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Resumen

Las especies M. crucigera, M. huitzilopochtliy M. supertexta son miembros de la serie Supertextae y
endémicas al Valle de Tehuacan-Cuicatlan. Estas especies fueron estudiadas bajo las perspectivas de
filogeografia y de nicho ecoldgico con la finalidad de inferir los procesos y factores que han moldeado su
divergencia evolutiva. Las relaciones genealdgicas en y entre especies se analizaron con un total de 10
loci de microsatélites y 12 regiones de ADNcp, en cinco poblaciones de cada especie. Los modelos de
divergencia y conservadurismo de nicho se examinaron con 19 variables climaticas, dos topograficas y 18
edaficas. Los resultados mostraron que dos loci de microsatélites y siete regiones de ADNcp fueron
polimérficos, con < 2 % de variacion en y entre las tres especies analizadas. Esta baja variacién
determind una estructura filogeografica ausente en M. supertexta pero fuerte en M. crucigera'y M.
huitzilopochtli. En total se encontraron tres, cinco y un haplotipo en M. crucigera, M. huitzilopochtliy M.
supertexta, respectivamente. La filogenia molecular confirmé la monofilia de estas especies y ademas
que entre ellas no hay hibridacién. Los resultados de nicho ecolégico mostraron que la estacionalidad de
la temperatura y los niveles de precipitacion durante los meses mas frios y secos apoyan el modelo de
divergencia de nicho entre las especies M. crucigera, M. huitzilopochtliy M. supertexta. Los analisis
edaficos mostraron que las propiedades de densidad, humedad, contenido de fésforo y la conductividad
del suelo pudieron promover la diferenciacion del nicho entre las tres especies. A partir de lo anterior, se
propone que los niveles de variacion molecular aqui estimados se pueden deber a una divergencia
evolutiva reciente y/o a tasas de mutacién bajas en las regiones de ADNcp. Ademas, el componente

abidtico del nicho si puede ser un factor que promueve la separacién entre especies.



Abstract

The especies M. crucigera, M. huitzilopochtli and M. supertexta are members of serie Supertextae and
these are endemic to Tehuacan-Cuicatlan Valley. These species were studied under the phylogeographic
and ecological niche perspectives in order to infer the processes and factors that have shaped their
evolutionary divergence. To establish the genealogical relationships within and among species a total of
five populations of each of these species were analyzed with 10 microsatellite loci and 12 cpDNA
regions. The divergence and conservatism niche models were examined with 19 climatic variables, two
topographic variables and 18 edaphic variables. The results showed that two microsatellite loci and seven
of cpDNA had < 2 % of polymorphism within and among the three studied species. This low molecular
variation determined a lack of phylogeographic structure in M. supertexta but a clear structure in M.
crucigera and M. huitzilopochtli. A total of three, five, and one haplotypes were recorded in M.

crucigera, M. huitzilopochtli and M. supertexta, respectively. The molecular phylogeny confirmed the
monophyly of these species, and that there is not hybridization among them. The results of ecological
niche showed that the seasonality of the temperature and the levels of precipitation during the coldest and
driests months supported the divergence niche model in M. crucigera, M. huitzilopochtli and M.
supertexta. The edaphic analysis showed that the properties of de soil of density, humidity, phosphorous
content and soil conductivity might have driven the differentiation of the niche among the three

species. The results here obtained suggested that the low levels of molecular variation can be attributed
to a recent speciation process occurred in Mammillaria and/or low mutation rates of the regions of cpDNA
studied. In addition, the abiotic component of the ecological niche may be a true factor that promoted the

separation of the studied species.



l. Introduccién
1.1 La divergencia evolutiva entre especies cercanas desde un escenario

filogeografico

El analisis de la variacién genética de las poblaciones analizado en un contexto geografico, permite inferir
los procesos y factores evolutivos que han estructurado la distribucién actual de los linajes genealdgicos
en y entre especies filogenéticamente cercanas (Avise et al. 1987; Avise 1994). Los patrones de variacion
genética entre las poblaciones son resultado tanto de procesos histéricos (e. g. ciclos glaciales, eventos
geoldgicos) como contemporaneos (e. g. deriva génica, flujo génico), los cuales pueden ser analizados a
través de un enfoque filogeografico (Avise 2000). Por lo tanto, el andlisis e interpretacion de la
distribucién geografica actual de los linajes integra informacién derivada de estudios de genética
poblacional, demografia histérica, sistematica molecular, asi como de la geologia, paleontologia y de la
ecologia. Es por ello, que la perspectiva filogeogréfica integra los niveles microevolutivos (i.e a nivel

poblacional) con macroevolutivos (i.e especies a niveles superiores) (Avise 1994; Avise 2009).

Las relaciones ancestria — descendencia de los linajes (por ejemplo, a partir de regiones de ADN), suelen
representarse en genealogias intraespecificas (Fig. 1; Avise 1994). Los marcadores moleculares que se
usan en estudios filogeograficos deben ser neutros, variables a nivel intraespecifico y en estado de
caracter ordenado, es decir, donde sus relaciones de ancestria — descendencia puedan ser inferidas
(Avise et al. 1987; Posada y Crandall 2001). De esta manera, se permite la visualizacion de los patrones
reticulados de intercambio genético que estan presentes a nivel individual o poblacional, como la
recombinacién sexual y el flujo génico (Avise 2000; Avise 2009). Asi, al conocer las relaciones
filogenéticas de la molécula analizada, a nivel intraespecifico, se realizan inferencias de la transmisién

histérica de los alelos (Avise 2000).
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Fig. 1. Genealogia hipotética de un gen en un marco temporal de 20 generaciones (en rojo). Las lineas representan las conexiones
ancestrales entre todos los alelos existentes en la poblacién. En cada generacion hay un nimero finito de alelos, de los cuales
algunos pasan a la siguiente generacién, mientras que otros alelos no dejan descendientes y se pierden. La contribucién de cada
linaje regsitra una varianza en el acervo genético, por lo que los alelos presentes en una genealogia proliferan o desaparecen
(Avise 2000). Por una repeticion de este proceso en el tiempo, un alelo se fija eventualmente en la poblacién, en ausencia de

mutacion (modificado de Avise 2009).

A partir de genealogias o arboles de genes se infieren escenarios histéricos sobre el arreglo espacial
actual de las poblaciones (Avise 2000). Por ejemplo, la distribucion disyunta de una especie es explicada
por vicarianza o colonizacion (dispersion) (Fig. 2). Bajo un escenario de vicarianza, las poblaciones o taxa
relacionados se separan cuando la distribucion geografica ancestral es dividida por eventos ecoldgicos o
geoldgicos. En contraste, bajo un escenario de dispersion, la configuracién genética actual de las
poblaciones puede deberse a dispersion activa o pasiva de una o mas formas ancestrales (Brown y
Lomolino 1998).

El andlisis de los procesos microevolutivos, en una especie y entre especies filogenéticamente cercanas,
puede servir como una aproximacién para entender el proceso de separacién de los linajes en entidades
evolutivas diferentes (Schaal et al. 1998; Avise 2000). Bajo las premisas de la teoria de coalescencia se
pueden inferir los patrones observados en los arboles de genes en relaciéon a la manera en que las
poblaciones divergen, ya que se basa en el supuesto de que los linajes genéticos existentes en una
poblacion comparten un ancestro comin (Rosenberg y Nordborg 2002). De esta manera se describen las
relaciones de ancestro — descendencia de una poblacién y se infieren procesos demograficos, como los
tamanos histéricos poblacionales, los eventos de expansion y la contraccion poblacional, los cuellos de
botella poblacionales, asi como también la estimacion de los tiempos de divergencia entre linajes

evolutivos (Knowles y Maddison 2002).
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Fig. 2. Arreglo espacial hipotético de las poblaciones y de sus relaciones filogenéticas |) escenario de vicarianza y 1l) dispersiéon
(colonizacion). Con letras mindsculas se indican los linajes y en mayusculas las areas geograficas. En eventos de vicarianza la
relacién entre linajes es congruente con el orden de separacion de las areas geograficas, mientras que en un escenario de

dispersion las relaciones entre los linajes y sus areas geograficas son menos claras (Figura tomada y modificada de Avise 2000).

Una de las conclusiones generales entre los estudios empiricos es que las poblaciones con una
estructura filogeografica marcada registran poco o nulo flujo génico por periodos largos, en contraste con
aquellas que tienen relaciones filogeograficas débiles que se caracterizan por expansiones recientes o
con altos niveles de flujo génico que se mantienen entre las poblaciones (Avise 1994; 2000). En este
proceso evolutivo dinamico pueden participar otros procesos microevolutivos, por ejemplo, si dos
poblaciones (A y B) se aislan geograficamente, puede que genéticamente, se esperaria que la deriva
génica sea la fuerza que determine el sorteo de los linajes en las siguientes generaciones (Posada y
Crandall 2001). En términos genealdgicos, las dos poblaciones hijas (A y B) que descienden de un

ancestro comun pueden registrar alguno de los tres siguientes estados de sorteo de linajes (Fig. 3):

(1) Monofilia reciproca, por la cual todos los linajes en de cada poblacion hija son genealégicamente

cercanos uno con otro respecto a cualquier linaje de la otra poblacién.

