleta. Las condiciones de PRC fueron:
desnaturalizacion inicial a 94°C por 3 minutos, después 34 ciclos de 94°C durante 15
segundos de desnaturalizacion, alineamiento con temperaturas entre 54°C y 60°C
(dependiendo del locus) por 15 segundos, extension a 72°C por 15 segundos y una

extensién final por 3 minutos a 72°C.

Los oligonucleétidos que se usaron fueron marcados con fluorocromos NED y
FAM. De las reacciones de PCR se tomaron alicuotas de 5ul y se llevaron a
electroforesis en el secuenciador ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems) del Instituto
de Biologia de la UNAM. Los electroferogramas se analizaron con el programa Peak

Scanner (Applied Biosystems) y se obtuvo el tamafo de alelos en pares de bases.
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Los analisis estadisticos se realizaron con el programa ARLEQUIN version 3.1
(Excoffier et al., 2005).

Cuadro 1. Microsatélites ensayados en M. rekoi previamente disefiados para M. crucigera (Solérzano
et al., 2009). Nombre del locus, secuencia de las regiones 5-3"y 3“-5"con los fluorocromos NED y
FAM, temperaturas de alineamiento, repeticiones microsatélite y la amplitud del tamafio de los alelos

para la especie de estudio.

Locus Secuencia del primer T(C°) Repeticiones microsatélite Tamanio (pb)
Mam VTC5 F-NED TACAGACGCCATAGGCAAAG 54-56  (GA)s CA(GA); AA(GA)12 184-242
R: GGTGGAGATGAGGGACTGAA
Mam VTC8 F-FAM TCGATTATCTGCTGCTTCCA 60 (GA)15 GGG(GAA)s 163-190
R: CCGAGAAAGCCCTAAAACCT
Mam VTC9 F-FAM TGGATACGTGGCTCTTCGAT 60 (GT):G(GT)s 190
R: CCAAATGCCAATCCTCCTAA
Mam VTC11 F-NED TGGGGAATGGGCTATGATTA 54-55 (GT); G(GT)s 164—-172
R: CGGCGTTTATTAGCCAATCT
Mam VTC12 F-FAM TGGATACGTGGCTCTTCGAT 60 (GA)24 222-235

R: CCAAATGCCAATCCTCCTAA

Para analizar la diversidad genética se estimo la heterocigosidad observada
(Ho), que es la proporcién de individuos heterocigotos observados para un locus
determinado (Hedrick, 2000), También se evalué la heterocigocidad esperada (Hg),
que es definida como la proporcion de individuos heretocigos esperados en una
poblacién con apareamiento al azar (Allendorf y Luikart, 2007). Asi mismo, se calculd
el numero promedio de alelos por locus (A) y el equilibrio Hardy-Weinberg por locus.
Ademas, se calcul6 el numero de alelos exclusivos (Ap) por poblacién y el numero
efectivo de alelos (Ag), que es el numero de alelos necesarios para proveer la misma
heterocigosidad si todos los alelos fueran igualmente frecuentes (Frankham et al.,
2002). Cuando existe un déficit de heterocigotos, es necesario determinar la
presencia de alelos nulos, para lo cual se utilizé el programa Micro Checker 2.2.3
(Oosterhout et al., 2004). Para determinar estructura genética se utilizé el indice Rsr
que es un analogo al Fsy utilizado en marcadores como los microsatélites (Slatkin,
1995; Selkoe y Toonen, 2006). También se estimo el coeficiente de endogamia de
Sewall Wright Fis para cada poblacion. El valor de flujo génico (Nm) se determiné a
partir del indice Rst (Excoffier et al., 2005).
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RESULTADOS

Para las dos poblaciones de los cinco loci, cuatro resultaron ser polimorficos, el
numero promedio de alelos por locus fue de 11.75. El locus MamVTC9 fue
descartado del analisis por resultar monomoérfico. Los loci MamVTCS5 y MamVTC8
fueron los que tuvieron la mayor cantidad de alelos con 19 y 21 respectivamente, por
su parte, el MamVTC11 tuvo un total de 13 alelos y el MamVTC12 16 alelos. Las
frecuencias de los alelos encontradas, fueron en general, bajas (0.026 a 0.35). En la
poblacion de Mitla se obtuvo un promedio de 13 alelos por locus, con una
heterocigosidad observada menor a la esperada y solo el locus MamVTC8 esta en
equilibrio Hardy-Weinberg. En contraste, la poblacion de Cuajimoloyas presentd un
promedio de 10.5 alelos por locus, ligeramente mas bajo que Mitla, con una
heterocigosidad observada también menor a la esperada y no se encontré equilibrio

Hardy-Weinberg en ninguno de los loci (Cuadro 2).