(2) Polifilia, por la cual algunos, pero no todos los linajes existentes en la poblacion A se unen con

algunos, pero no todos los linajes en B para formar un clado.

(3) Parafilia, por la cual todos los linajes de una poblacién forman un grupo monofilético anidado en un

linaje amplio de la segunda poblacién hija.



El sorteo de linajes en dos poblaciones con un ancestro comun se espera que inicialmente muestre
polifilia y que al pasar el tiempo se llegue a una condicidn de parafilia (Fig. 3) (Avise 1994). Finalmente,
se espera que las poblaciones queden constituidas por linajes de un ancestro comun propio, alcanzando
la monofilia reciproca (Neigel y Avise 1986). El tiempo transcurrido de una configuracion de palifilia a
monofilia esta correlacionado con el tamafio efectivo (Ne) de las poblaciones hijas y con su nivel de
diversidad genética. De tal modo que aquellas poblaciones con tamafios pequefios y diversidad genética

baja sugieren una genealogia con tiempos de coalescencia recientes (Avise 2000).

No obstante, el estado poalifilético o parafilético en la genealogia de los linajes de dos poblaciones hijas,
también es resultado del flujo génico ocurrido después de su separacion (Rosenberg y Nordborg 2002).
Este proceso de recombinacion exitosa entre individuos de dos poblaciones diferenciadas, se conoce
como hibridacion (Arnold 1997). Una de las consecuencias de la hibridacién es la introgresion, que es
resultado de las cruzas repetidas entre individuos hibridos fértiles con uno o ambos parentales,
generando infiltraciéon del germoplasma de una especie en la otra (Anderson y Hubricht 1938; Anderson
1949). La coexistencia de haplotipos distantemente relacionados en la misma poblacién puede
interpretarse como un evento de hibridacion, resultado de eventos de migracion antiguos (Matos y Schaal
2000).

Fig. 3. Sorteo de linajes en dos poblaciones, A y B, separadas por una barrera al flujo génico. De acuerdo al sorteo de linajes, en la
generacion 11 las poblaciones aisladas A y B son en primera instancia polifiléticos a su ancestro comun (Tomado y modificado de
Avise 2000).



En conclusién, el flujo génico y la deriva génica se consideran los procesos microevolutivos que
participan mas frecuentemente en la formacién de un patrén filogeografico marcado (Avise 2000). El flujo
génico moldea la organizacién de la diversidad genética en y entre poblaciones, y establece o mantiene
las diferencias entre especies (Ellstrand 2014). La estimacion del flujo génico puede obtenerse a partir de
la diferenciacion poblacional (estructura genética poblacional), ya que esta medida representa la
influencia de ancestria comun y del flujo génico actual (Schaal et al. 1998). En este contexto, si la
dispersion de gametos no es eficiente, el nivel de flujo génico sera bajo entre poblaciones, promoviendo
asi la divergencia genética y en ultima instancia la divergencia de linajes (Turelli et al. 2001; Petit y
Excoffier 2009).

Por su parte, la deriva génica actua fijando al azar distintas mutaciones entre las poblaciones, lo que
eventualmente podria ocasionar aislamiento genético completo (Sobel et al. 2009). Se reconocen dos
eventos donde los efectos de la deriva génica son mas evidentes, cuello de botella genético y efecto
fundador. En especies con poblaciones alopatridas, la reduccion drastica en su tamafio poblacional y una
pérdida de alelos, en especial de aquellos raros, se denomina cuello de botella genético (Barret y Kohn
1991). La deriva génica acentua sus efectos en un escenario de evento fundador, donde un nimero
reducido de individuos coloniza un area nueva (Fernandez-Mazuecos et al. 2014; Thode et al. 2014). En
ambos casos, la deriva génica reduce la diversidad genética y puede incrementar la divergencia genética
entre poblaciones, ya que al existir un menor numero de alelos en las poblaciones, éstos pueden fijarse
(Turelli et al. 2001).

Es importante sefalar que una genealogia elaborada solo con un locus no necesariamente refleja la
historia evolutiva del taxén de estudio, ya que los linajes de un gen pueden coalescer antes del ultimo
evento de divergencia entre dos poblaciones (Avise y Wollenberg 1997). También pueden registrar
tiempos de coalescencia mas antiguos que la divergencia entre las poblaciones, o bien, cada locus puede
registrar tasas de evolucion distintas (Maddison 1997). EI ADN mitocondrial en animales fue identificado
como el genoma que permite elaborar y examinar hipoétesis filogeograficas, debido a su tamafo
relativamente pequefio (16 — 20 kb), nUmero de copias alto (de 1 — 11 por célula), nivel de polimorfismo
mayor que el ADN nuclear (~ 10 veces), variacion intraespecifica alta y herencia materna, lo que permite
determinar que los polimorfismos se deben a mutaciones y no a recombinacion (Avise et al. 1987; Avise
2009). Sin embargo, en plantas el ADN mitocondrial no muestra estas bondades para realizar estudios
filogeogréficos, ya que su tamafo entre grupos de plantas es muy variable, las tasas de mutacion son
altas respecto al arreglo de sus regiones, pero lentas en las sustituciones nucleotidicas y puede estar

sujeto a recombinacion (Palmer 1985).



Alternativamente, en plantas se han buscado otros marcadores moleculares para estudios filogeograficos
en el ADN de cloroplasto (ADNcp) (Shaw et al. 2005; 2007; 2014). Este genoma ha mostrado no tener
recombinacion intramolecular, sus genes tienen una copia Unica, la herencia es uniparental (materna en
las angiospermas y paterna en las gimnospermas) y biparental en algunos casos y no muestra
heteroplasmia (presencia de mas de un haplotipo del organelo por individuo) (McCauley 1995). Ademas,
las tasas de mutacion del ADN de cloroplasto son de tres a cinco veces mas grandes que el genoma
mitocondrial en plantas (en regiones codificantes), sin embargo, ésta se considera lenta (Wolfe et al.
1987). Asimismo, la tasa de mutacién muestra heterogeneidad entre linajes (Lohne et al. 2007; Timme et
al. 2007) por lo que no existe un marcador molecular universal en plantas que permita hacer inferencias a
escalas locales (Shaw et al. 2005; 2007; 2014). No obstante, las regiones no codificantes del genoma de
cloroplasto parecen registrar una variacion intraespecifica mayor, por su frecuencia alta de sustituciones
y eventos de insercidn y delecién (“indels” de aqui en adelante) (Ennos et al. 1999).

Por otra parte, las secuencias repetidas en tandem, es decir los microsatélites, son otro marcador
molecular que ha sido de utilidad para conocer la distribucién geografica de la variacion genética, ya que
se documenta un nivel de polimorfismo alto (Schlotterer 1998). Al estar presentes en genomas no
recombinantes como el cloroplasto son informativos acerca de procesos histéricos (Powell et al. 1995;
Weising y Gardner 1999; Provan et al. 2001). Estos microsatélites de cloroplasto registran una tasa de
mutacién mayor que las secuencias no repetitivas de este genoma (Navascués y Emerson 2005). Los
patrones filogeograficos observados con microsatélites de cloroplasto son similares a los obtenidos con
otros marcadores moleculares como regiones de ADN (Grivet y Petit 2003) y RFLP (Chmielewski et al.
2015), reflejando complementariedad en los datos. Sin embargo, una de las grandes desventajas de
estos marcadores moleculares es la presencia de homoplasia (Provan et al. 1999; 2001). La homoplasia
se refiere a cuando un alelo idéntico en estado (tamafio del producto de PCR) no es idéntico por
descendencia debido a mutaciones convergentes (Estoup et al. 2002). Aunque se considera que los
niveles de homoplasia son bajos y no afectan a los estimadores basados en el nimero de haplotipos y la
diversidad genética (Navacués y Emerson 2005), las inferencias realizadas sobre la divergencia
poblacional entre especies filogenéticamente cercanas si se ven influenciadas, reflejandose en las
relaciones reticuladas entre los haplotipos (Marshall et al. 2002; Dzialuk et al. 2009). EI modelo de
mutacién que siguen estos marcadores moleculares se asume que es de paso a paso (Stepwise Model
Mutation, SMM), pero se han demostrado eventos de eliminaciones rapidas y de mas de una repeticion
(Ceplitis et al. 2005; Micheneau et al. 2010). Ademas, la tasa y el patron de mutacion dependen del tipo
de secuencia repetida, la composicidén de bases, el tipo de microsatélite, el grupo taxonémico, la region
del genoma donde esta ubicado y la longitud de la secuencia repetida (Goldstein y Pollock 1997; Provan
et al. 1999).