Entre las poblaciones, el coeficiente de diferenciacion Rst fue muy bajo
(0.065), mientras que los coeficientes de endogamia resultaron positivos, para Mitla
(Fis=0.37) y para Cuajimoloyas (Fs=0.33). Por su parte el flujo génico entre ambas
poblaciones fue alto (Nm> 3). Ademas, se observo que el promedio de alelos

exclusivos en Mitla (6.7), fue moderadamente mas alto que en Cuajimoloyas (4.5).

El programa Micro Checker 2.2.3 confirma la presencia de alelos nulos, sin

embargo, la frecuencia de estos es muy baja en todos los loci (< 10%)

Cuadro 2. indices de la variabilidad alélica para M. rekoi mediante el uso de microsatélites. Nombre
del locus, heterocigosidad observada (Ho), heterocigosidad esperada (Hg), el valor de P < 0.05 indica
desviacién de las proporciones Hardy-Weinberg, numero efectivo de alelos (AE) y el numero
promedio de alelos de las dos poblaciones(A).

Mitla Cuajimoloyas
Locus Ho He ValordeP Ac Ho He  ValordeP Ae A
MamVTCS 0.63 0.9 0.18 7.9 0.55 0.91 0002 9.1 135
MamVTC8 0.73 0.93 0.058 13 0.73 0.87 003 67 13.5
MamVTC11 0.46 0.87 0.002 6.3 0.56 0.77 0.02 39 85
MamVTC12 0.42 0.83 _ 0.0007 5.3 0.65 0.82 0.0001 506 11

13



DISCUSION

En este estudio se encontraron niveles de heterocigosidad observada de moderados
a altos, en contraste con lo que se observa en otras especies de Mammillaria
(Cuadro 3). En particular la riqueza alélica que se observa en Mamillaria rekoi ha
sido una de las mas altas registradas dentro del género. De hecho, después de lo
documentado para M. crucigera (Solérzano y Davila, 2015), el unico estudio con
resultados similares es el que se refiere a M. huitzilopochtli (Solérzano et al., 2014),
que registra un numero promedio de alelos ligeramente mayor (Cuadro 3).
Coryphanta robustispina es otra especie globosa de la tribu Cactae en que se ha
documentado una gran riqueza alélica, para un locus se registraron 20 alelos
(Butterworth, 2011).

Cuadro 3. Densidad poblacional y atributos genéticos de especies del genero Mammillaria.
Heterocigosidad observada (Ho), heterocigosidad esperada (Hg), numero promedio de alelos (Na),
indice de endogamia (Fs), flujo génico (Nm), estructura genética y déficit o exceso de heterocigotos
(al menos en una poblacion).

Especie Densidad Ho He Na Fis Nm Estructura  Heterocigos Referencia
poblacion genética
al (ind/m?)
M. crucigera 2.6 0.54 0.76 20 0.29 >1 Si Déficit Solérzano y Davila,
2015.
M. huitzilopochtli 0.6 0.55 0.80 11.8  0.308 - Si Déficit Solérzano et al.,
2014.
M. napina 2.39 0.58 0.72 8 0.331 >1 No Déficit Tapia-Salcido, 2011.
M. solisioides 9.29 0.75 0.68 6 -0.08 >1 Si Exceso Macias-Arrastio,
2014.
M. sphacelata 4.5 0.66 0.69 9.4 0.105 >1 No Déficit Tapia-Salcido, 2011.
M. supertexta 1.42 069 0.76 9.3 0.132 >5 Si Exceso Cuevas-Alducin,
2013; Solorzano et
al., 2014.
M. zephyranthoides 1.51 0.81 0.68 5 -0.19 >2 Si Exceso Lépez-Ortiz, 2013;
Lépez et al., 2013.
M. rekoi 1.79 0.57 0.86 11.6 0.35 >3 No Déficit Presente tesis.

***En esta especie por su tipo de crecimiento clonal, la densidad poblacional esta dada por el nimero de genetos que hay en

un mz(Tapia-SaIcido, 2011), mientras que para el resto de especies, esta dado por el nimero de individuos que hay en un mZ.