Sin embargo, la tasa de mutacion puede ser mas alta que la tasa de migracion (Powell et al. 1995),
provocando que la distribucion del nivel de polimorfismo en y entre poblaciones esté regida por la
mutacién mas que por la migracion (Ennos et al. 1999). Si se presenta lo anterior, los analisis de
diferenciacion genética no deben ser usados para hacer inferencias sobre las relaciones genéticas entre
poblaciones (estudios filogeograficos), pero si puede inferir la diferenciacion poblacional (Ennos et al.
1999). No obstante, si el modelo de mutacion que siguen estos marcadores moleculares es estricto a
SMM, las estimaciones de diferenciacion son independientes de la mutacion (Balloux y Moulin 2002). Con
este supuesto y con evidencia estadistica que sefiala que la homoplasia no influye en las estimaciones
de diferenciacion genética, la utilizacion de estos marcadores moleculares ha ayudado a identificar
rupturas filogeograficas (e. g. Terrab et al. 2007; Lemes et al. 2010; Gugger et al. 2011; Jardon-Barbolla
et al. 2011; Quintela-Sabaris et al. 2011; Gugger et al. 2013) y eventos de introgresion (e. g. Heuertz et
al. 2006; Moreno-Letelier y Pifiero 2009). Por lo anterior, a nivel intraespecifico los microsatélites podrian
registrar niveles de polimorfismo mas altos respecto a las regiones de ADN de cloroplasto, de tal manera
que pueden ayudar a la descripcion de los procesos relacionados con la divergencia evolutiva de

aquellas especies filogenéticamente cercanas.

En particular, los procesos que se reconocen que generan patrones filogeograficos marcados en plantas
son de orden genético, ecoldgico e histdrico (Avise 2000). Entre los procesos genéticos se reconoce a la
la deriva génica, la hibridacion y la introgresion (Liu ef al. 2012; Nieto-Feliner 2014). Entre los procesos
ecologicos se reconoce el modo de dispersion de polen y de semillas ya que aquellas especies con una
dispersion pobre presentan una estructura mas marcada que aquellas especies con una dispersion mas
eficiente (Schaal et al. 1998; Ellstrand 2014). Entre los procesos histéricos destacan los eventos
geoldgicos y cambios climaticos globales los cuales modificaron la distribucion geografica de las
especies, asi como el arreglo espacial y el tamafio de sus poblaciones (Taberlet et al. 2008; Soltis et al.
2006; Liu et al. 2012; Shafer et al. 2010).

Para especies de ambientes templados en el hemisferio norte (por encima de los 30 ° latitud Norte) se
sugiere que las oscilaciones climaticas del Cuaternario (700 000 — 10 000 afios) influenciaron sus
patrones filogeograficos (Comes y Kadereit 1998; Newton et al. 1999; Hewitt 2001; 2004; Soltis et al.
2006). En la fase glacial de estas oscilaciones climaticas, las poblaciones se mantuvieron restringidas y
aisladas en refugios y comenzaron a diferenciarse a lo largo del tiempo (Hewitt 2001; 2004). Cuando las
capas de hielo retrocedieron, las especies influenciaron sus patrones filogeograficos colonizaron nuevos
habitats originando una expansion de su distribucion geografica, resultando asi en la reduccién de la

variacién genética en un modo clinal (Hewitt 2004).



Por otra parte, las especies con distribucién en el hemisferio norte (88 % de estudios) han sido mas
estudidas que las de distribucion tropical (23° latitud norte — 23° latitud sur) y subtropical (24° latitud sur —
50° latitud sur) (12 %) (Beheregaray 2008). Los estudios de especies de esta ultiman region registran el
patrén de migracion poblacional usual latitudinal de norte a sur (Turchetto-Zolet et al. 2013). Sin embargo,
dada la heterogeneidad topografica de la zona se han encontrado rutas de migracion poblacional este —
oeste, indicando la persistencia de una especie en refugios multiples (Byrne et al. 2008). Los cambios en
la distribucidon geografica de las plantas de la parte tropical del planeta esta asocida a las oscilaciones
climaticas del Cuaternario (= 2 m. a. aproximadamente) y a eventos geoldgicos del Terciario (2 — 65 m.a.

aproximadamente) (Beheregaray 2008).

1.2 La diferenciacion del nicho ecologico entre especies cercanamente

relacionadas

El proceso de especiacién ecoldgica involucra el surgimiento de cualquier forma de aislamiento
reproductivo entre poblaciones como resultado de la seleccién divergente (Schluter 2000; 2001; Rundle y
Nosil 2005). El aislamiento reproductivo puede establecerse indirectamente como producto de la
divergencia de caracteristicas no ambientales, o bien la selecciéon puede actuar directamente a favor de
la evolucién del aislamiento reproductivo (Schluter 2009). Asimismo, se considera como especiacion no
ecoldgica, cuando el aislamiento reproductivo ocasiona respuestas genéticas divergentes a las mismas
presiones de seleccién ambiental (Rundle y Price 2009). Una diferencia notable entre estos mecanismos
es que la especiacién ecoldgica produce especies que son ecoldégicamente distintas y pueden coexistir,
en tanto que la especiacion no ecoldgica produce formas que son ecoldgicamente equivalentes (Nosil
2012). Sin embargo, esta clasificacion puede ser artificial, ya que una vez que las poblaciones divergen
evolutivamente, ya sea por mecanismos ecoldgicos o genéticos, se acumulan diferencias ecoldgicas, las
cuales pueden o no reconocerse como las que promovieron la especiacién (Schluter 2000). Para que dos
pares de poblaciones o especies se separen, se requiere de algun factor que actie como seleccién
divergente, es decir, se requiere una forma de aislamiento reproductivo y un mecanismo genético ligado a

dicho aislamiento reproductivo (Nosil 2012).

Entre los factores que pueden actuar como seleccion divergente se incluyen a la seleccion sexual, la
interaccion ecoldgica de poblaciones y las diferencias en el nicho ecolégico (Schluter 2001). En lo que
concierne a la seleccion sexual, ésta se considera como especiacion ecoldgica, cuando la seleccion
natural divergente entre ambientes resulta de caracteristicas involucradas directamente en el
reconocimiento en el apareamiento, llevando al aislamiento reproductivo (Rundle y Nosil 2005). Un
ejemplo clasico es el género Gasterosteus, en el cual las especies filogenéticamente cercanas registran
diferencias significativas entre las caracteristicas relacionadas con la seleccion sexual (Boughman 2001).
El aislamiento reproductivo entre las especies de este género esta correlacionado con la divergencia de
la sefal emitida por los machos y la preferencia de las hembras, de tal modo que esta sefial adaptativa
divergente en el reconocimiento del apareamiento promueve la divergencia de linajes (Rundle y Schiuter
2004).
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Cuando la seleccion divergente es el resultado de las interacciones entre las poblaciones codistribuidas,
la competencia es el caso mejor documentado (Schluter 2000). Esta interaccion puede generar seleccion
disruptiva, que es un tipo de seleccion divergente donde ambos extremos de los fenotipos se ven
favorecidos en una misma poblacién (Nosil 2012). Una caracteristica que distingue estas interacciones es
que las poblaciones estan en simpatria y que la seleccion es dependiente de la frecuencia. Finalmente, la
seleccion divergente puede surgir debido a las diferencias entre los habitats (Schluter 2001). Estas
diferencias incluyen tanto factores abidticos como son el clima y la estructura del habitat, asi como los
elementos bidticos, tales como las interacciones de los depredadores y los competidores (Schluter2001;
2009). El aislamiento reproductivo puede ser precigético y postcigético (Rieseberg y Willis 2007). El
primer tipo incluye aislamiento de habitat y temporal, y el segundo abarca las incompatibilidades
genéticas entre los genomas resultando en una disminucion en la adecuacion de los hibridos (Turelli et
al. 2001).

Entre los mecanismos genéticos por los cuales la seleccion divergente es transmitida a las caracteristicas
que causan aislamiento reproductivo, se reconocen dos (Rundle y Nosil 2005). El primer mecanismo se
refiere a los genes que tienen efectos en dos caracteristicas fenotipicas, una de tipo ecologica y el
aislamiento reproductivo (Nosil 2012). Este aislamiento reproductivo surge por seleccién directa debido al
efecto pleiotropico de los genes bajo seleccion (Nosil 2012). Un ejemplo de esto, se documenta en la
divergencia en el color de las flores del género Mimulus, en el cual como resultado de una sola mutacion,
se produce la adaptacién de distintos polinizadores que de manera pleitropica contribuye al aislamiento
reproductivo (Bradshaw y Schmeske 2003). En el segundo mecanismo, los genes bajo seleccion
divergente se ubican en un locus distinto a los genes que causan el aislamiento reproductivo. En este
caso, el aislamiento reproductivo surge por la seleccién indirecta producto de una asociacién no al azar
(desequilibrio de ligamiento) de los genes para el aislamiento reproductivo y los genes de las

caracteristicas ecolégicas (Nosil 2012).

El nicho ecoldgico, definido como la suma de los factores ambientales que permiten la existencia de una
especie (Hutchinson 1978), puede diferenciarse y en consecuencia promover la seleccion divergente
(Funk et al. 2006; Nosil 2012). Si se consideran un par de poblaciones con nichos ecolégicamente mas
similares y otro par de poblaciones con nichos ecolégicamente distintos, bajo un proceso de especiacion
ecologica se esperaria que el par distinto registre una diferenciacion de nicho ecolégico mayor y
significativa, respecto al par de similar (Rissler y Apodaca 2007; Funk 2009; Nosil 2012).
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La definicion de nicho ecoldgico de Hutchinson (1978) es util para entender el grado de seleccion
divergente entre linajes, ya que el progreso hacia la especiacion ecolégica se refiere al numero de
dimensiones del nicho ecoldgico en el cual los pares de taxa divergen (Nosil 2009). Asimismo, la
divergencia de nicho ecolégico es consistente con el modelo clasico de especiacién alopatrida ya que
considera el arreglo geografico de las poblaciones (Rundle y Nosil 2005). Aunque es posible que existan
cambios en la distribucion geografica o ambiental de una especie a lo largo de su historia evolutiva, en
especies con dispersion poco eficiente las inferencias sobre el papel de la geografia en la especiacion se
consideran acertadas (Losos y Glor 2003; Pontarp et al. 2015). Asi, la estimacién del nicho ecoldgico
permite conocer los factores ecoldgicos (e. g. variacion en la tolerancia ambiental) que determinan la
distribucidn geografica de una especie (Soberon y Peterson 2005; Wiens et al. 2010; Peterson et al.
2011).

En un contexto espacial, si la distribucién geogréfica de especies filogenéticamente cercanas no se
superpone, es decir su espacio ambiental esta segregado, el modo de especiacion hipotetizado es por
alopatria y la seleccion divergente debera tener un impacto para promover la especiacion (Barraclough y
Vogler 2000; Graham et al. 2004; Smith y Donoghue 2010). Para el caso de dos especies alopatridas
hermanas idénticas o cercanamente idénticas en su espacio ambiental, se infiere que la diferenciacion
ecoldgica no seria un factor principal en su divergencia evolutiva, asociado con el aislamiento geogréfico
(Peterson et al. 1999). En lo que se refiere a especies hermanas que viven en simpatria, otros
mecanismos ecoldgicos como la adaptacion a diferentes polinizadores puede contribuir a su divergencia
(Bradshaw y Schmeske 2003; Givnish 2010; Loera et al. 2012; Turchetto et al. 2014).

Sin embargo, se ha demostrado que las especies filogenéticamente cercanas o no, comparten
caracteristicas de su nicho ecolégico (Losos 2008; Crisp y Cook 2012). Esta tendencia de las especies a
retener aspectos de su nicho fundamental a través del tiempo se denomina conservadurismo de nicho
ecologico (Wiens y Graham 2005) y varia dependiendo de la escala espacial, temporal y filogenética en
que sea medido (Wiens et al. 2010; Crisp y Cook 2012). El conservadurismo de nicho describe una
similitud alta del nicho entre especies filogenéticamente cercanas (Losos 2008) y a su vez consta de
mecanismos evolutivos responsables de esta similitud, es decir, mecanismos que promueven la retencién
activa de las caracteristicas del nicho a través de la seleccion (Wiens 2004 a; Wiens y Graham 2005;
Pyron et al. 2015). Bajo este modelo de conservadurismo de nicho como un proceso que promueve la
divergencia, si las poblaciones alopatridas de una especie se separan geograficamente, factores
ecolégicos como la temperatura extrema y los competidores pueden reducir la adecuacion fuera del nicho
ecologico ancestral (Wiens 2004 a). De este modo la seleccion natural favorece a los individuos en su
nicho ecoldgico, por lo que la incapacidad de las especies a adaptarse a nuevas condiciones
ambientales, promueve el aislamiento geografico y en consecuencia la divergencia evolutiva (Wiens 2004
b; Kosak y Wiens 2006).
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El nicho ecoldgico se puede inferir a partir de los modelos del area de distribucion potencial de una
especie (Soberdn y Nakamura 2009; Peterson et al. 2011). Estos modelos de nicho ecoldgico
representan los factores abidticos que delimitan los limites geograficos de las especies (Guisan y
Zimmermann 2000; Wiens y Graham 2005) y representan el conjunto de condiciones ambientales
necesarias para mantener una poblacion viable (Soberon y Peterson 2005). La region geografica
predicha por los modelos se considera que es el nicho fundamental (NF, Hutchinson 1957), debido a que
éste es el espacio ambiental donde la adecuacion es mayor o igual a uno, en ausencia de las
interacciones bidticas y las barreras a la dispersion (Soberén y Nakamura 2009). Sin embargo, debido a
que los puntos de presencia son tomados de ejemplares de herbarios o de bases de datos,
implicitamente estan incorporando interacciones biéticas que son dependientes de las variables abiodticas,
por lo que se ha sugerido que los modelos de nicho ecoldgico reflejan el nicho realizado (Soberén y
Peterson 2005; Guisan y Thuiller 2005).

La comparacion de los modelos de nicho ecoldgico sirve para conocer si los pares de especies bajo
estudio registran conservadurismo o divergencia de nicho ecolégico (Peterson et al.1999; Warren et al.
2008). Un patron de conservadurismo de nicho alto entre especies filogenéticamente cercanas respalda
la importancia de la inercia filogenética en las caracteristicas del habitat (Nakazato et al. 2010), contrario
a la divergencia de nicho, que apoyaria el papel de la divergencia ecolégica en la especiacién o poco
después de ésta (Nosil 2012). Si el conservadurismo de nicho ha promovido la divergencia evolutiva
entre especies filogenéticamente cercanas, se espera que las especies tengan poblaciones alopatridas y
que sus nichos presenten caracteristicas ambientales similares, separadas por areas no idéneas (Fig. 4
a; Wiens 2004 b; Kosak y Wiens 2006). Desde esta perspectiva, los modelos de nicho ecoldgico son
similares y pueden registrar superposicion de las areas idéneas (Kosak y Wiens 2006), sugiriendo que el
proceso de especiacion no esté ligado con la evolucién del nicho ecoldgico, es decir, que las diferencias
ecolégicas se acumulan después del proceso de especiacion (Peterson et al. 1999). Por el contrario, si la
divergencia de nicho ecoldgico promovié la divergencia evolutiva, se espera que los modelos de nicho
ecoldgico de ambas especies sean distintos y que la superposicién de los modelos sea minima o nula
(Fig. 4 c; Wiens y Graham 2005; Jaime et al. 2015).
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Fig. 4. Modelos hipotéticos de nicho ecoldgico, esperados bajo conservadurismoy divergencia de nicho ecolégico. Los circulos
negros y blancos representan poblaciones alopatridas que habitan en dos regiones montafiosas separadas geograficamente en a)
los modelos de nicho ecoldgico son similares, las areas intermedias representan areas no idéneas, sugiriendo que el
conservadurismo de nicho promovié la vicarianza y el mantenimiento de sus rangos actuales b) modelos de nicho ecolégico
similares, con superposicion en el area de distribucion de las especies y en las areas intermedias, indicando que los factores
climaticos no causaron la vicarianza c) modelos de nicho ecolégico distintos y sin superposicion entre ellos, apoyando el modelo de

divergencia de nicho, la cual permitio el aislamiento geografico inicial (Tomado y modificado de Wiens y Graham 2005).

En particular en plantas, la retencion de los requerimientos en la germinacion y supervivencia se
documenta en especies filogenéticamente cercanas (Burns y Strauss 2011; Prinzing et al. 2011). Este
conservadurismo de nicho ecoldgico, se ha demostrado que persiste en las especies a pesar de los
cambios en las condiciones ambientales, tales como las glaciaciones del Pleistoceno (Martinez-Meyer y
Peterson 2006; Peterson 2011). Sin embargo, en algunos taxa se ha documentado que en grupos de
especies filogenéticamente cercanas puede existir divergencia de nicho ecoldgico (Evans et al. 2009;
Martinez-Cabrera et al. 2012; Nakazato et al. 2010; Jaime et al. 2015). En estas especies, la divergencia
suele mostrarse solo en algunos ejes del nicho, los cuales se consideran suficientes para promover la
divergencia evolutiva (Loera et al. 2012; Thode et al. 2014). También se ha sugerido que la diferenciacion
ecoldgica esta asociada con la divergencia reciente, donde las especies pueden o no mostrar
superposcion de nicho ecoldgico (Nakazato et al. 2010). Por ejemplo, en especies hermanas de la
Provincia Floristica de California, la superposicién de nicho ecoldgico es alta, sin embargo, se documenta
divergencia asociada al habitat o al suelo (Anacker y Strauss 2014). En regiones con riqueza especifica
alta, el clima estacional, los gradientes climaticos y la heterogeneidad ambiental, se reconocen como
factores que promueven nichos potenciales que favorecen la especiacion (Pontarp et al. 2015). De tal
modo que una diversidad de especies alta esta relacionada con una diversidad de nichos alta (Verboom
et al. 2004).

En el género Eriosyce (Cactaceae), la distribucion geografica de especies filogenéticamente cercanas es
segregada o muestran una superposicion minima, sugiriendo que la divergencia alopétrida conduce a la
divergencia evolutiva (Guerrero et al. 2011). En especies de cactaceas globosas se ha sugerido que las
caracteristicas del sustrato, como los micrositios y las rocas, son factores que determinan su distribucion
(Mourelle y Ezcurra 1996; 1997). Asimismo, la heterogeneidad edafica de las areas donde habitan estas
especies se considera que determinan su endemismo (Mourelle y Ezcurra 1996; 1997; Goettsch y
Hernandez 2006).
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Las perspectivas filogeografica y ecoldgica permiten entender los procesos que originan especiacion en
plantas. En esta tesis fueron utilizadas para entender los procesos de especies en el género Mammillaria,
de la familia Cactaceae. En particular se utilizaron tres especies filogenéticamente cercanas endémicas

del Valle de Tehuacan — Cuicatlan, M. crucigera, M. huitzilopochtliy M. supertexta.