Las especies M. supertexta 'y M. sphacelata presentan valores moderados de
riqueza alélica, sin embargo, esta ultima especie interesantemente puede presentar
reproduccion asexual (Tapia-Salcido, 2011). En contraste, M. rekoi por lo general
crece de manera solitaria pero también puede presentar este tipo de reproduccion

(Pilbeam, 1999). De acuerdo a algunos estudios en ciertas especies que presentan
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reproduccion asexual, se ha documentado que, en ocasiones, dicha reproduccion
puede proveer suficiente variabilidad para mantener altos niveles de diversidad
genética (Persson y Gustavsson, 2001; Gabrielsen y Brochmann, 1998). No
obstante, la gran riqueza alélica puede atribuirse al uso de microsatélites, pues estos
marcadores son uno de los factores mas relevantes para estimar variabilidad
genética, ya que muestran mayores valores de variabilidad que los que se obtienen

con otros marcadores como las aloenzimas (Solérzano et al., 2014).

Las dos poblaciones de M. rekoi presentan un exceso de homocigotos,
ademas sus frecuencias alélicas se encuentran en desequilibrio Hardy-Weinberg, lo
cual puede ser causado por factores como la presencia de alelos nulos, por
subdivision poblacional o por endogamia (Callen et al., 1993). El analisis llevado a
cabo en este estudio confirma la presencia de alelos nulos, no obstante, su
frecuencia es muy baja en todos los loci, por lo cual es poco probable que dichos
alelos sean la causa de la alta homocigosidad encontrada (Brookfield, 1996). Asi
mismo, es dificil que exista una subdivision poblacional debido a que se encontraron
indices muy bajos de diferenciacion genética y un flujo genético alto. Por lo tanto,
dicha homogeneidad podria indicar que hay o hubo un intercambio de genes via
polen o por la dispersidn de semillas entre los sitios de Mitla y Cuajimoloyas, ya que
es suficiente un bajo numero de individuos migrantes para mantener conectadas
ambas poblaciones (Dhondt, 1996). Las dos poblaciones tienen un gran numero de
alelos en comun, cuya frecuencia puede ser alta (0.35). Considero que este hecho

refleja el efecto de homogeneidad entre las dos poblaciones de M rekoi.

Actualmente, no hay estudios de fenologia reproductiva, asi como de
dispersion de semillas que aporten la informacidén necesaria para explicar el flujo de
genes entre Mitla y Cuajimoloyas, pero quiza por las caracteristicas de las flores
(Foto 2), podria suponerse que M. rekoi es polinizada por insectos tales como abejas
0 avispas, ya que sus flores tienen una morfologia similar a la de M. huitzilopochtli.
En esta ultima especie se han observado estos insectos visitando sus flores (Flores
et al., 2013), como también ha sido documentado en M. gaumeri (Giovanetti et al.,

2007). Tomando en consideracién que los insectos pequenos, por lo regular,
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restringen el movimiento de polen, podrian causar a largo tiempo una diferenciacion

entre las poblaciones (Hamrick et al., 2002).

Con respecto al flujo génico encontrado, es indispensable hacer estudios
enfocados en conocer la biologia reproductiva de la especie y la dispersion de sus
semillas, ya que estos aspectos ecoldgicos, aportarian datos de gran relevancia que
podrian ayudar a explicar este aparente intercambio de genes entre las poblaciones
de M. rekoi. La importancia del flujo de genes ha sido reconocida por la mayoria de
los evolucionistas contemporaneos, como una de las principales fuerzas evolutivas

en las plantas (Ellstrand, 2014).

Los resultados sugieren, que la endogamia es el factor principal que causa
una alta homocigocidad en las poblaciones de M. rekoi. El indice de endogamia Fs
resulté positivo en Mitla y en Cuajimoloyas. En contraste con las especies en las que
se documentaron valores positivos de endogamia, M. rekoi presenté el valor mas
alto dentro del género Mammillaria, aunque similar que en M. napina, M.
huitzilopochtliy M. crucigera, pero moderadamente mas alto que en M. sphacelata y
M. supertexta. Omitiendo ésta ultima especie, cabe destacar que las cuatro especies
también presentan un déficit de heterocigotos en al menos una de sus poblaciones
(Cuadro 3). Eventos como estos, tienen como consecuencia apareamientos
endogamicos que podrian aumentar los niveles de homocigosis en las poblaciones
(Hartl y Clark, 2007; Hedrick, 2000). En tales circunstancias se ha registrado que en
poco tiempo, la endogamia junto con la deriva génica, causan cambios en los
patrones de la diversidad genética y en la adecuacion (Ellstrand y Elam, 1993;
Young et al., 1996). Esto puede ocurrir porque se incrementa la expresion de alelos
deletéreos, o bien, se pierden las combinaciones favorables de los heterocigotos
(Wright et al., 2008; Keller y Waller, 2002; Charlesworth y Charlesworth, 1999). En
otras palabras, la depresion endogamica podria ser el factor mas importante que a

largo plazo, situé en riesgo de extincion a M. rekoi.