1.3 El origen y la diversificacion de la familia Cactaceae

La familia Cactaceae es nativa del continente Americano (Bravo-Hollis 1978; Hernandez y Godinez 1994)
e incluye aproximadamente 2 000 especies (Anderson 2001). México registra una riqueza de 660
especies (Ortega-Baes y Godinez Alvarez 2006), de las cuales 518 son endémicas (Guzman et al. 2007).
Con base en la ausencia de taxa endémicos de la familia Cactaceae en Africa (a excepcién de Rhipsalis),
se propuso su origen hace 100 m. a. aproximadamente (Cretacico 145 — 66 m. a.) (Leuenberger 1986;
Wallace y Gibson 2002). Por su parte los estudios filogenéticos con la region nuclear ITS, se calcul6 una
edad para Cactaceae de 30 m. a. aproximadamente (Oligoceno, 33.9 — 23.03 m. a.) (Hershkovitz y
Zimmer 1997). Otro estudio con varias regiones de nucleo y de cloroplasto, calculé una edad en el origen
de la familia Cactaceae de 35 m. a. aproximadadamente (Arakaki et al. 2011) (Eoceno, 56 — 33.9 m. a.).
Este probable origen reciente de la familia Cactaceae se ve respaldado por la divergencia molecular baja
encontrada en dos regiones de ADN de cloroplasto para el analisis las relaciones en la familia Cactaceae
(Nyffeler 2002). Estos resultados contrastan con lo sugerido por Ocampo y Columbus (2010), que
analizaron la edad ocho familias del suborden Cactineae, usando la edad de las Islas Hawaianas para
calibrar su divergencia evolutiva y estimaron una edad de 10 m.a. aproximadamente (Mioceno, 23.03 —

5.33 m. a.) para Cactaceae.

La diversificacion de las cactaceas suculentas (subfamilias Cactoideae, Opuntioideae y Maihuenioideae;
Edwards et al. 2005) se ha relacionado con el incremento en la aridificacion del planeta y la disminucion
del CO2 hace aproximadamente 27 — 25 m. a. (Oligoceno, 33.9 — 23.03 m. a.) (Arakaki et al. 2011). Sin
embargo, se ha dicho que los eventos de diversificacién mas rapidos, ocurrieron hace 10 —5 m. a.
(finales del Mioceno e inicios del Plioceno) (Arakaki et al. 2011; Hernandez-Hernandez et al. 2014). Estos
eventos de diversificacion, ocurrieron también en otros linajes suculentos como Ruschioideae
(Aizoaceae) (Klak et al. 2004), Agave (Good-Avila et al. 2006) y Ephedra (Loera et al. 2012), asi como en

linajes adaptados a la aridez como Prosopis (Catalano et al. 2008) y Bursera (De Nova et al. 2012).

Entre los procesos que han conducido la especiacién en la familia Cactaceae se reconocen a la
poliploidia y a la hibridacion en la subfamilia Opuntioideae (Pinkava 2002; Majure et al. 2012 a). En la
subfamilia Cactoideae, la mas rica (= 1200 especies) de Cactaceae (Nyffeler 2002), La evolucién de los
sindromes de polinizacién asociados a los cambios en las formas de crecimiento causaron esta riqueza
alta (Schlumpberger 2012; Hernandez-Hernandez et al. 2014; Sanchez et al. 2014). Dentro de esta
misma subfamilia, se sugiere que los cambios climaticos climaticos ocurridos en el pasado
probablemente actuaron como presion de seleccion para promover la divergencia entre los linajes
(Calvente et al. 2011; Demaio et al. 2011).
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Con estos estudios se han reconocido regiones de ADN de cloroplasto con un polimorfismo relativamente
alto (Cuadro 1). De los marcadores nucleares estudiados, el espaciador intergénico transcrito (ITS, por
sus siglas en inglés) registra el polimorfismo alto (> 6 %) en los géneros Pachycereus (Arias et al. 2003) y
Opuntia (Griffith y Porter 2009) y en Rhipsalis baccifera (Ornelas y Gomez-Sanchez 2015). Sin embargo,
en linajes como Lophocereus (Hartman et al. 2001), Mammillaria (Harpke y Peterson 2006) e Hylocereus

(Plume et al. 2013), el ITS registra evolucion no concertada.

Respecto a los procesos microevolutivos que operan dentro de las poblaciones se reconoce a la deriva
génica (Gorelick 2009), debido a que la mayoria de las especies de Cactacae presentan tamainos
poblacionales pequefios, lo que maximiza el efecto de este proceso. Los estudios filogeograficos en
Cactaceae son escasos debido al nivel de polimorfismo que han mostrado los marcadores moleculares
(Cuadro 2), sin embargo se han logrado hacer inferencias sobre las relaciones genealdgicas entre las

poblaciones, asi comolas rupturas filogeograficas que las separan.

En particular, el género Mammillaria es el grupo mas numeroso de la familia Cactaceae con 163 especies
(Cuadro 3; Hunt 2006), de las cuales 113 especies son endémicas de México (Guzman et al. 2003). Las
especies de este género se distribuyen en el oeste de Canada, el sur de Estados Unidos, México, el
Caribe, América Central y América del Sur (Bravo-Hollis 1978; Pilbeam 1999). El género Mammillaria
registra una problematica de conservacion ya que un total de 109 especies se incluyen en la NOM-059-
SEMARNAT-2010 (DOF 2010) y la Lista Roja de la Union Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza (IUCN 2017) incluye 168 especies. En tanto que el Convencién sobre el Comercio
Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres incluye a una especie en su
Apéndice | (CITES) y el resto de las especies del género esta en el Apéndice Il (CITES 2017). La alta
mortalidad en las primeras etapas de su ciclo vida, su alta especificidad de habitat y una disminucién en
su tasa de crecimiento poblacional (Valverde et al. 2004; Flores-Martinez et al. 2010; Ferrer-Cervantes et

al. 2012; Arias y Zavala-Hurtado 2013) son factores que podrian afectan su estatus de conservacion.

La diversificacion de Mammillaria se propone que ocurrié hace 7.6 — 6.3 m. a. aproximadamente
(Mioceno, 23.03 — 5.33 m. a.) (Arakaki et al. 2011). Actualmente, se ha propuesto que la aridificacién de
América del Norte, especificamente con la expansion del Desierto de Chihuahua, es el factor que
promovid su divergencia (Hernandez-Hernandez et al. 2014). Sin embargo, dado la carencia de registro
foésil para la familia Cactaceae no se puede validar la datacion. Este género se considera polifilético ya
que esta relacionado filogenéticamente con los géneros Coryphantha, Ortegocactus, Escobaria y
Neolloydia, todos de la tribu Cacteae (Butterworth et al. 2002; Butterworth y Wallace 2004; Crozier 2005).
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Cuadro 1. Estudios filogenéticos en la familia Cactaceae. Se indica el genoma (ADNcp = ADN de cloroplasto y ADNn = ADN

nuclear) y la regién analizada, la longitud en pares de bases y el porcentaje de polimorfismo entre paréntesis. Ademas, se presenta

un breve resumen de las conclusiones y la referencia bibliografica.

Nivel taxonémico

Genoma/region

Longitud (%

Conclusiones

Referencia

del estudio polimorfismo)
Mammillaria ADNCcp/rpl16 1036 (16) El género Mammillaria no es un grupo  Butterworth y Wallace
filéti 2004.
ADNcplpsbA-tmH 367 (22) monotiietico
Mammillaria ADNcp/trL-trnF 402(3.23) Las relaciones entre las especies estan Harpke et al. 2006.
poco resueltas y con soporte bajo.
Familia Cactaceae, ADNcp/rbcL 1476 (8) En la subfamilia Cactoideae: género Crozier 2005.
enfasis en Ferocactus parafilético, género
Mammillaria ADNcp/rpoB 3336 (16) Mammillaria no es monofilético, género
ADNcp/matK 1575 (18) Coryphantha contiene dos clados los
cuales incluyen al género Neolloydia,
ADNCcp/rpl16 1925 (16) Ortegocactus, Pelecyphora y algunas
especies de Mammillaria y Escobaria.
ADNep/trmK 7 (15) El género Mammillaria incluye solo las
ADNcp/rpoC1 946 (4) especies reconocidas en el subgénero
Mammillaria (sensu Hunt 1981; Lithy
ADNcp/trnK-psbA 344 (27) 1995).
ADNCcp/rpl20-rps12 1033 (13)
ADNCcp/trnL-trnF 518 (20)
ADNCcp/trnT-trnL 1494 (11)
ADNCcp/trnK exon 2 35/2(6)
Gymnocalycium ADNcp/atpl-atpH 825 (4.84) Género monofilético, con subgéneros Demaio et al. 2011.
polifiléticos.
ADNCcp/trnT-trnL-trnF 2821 (4.04)
ADNCcp/trnK-matK 1768 (4.07)
ADNCcp/petL-psbE 750 (9.33)
Harrisia ADNN/isi1 861 (1.51) Las regiones analizadas amplifican Franck et al. 2012.
exitosamente en otros géneros como
ADNn/nhx1 475 (3.58) Echinopsis, Hylocereus y Pilosocereus.
ADNcplycf1 1028(7)
ADNcp/atpB-rbcL 808 (2.1)
ADNcp/rpl16 782 (1.67)
Opuntia s.s. ADNCcp/atpB-rbcL 861 (2.32) Clado mondfilético, con eventos de Majure et al. 2012 b.
ADNcp/matk 905 (2.98) poliploidia y evolucién reticular.
ADNCcp/ndhF-rpl32 1699 (2.53)
ADNCcp/psbJ-petA 1169 (6.15)
ADNCcp/trnL-trnF 441 (3.17)
ADNCcp/ycf1 873 (5.84)
ADNN/ITS 599 (6.51)
ADNnN/ppc 469 (7.88)
Tribu Cacteae, ADNCcp/rpl16 1458 (29.08) La hermandad y monofilia de varios Vazquez-Sanchez et al.
énfasis en grupos se confirma. Ferocactus: grupo  2013.
Ferocactus ADNcplrbeL 542 (9.22) monofilético (63 %).
ADNcp/matK 795 (13.71)
ADNCcp/trnL-trnF 1266 (22.11)
ADNCcp/psbA-trnH 878 (17.88)
Serie Polyedrae ADNcp/matK 787 (0) La monofilia de la Serie se recupera Aquino-Garcia 2014.
(Mammillaria) con soporte moderado, se identificaron
ADNcp/rpl16 1197 (1.33) dos clados con soporte bajo.
ADNCcp/psbA-trnH 395 (2.53)
ADNCcp/trnQ-rps16 342 (0.58)
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Para el género Mammillaria se han propuestos los siguientes mecanismos evolutivos como promotores

de su especiacion. A partir del analisis filogenético de la serie Polyedrae, se sugiere que la hibridacion y

la introgresion pudieron promover la divergencia de sus linajes (Aquino-Garcia 2014). Con analisis

citolégicos en Mammillaria se sugiere que la poliploidia promueve la adaptacién a nuevos ambientes,

debido a que seis de las nueve especies poliploides se distribuyen en areas con condiciones ecolégicas y

climaticas distintas a las ocupadas por las diploides (Remski 1954; Del Angel-Pifia 2005).

Cuadro 2. Estudios filogeograficos en la familia Cactaceae. Se indica el genoma (ADNcp = ADN de cloroplasto y ADNn = ADN

nuclear) y la region analizada, la longitud en pares de bases y el porcentaje de polimorfismo entre paréntesis. Ademas, se presenta

un breve resumen de las conclusiones y la referencia bibliografica.

Nivel taxonémico del ~ Genomal/region

Longitud (%

Conclusiones

Referencia

estudio polimorfismo)
Complejo ADNcp/trnT-trnL 1464 (3.8) Diversificacion y eventos demograficos Bonatelli et al.
Pilosocereus afectos por los ciclos climaticos del 2014.
aurisetus ADNcp/tmS-tmG Cuaternario
ADNnN/PhyC 1022 (2.34)
Cephalocereus ADNCcp/psbA-trnH 367 (0.54) Numero de haplotipos bajo, expansion Cornejo-
/ -trajani blacional recient R 2013.
columna-trajani ADNGpltmT-triL 500 (0.6) poblacional reciente omero
M. pectinifera ADNCcp/psbA-trnH 378 (0.52) Numero de haplotipos bajo, diferenciacion  Cornejo-
blacional ltado d tos del R t al.
ADNGpImT4rL so7(033)  fonesionalresulado de eventos del - Remro et 2
Rhipsalis baccifera ADNCcp/rpl32-trnL 1092 (11.17) Dos clados separados por el ltsmo de Ornelas y
Tehuantepec, el cual representa una Gomez-
ADNN/ITS 677 (2.5) barrera al flujo génico. Sanchez 2015.

Entre los procesos microevolutivos que operan en las poblaciones de las especies de Mammillaria estan

el flujo génico y la deriva génica (Lépez-Ortiz 2013; Macias-Arrastio 2014; Solérzano et al. 2014; 2016;

Solérzano y Davila 2015). A pesar de la distribucion restringida que registran estas especies de

Mammillaria 1os niveles de flujo génico varian de moderados a altos. Este aislamiento genético se

presenta en especies sin grandes discontinuidades geograficas, < 4 km, y se ha relacionado con el

sistema de dispersidon de gametos pobre (Solérzano et al. 2016). Aunque la diferenciacion genética alta

no es un factor necesario para la especiacion, se considera que es uno de los factores que puede

promover la division de linajes (Wright 1943). Por su parte otros autores considera que la diferenciacién

genética alta si promueve la divergencia evolutiva entre especies filogenéticamente cercanas (Gao et al.

2015; Hughes y Hollingsworth 2008; Twyford et al. 2013).
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Cuadro 3. Revision taxonémica del género Mammillaria segun Hunt (2006). Se muestran los cinco subgéneros reconocidos y la

distribucion geografica de las 17 series taxonémicas, con el nimero de especies de cada una entre paréntesis.

Subgénero Seccién Serie Distribucion geografica (nUmero de especies)

1. Ohemea México: desde Sinaloa hasta Oaxaca (1)

2. Dolichothele México: Region del Desierto de Chihuahua (6)

3. Phellosperma Suroeste de E. U. A. hasta noroeste de México, una
especie hasta Oaxaca (5)

4. Chilita México: Regién del Desierto de Sonora, una especie hasta
Michoacan (17)

5. Krainzia 1. Longiflora 1. México: regién noroeste y sur (5)

2. Herrerae + Pectiniferae 2. México: Region del Desierto y de Chihuahua y Valle de

Tehuacan-Cuicatlan (7)

6. Cochemia México: Peninsula de Baja California y Valle de Tehuacan-

7. Mammillopsis

8. Mammillaria

1. Hydrochylus

2. Subhydrochylus

3. Mammillaria
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. Leptocladodae

. Heterochlorae
Rhodanthae
Polyacanthae

Supertextae

. Leucocephalae
Mammillaria

Polyedrae

Cuicatlan (4)

México: Sierra Madre Occidental

5. México: Sierra Madre Occidental (Durango-Michoacan)
y Region del Desierto de Chihuahua. Una especie alcanza
el suroeste de E. U. A. (12)

6. México: norte de la Faja Volcanica Transmexicana
(Zacatecas-Hidalgo) (13)

7. México: Sierra Madre Oriental y este del Desierto de
Chihuahua. Una especie alcanza el suroeste de E. U. A. 'y
el Caribe (12)

8. México: Valle de Tehuacan-Cuicatlan (4)

9. México: Desierto Querétaro-Hidalguense (1)

10. México: Desierto de Chihuahua, una especie alcanza
Jalisco (4)

11. México: desde Hidalgo hasta Oaxaca (3)

12. México: sur de la Sierra Madre Oriental y Faja
Volcanica Transmexicana (2)

13. México: Faja Volcanica Transmexicana, desde Jalisco
pasando por Morelos, hasta Oaxaca (11)

14. Desde el sur de la Faja Volcanica Transmexicana en
México hasta el norte de Colombia (9)

15. México: sur de la Regién del Desierto de Chihuahua
(10)

16. Desierto de Chihuahua y Sonora y Sierra Madre
Oaccidental en México, una especie en el Caribe y otra en
Venezuela y Colombia (27)

17. México: desde el norte de la Faja Volcanica
Transmexicana hasta Oaxaca, una especie en Guatemala,

Honduras y Nicaragua (9)
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1.3.1 El Valle de Tehuacan-Cuicatlan: un escenario evolutivo para Mammillaria

De acuerdo con Hernandez y Gémez-Hinostrosa (2015) se reconocen seis areas geograficas con la
mayor riqueza especifica de Mammillaria en México,1) la parte surefia de la peninsula de Baja California
Sur (nueve especies), la cual forma parte de la Regién del Desierto de Sonora, 2) Jaumave (16), al este
del Desierto de Chihuahua, 3) Guadalcazar (15), ubicandose al norte-centro de San Luis Potosi y el su
reste del Desierto de Chihuahua , 4) el suroeste de San Luis Potosi (14), 5) la Subregion Meridional, en el
Desierto de Chihuahua y zona arida Querétaro-Hidalguense (30) y 6) la region de Tehuacan-Cuicatlan
(19).

La regién semiarida del Valle de Tehuacan-Cuicatlan (el Valle de aqui en adelante, Fig. 5) es la mas
surefia de México. A este Valle se le considera una de las tres zonas semiaridas de México con el mayor
numero de taxa endémicos y con mayor diversidad biolégica (Villasefor et al. 1990; Rzedowski 1991;
Davila et al. 2002). La riqueza floristica documentada para el Valle (2, 626 especies) se ha explicado por
las afinidades con otras regiones de América, ademas de su heterogeneidad geoldgica y climatica. Dada
la similitud entre la vegetacion del Valle con la vegetacion neotropical y de otras zonas aridas de
Norteamérica, se considera que estas floras contribuyeron a la formacién de la vegetacién propia en el
Valle (Villasefior et al. 1990). De igual modo, la presencia de afloramientos litolégicos de diferentes eras
geoldgicas, desde el Terciario temprano hasta el Plioceno (5.3 — 2.58 m. a.), asi como la distribucion de
geoformas asociadas a la evolucién del paisaje, se documentan como un factor que promueve que las
especies en las comunidades vegetales sean tan distintas (diversidad B > 90 %) (Osorio et al. 1996;
Valiente-Banuet et al. 2000).