En ambas poblaciones se encontré un niumero alto de alelos exclusivos, en la

poblacién de Mitla se encontraron cinco, cuya frecuencia es mayor a 0.1, mientras
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que en Cuajimoloyas solo se encontraron dos alelos que muestran frecuencias
similares, la deriva génica puede causar este tipo de patron fijando y eliminando
ciertos alelos, sin embargo, la frecuencia mas alta es de 0.18, si se compara con M.
zephyranthoides es baja, ya que esta especie documenta valores de hasta 0.4
(L6pez-Ortiz, 2013). El efecto de la deriva génica aunado a la endogamia que se
observé en M. rekoi podria llevar a una pérdida de la diversidad alélicas en pocas
generaciones. Sin embargo, para poder predecir con mas fidelidad este proceso, es
indispensable conocer el tamafio actual de las poblaciones, ya que de confirmarse
que presentan pocos individuos, el efecto la deriva seria mas negativo y mas rapido

que si las poblaciones fueran grandes (Frankham et al., 2002; Young et al., 1996).

Por ultimo, al comparar las amplitudes del tamarno de los alelos entre algunas
especies del género Mammillaria, se observo una posible homoplasia, es decir, dos
alelos pueden ser iguales en secuencia pero no idénticos por descendencia
(Grimaldi y Roy, 1997). Esta es una posible desventaja al usar microsatélites y
podria sobreestimar los valores de la diversidad genética y del flujo génico cuando el
ritmo de la mutacion es alta (Estoup et al., 2002; Selkoe y Toonen, 2006). Las
estimaciones empiricas para detectar homoplasia en microsatélites documentan
entre (1-2 %) de subestimacion de la diferenciacién genética (Selkoe y Toonen,
2006). Sin embargo, un estudio de homoplasia con seis microsatélites en citricos
demostrd que el numero de alelos microsatélites es claramente subestimado en las
secuencias variantes presentes (Barkley et al., 2008). Para confirmar esto, seria
necesario secuenciar los alelos de microsatélite, en especial se propone utilizar el
locus MamVTCS8, ya que todas las especies en las que se han hecho estudios de
diversidad genética, muestran que es polimorfico (Solorzano et al., 2009; Tapia-
Salcido, 2011; Cuevas-Alducin, 2013; Lopez-Ortiz, 2013). Ademas, las amplitudes de
tamano sugieren que algunas especies del género Mammillaria, comparten los
mismos alelos. Asi mismo, estas secuencias de microsatélite podrian ser utilizadas
para realizar estudios evolutivos, como genealogias y filogenias para describir un

poco mas, este megadiverso género de la familia Cactaceae.
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CONCLUSIONES

Actualmente para Mammillaria rekoi no existen investigaciones de relevancia
ecoldgica o evolutiva que aporten la informacién suficiente para entender de una
manera mas amplia el comportamiento de la especie. A pesar de ello, los resultados
generados en esta tesis apoyan la existencia de una alta homocigosidad en las
poblaciones, lo cual no se ajusta con la gran riqueza alélica y el flujo génico alto que
se encontraron. Por lo tanto, la endogamia es el principal proceso que explica los
patrones de diversidad genética observados en las poblaciones de M. rekoi. Esta
situacion podria generar problemas en la adaptabilidad de la especie en varias

generaciones, colocandola en riesgo de extincion.

Es necesario realizar mas estudios, incluyendo un mayor numero de
poblaciones, de individuos, y de loci. También se recomienda abordar de una
manera mas exhaustiva el estudio de aspectos demograficos, ecologicos y
reproductivos, para que junto con esta tesis se genere la informacion necesaria que

indique de una manera mas general, el estado de conservacion de M. rekoi.

La cactacea M. rekoi actualmente esta incluida en la lista roja de la [IUCN
COMO una especie en preocupacion menor, pero con los datos obtenidos se sugiere

que esta especie deberia ser considerada para estar en la categoria de vulnerable.

Las estrategias de conservacion que en M, rekoi deberian fomentarse para

asegurar su supervivencia son:

e Propagar esta especie en jardines botanicos para asi disminuir la presién
ejercida en las poblaciones naturales.

e Tener una coleccion en el jardin botanico de pocos individuos de esta especie
y contemplar varias poblaciones, incluyendo las analizadas en esta tesis, para
asi tener material genético que podria ser usado en investigaciones

posteriores.
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