El origen del Valle se remonta al periodo Paleozoico (570 — 240 m. a.) cuando se establecio el complejo
basal (Brunet 1967). A finales de la era Mesozoica hasta mediados de la Cenozoica (140 —35 m. a.) la
region se invade por aguas marinas formando un gran lago, pero a principios del Cuaternario (2 m. a.)
gracias a movimientos orogénicos se registra una regresion marina que marca el aislamiento del Valle
respecto al Golfo de México (Fuentes-Aguilar et al. 1971). Este evento ocasioné que los limites del lago
se extendieran a ambos lados y que los escurrimientos se drenaran a través del Rio Santo Domingo,
disminuyendo el nivel del agua y encauzandolo hacia la cuenca del Rio Papaloapan con direccion al
Golfo de México (Brunet 1967; Smith 1967). En consecuencia, el lago fue desapareciendo gradualmente,
por lo que el Valle pasé de ser un sistema estable y cerrado a uno de erosion intensa, convirtiéndose asi
en una regién semiarida. En el Pleistoceno tardio — Holoceno (11 000 — 5 000 afios) se sugieren
variaciones climaticas, que dieron lugar a la configuracion geomorfica, sedimentaria y bidtica del Valle
actual (Brunet 1967; Valiente-Banuet et al. 2000; Medina-Sanchez 2010).
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Con respecto a los cambios climaticos ocurridos en el Valle, en el Eoceno tardio — Oligoceno temprano
(56 — 23 m. a.) se sugieren climas de templado — hiumedos a secos (Ramirez-Arriaga et al. 2006). De
acuerdo con registros de polen, las zonas montafosas fueron pobladas por coniferas, contrastando con
vegetacion xérica y bosque tropical caducifolio en tierras bajas (Beraldi-Campesi et al. 2006; Ramirez-
Arriaga et al. 2006; Medina-Sanchez 2010). Al final del maximo glaciar (21 000 afios) los limites
altitudinales de los bosques de Pinus bajaron a altitudes < 2500 msnm, donde actualmente se les
encuentra en el Valle (Canul-Montafiez 2008). En el Holoceno (7 000 — 5 000 afios) persistié una
tendencia humeda, sin embargo, de acuerdo con el registro polinico, se sugiere la presencia de una
posible selva baja caducifolia (Canul-Montafiez 2008), por lo que las comunidades vegetales actuales se
establecieron después de este periodo. No obstante, existen registros de polen con afinidad a géneros
como Neobuxbaumia, Astrophytum y Cylindropuntia en el Valle que sugieren la presencia de Cactaceae
desde el Mioceno medio (15.6 m. a.) (Ramirez-Arriaga et al. 2014). Si se considera que desde este
tiempo se establecieron ancestros de cactaceas actuales, los cambios geomorfolégicos y climéticos,
acompanados con los cambios en las asociaciones vegetales, hacen del Valle un area de estudio ideal

para inferir divergencia evolutiva y posibles procesos de especiacion en Cactaceae.

En particular, de las 26 especies de Mammillaria registradas para el Valle, 13 son endémicas (Arias et al.
2012), en tanto que los ocho restantes alcanzan los estados de Hidalgo, Veracruz, Jalisco, Colima,
Guerrero, Michoacan y Chiapas (Hunt 2006). La serie Supertextae se distribuye desde el sur de la Faja
Volcanica Transmexicana hasta Colombia y Venezuela (Hunt 2006) y es un grupo representativo del
Valle, ya que de las nueve especies reconocidas siete concentran su distribucién en los estados de
Puebla y Oaxaca (Novoa-Lara 2008) (Fig. 6). En el caso de las especies con distribucion fuera de

México, como M. albilanata y M. columbiana, el numero de localidades es < 8 (Fig. 6).
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Fig. 5. a. Mapa de México mostrando las principales cadenas montafiosas. b. Valle de Tehuacan-Cuicatlan, en rojo se sefiala la

Reserva de la Biosfera Tehuacan-Cuicatlan (RBTC); Rio Grande, red hidrolégica primaria del Valle, sefialado en azul.
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Las relaciones entre las nueve especies de la serie Supertextae no han sido establecidas claramente
debido a la gran variacion morfolégica (Hunt 1971; 1979). Lithy (1995) integré caracteristicas
morfolégicas, cariolégicas, quimicas y anatémicas de estas especies y ademas de a M. eriacantha, la
cual no es reconocida por Hunt (2006) como parte de esta serie, con la finalidad de determinar si
Supertextae es un grupo monofilético. Los resultados de este andlisis mostraron que la serie Supertextae
es un grupo monofilético en el que se distinguen dos grupos, el primero de ellos nombrado como
Supertexta, incluye cinco especies: M. albilanata, M. columbiana, M. eriacantha, M. haageana y M.
supertexta; y el segundo grupo llamado Crucigera incluye a M. crucigera, M. dixanthocentron y M.
huitzilopochtli. En el estudio de la filogenia molecular de la familia Cactaceae basado en la region trnK-
matK de cloroplasto (Barcenas et al. 2011) se incluyeron a las nueve especies de la serie Supertextae,
las que se agruparon en cuatro clados distintos (Fig. 7). Lo anterior indica que no es un grupo
monofilético, lo que se puede deber a la falta de variacién de esta region molecular. Otros estudios
basados en ADN de cloroplasto (Butterworth y Wallace 2004; Crozier 2005) permiten establecer la
monofilia del grupo, pero no las relaciones entre las especies, debido a que no incluyen a todas las

especies de la serie.

Fig. 6. Distribucion geogréfica de las nueve especies de la serie Supertextae sensu Hunt (2006): M. albilanata ™ , M. crucigera A,
M. columbiana™, M. dixanthocentron™, M. flavicentra™, M. haageana™, M. halbingeri® , M. huitzilopochtii e y M. supertexta +.
Con excepcion de M. albilanata y M. columbiana, las especies concentran su distribuciéon en Puebla y Oaxaca, ademas de ser

endémicas de México.
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De las siete especies endémicas al Valle, tres de ellas se eligieron como modelo bioldgico en esta tesis
dado que son especies filogenéticamente cercanas y con poblaciones geograficamente aisladas. Estas
especies, M. crucigera, M. huitzilopochtliy M. supertexta, restringen su distribucion a la parte sur de
Valle, al oeste de la Sierra de Zongolica (Figs. 9, 11, 13; Novoa-Lara 2008; Hernandez y Gémez-
Hinostrosa 2015). Estas tres especies enfrentan una problematica de conservacion ya que incluyen en la
categoria de proteccién especial en la NOM-059-SEMARNAT-2010 (DOF 2010) y en la Lista Roja de la
IUCN M. crucigera 'y M. supertexta se clasifican en la categoria de amenazadas (“Endangered B1ab”) y
M. huitzilopochtli en la categoria de preocupacién menor (“Least Concern”) (Arias y Zavala-Hurtado 2013;
IUCN 2013). Las principales razones por las que estas especies se clasifican en estas Listas de Riesgo
son sus pocas poblaciones (< 10), el alto aislamiento geografico entre ellas y su restringida distribucion

geografica.

Fig. 7. Relaciones filogenéticas de ocho de las nueve especies de la serie Supertextae (marcadas con punto negro) y los cuatro
clados en los que se distribuyen. La especie M. supertexta se omite debido a que formé una politomia junto con otras 45 especies.
Con un asterisco se sefiala a las especies que se distribuyen fuera del Valle de Tehuacan-Cuicatlan, con dos astéristos a las

especies que son endémicas de este valle (filogenia tomada y modificada de Barcenas et al. 2011).
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En particular, M. crucigera registra niveles de diversidad genética bajos y diferenciacién genética alta
(Soldérzano y Davila 2015). Las poblaciones de M. huitzilpochtli registran una diversidad genética y una
diferenciacién genética moderadas, mientras que en M. supertexta sus poblaciones mostraron niveles de
diversidad genética moderada y diferenciacion genética baja (Soldrzano et al. 2014). Estos estudios
indentificaron a la deriva génica y al flujo génico como los procesos microevolutivos que determinan estas
caracteristicas genético poblacionales. Ademas, sugieren que la dispersion de polen y de semillas debe
ser estudiada, ya que se reconoce que estos procesos son relevantes para entender tanto los niveles de
diferenciacion como de diversidad genética poblacional (Ellstrand 2014). Sin embargo, en el género
Mammillaria los sistemas de dispersidon no se han evaluado, pero de acuerdo al tamafio de los frutos de
las tres especies estudiadas (< 3 cm) (Arias et al. 2012) y a la distribucion agregada de los individuos, se
sugiere que la dispersion de las semillas es por escorrentia (Peters y Martorell 2001; Avendafio-Calvo
2007; Flores-Martinez et al. 2008; Solérzano y Davila 2016). En relacion a su sistema de polinizacion, de
acuerdo a sus caracteristicas florales y a los visitantes florales, se infiere que es por melitofilia (Flores-
Martinez et al. 2013; Solérzano et al. 2014). Con estos sistemas de dispersion, por agua y por insectos

generalistas, se espera que la dispersion de lo gametos sea pobre.

La distribucion geografica restringida que se registran en las tres especies aqui estudiadas (Peters y
Martorell 2001) se ha sugerido que se deben a propiedades quimicas y mineraldgicas del suelo
(Solérzano et al. 2010), asi como por las caracteristicas topograficas de su habitat, como es el caso de la
pendiente de la ladera (Martorell y Patifio 2006). Los periodos de floracién de las tres especies presentan
sincronia (Cuadro 4), sin embargo, las especies no son simpatricas y presentan un aislamiento
geografico que varia de < 2 km a 60 km (Figs. 9, 11, 13) y considerando ademas que el aislamiento
geografico puede repercutir en el aislamiento genético (Nakazato et al. 2010), es posible sugerir que no

hay hibridacion entre estas especies.

Cuadro 4. Periodo de floracién de las tres especies de Mammillaria estudiadas en esta tesis. Se marca con una X los meses en los

cuales cada especie florece.

Especie e f m a m J a S O n d
M. crucigera’ X X X X X X X
M. huitzilopochtli? X X X X
M. supertexta® X X X X X

" Contreras y Valverde 2002; 2 Flores-Martinez et al. 2010; 3 Arias et al. 2012
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Il. Hipotesis

Hipotesis filogeograficas

1. En cada especie estudiada

A partir de lo presentado en antecedentes y particularmente lo referente a los niveles de flujo génico
bajos, la dispersion pobre de semillas y polen y a la distribucion geografica relativamente aislada entre las
poblaciones se propone examinar la hipotesis de que M. crucigera y M. supertexta tengan una estructura
filogeografica marcada. Por su parte, en M. huitzilpochtli se espera un una estructura filogeografica

somera.

2. Entre las tres especies estudiadas
Se espera que se confirme la monofilia de M. crucigera, M. huitzilopochtliy M. supertexta y que los

analisis filogenéticos descarten que ocurra hibridacion entre estas especies.

Hipotesis de nicho ecoldgico

Entre las especies M. crucigera, M. huitzilopochtliy M. supertexta se espera que los componentes
climaticos y edéficos de sus nichos ecoldgicos estén claramente diferenciados. Por tener estas tres
especies actualmente una distribucidn geografica alopatrida se espera que el modelo de divergencia de

nicho sea el que explique la divergencia ecoldgica entre estas especies.
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lll. Objetivos

Objetivos generales
1. Identificar procesos evolutivos que han moldeado la estructura filogeografica en y entre las especies M.

crucigera, M. huitzilopochtliy M. supertexta, para entender su divergencia evolutiva.

2. ldentificar las variables del ambiente abiotico que determinan que los nichos ecoldgicos de M.

crucigera, M. huitzilopochtliy M. supertexta estén diferenciados.

Obijetivos particulares
Determinar los niveles de estructura filogeografica en M. crucigera, M. huitzilopochtliy M. supertexta e

inferir la importancia del flujo génico y la deriva génica en esa estructuracion.

Determinar las relaciones filogenéticas entre las especies M. crucigera, M. huitzilopochtliy M. supertexta,

con la finalidad de identificar posibles eventos reticulados, como hibridacion o introgresion.

Modelar el nicho ecoldgico de M. crucigera, M. huitzilopochtliy M. supertexta con la finalidad de evaluar

los modelos de conservadurismo y divergencia de nicho ecoldgico.
Comparar el componente edafico del nicho ecoldgico entre M. crucigera, M. huitzilopochtliy M.

supertexta, con la finalidad de identificar las variables fisicas y quimicas que determinan sus diferencias y

sus semejanzas.
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IV. Area de estudio

Las tres especies aqui estudiadas se distribuyen en el Valle de Tehuacan-Cuicatlan (Figs. 9, 11, 13). Este
Valle se ubica en la Provincia Floristica Tehuacan-Cuicatlan (Rzedowski 2006), localizada entre los 17 °
48 ‘y 18 ° 58 ‘ latitud norte y los 97 ° 3 ‘ y 97 ° 43 ‘. Este Valle se considera una de las tres zonas
semiaridas de México con un nimero de elementos endémicos alto (~ 14 % de su flora) en un area
relativamente pequefia (~ 10 000 km?) (Davila et al. 2002). Ademas, casi el 98 % de la superficie del Valle
esta protegida como Reserva de la Biosfera Tehuacan-Cuicatlan (RBTC) (DOF 1998) (Fig. 5 b).

El intervalo altitudinal en el Valle oscila de 400 a 3 000 msnm. El ambiente arido se debe al efecto de
sombra orografica que produce la Sierra Madre Oriental, conocida localmente como la Sierra de
Zongolica (Fig. 1 b; Villasefior et al. 1990). En este Valle el clima es calido semiarido y altamente
estacional. De acuerdo a la clasificacion de Garcia (1981), el clima predominante es el arido (BS)
representado en tres subgrupos, semiarido (BS0), arido (BS1) y muy arido (BW); seguido de los
templados (C), el clima calido y semicalido A (C) (Ochoa-Estrada 2001; Miguel-Talonia et al. 2014). Este
ambiente esta determinado también por la presencia de los vientos del este (alisios) con lluvias de tipo

monsonico durante el verano y por vientos del oeste durante el invierno (Valiente-Banuet et al. 2009).

El Valle forma parte de la cuenca alta del rio Papaloapan en la Region Hidrolégica Papaloapan (Ochoa-
Estrada 2001). Al norte de la cuenca del Valle se encuentra el Rio Salado que en Quiotepec se une con
el Rio Grande, formando el Rio Santo Domingo, afluente del Papaloapan, el cual desemboca en el Golfo
de México (Reyes et al. 2004) (Fig. 5 b). La vegetacion dominante en el Valle son comunidades aridas
como matorrales y bosques de cactaceas columnares (Valiente-Banuet ef al. 2009). Las comunidades de
plantas estan representadas por cerca de 3 000 especies, lo que representa aproximadamente el 10 %
de la flora registrada en México (Davila et al. 2002). Valiente-Banuet et al. (2000) reconocen 29
asociaciones vegetales, en seis categorias: bosques de cactaceas columnares, agrupaciones de plantas
arbdreas de zonas bajas (< 1 800 msnm), agrupaciones de plantas arbéreas de zonas altas (1 900 — 2
900 msnm), agrupaciones de plantas arbéreas y herbaceas asociados a rios con agua permanente,
agrupaciones de plantas arbustivas espinosas perennifolias y agrupaciones de plantas arbustivas

inermes perennifolias.

Respecto a su geologia, el Valle forma parte de la provincia mixteco — oaxaquefa, donde destacan los
valles de Cuicatlan, Huajuapan, Tehuacan, Tepelmeme y Zapotitlan, de origen tecténico (Villasefior et al.
1990). Es a finales del periodo Mesozoico y a principios del Cenozoico cuando el paisaje del Valle inicia
su configuracion actual, como resultado de la actividad volcanica y la formaciéon de montafias asociadas
al movimiento de grandes fallas, ocurrida en el Paledgeno (en los ultimos 65 m. a.) (Valiente-Banuet et al.
2000).
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V. Métodos

5.1 Sistemas bioldgicos

Mammillaria crucigera es una cactacea pequefia globosa de menos de 15 cm de altura (Fig. 8), con flores
pequefas rosadas que de acuerdo al tamafo y posicidn del pistilo y estamen, registran hercogamia
(Solérzano y Davila 2015). Esta especie se distribuye en Puebla y Oaxaca (Fig. 9; Arias et al. 2012), por
lo que se considera de distribucion geografica restringida (Peters y Martorell 2001). La densidad
poblacional promedio es de 2.6 individuos/m (Sol6rzano y Davila 2015). Para las poblaciones de esta
especie se registran tasas de germinacion y reclutamiento de cero, asi como un decrecimiento
poblacional (Contreras y Valverde 2002). La distribucion de esta especie cubre un area aproximada de
132 km? (Fig. 9; Peters y Martorell 2001), posiblemente debido a su especializacion edafica (Contreras y
Valverde 2002).

Fotografias N. Lopez-Ortiz

Fig. 8. Individuos adultos de M. crucigera en a. Cerro Blanco, Puebla, b. Malinala, Oaxaca.

Las poblaciones de M. crucigera se ubican en dos tipos de vegetacion, en el bosque tropical caducifolio
creciendo junto con especies de Bursera, Fouqueria, Cercidium y Acacia; y también sobre acantilados
con matorral xerofilo con especies como Ferocactus recurvus, Agave macrocantha, Coryphantha,

Cephalocerues columna-trajani y Opuntia pillosa (Contreras y Valverde 2002).
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Fig. 9. a. Reserva de la Biosfera Tehuacan-Cuicatlan (RBTC) sefalada en rojo. b. Poblaciones estudiadas de M. crucigera (A) 1 —
Tilapa, 2 — Cerro Blanco, 3 — Toxpa, 4 — Malinala, 5 — Ixcatlan, 6 — Tilapa 2, 7 — Tilapa 3, 8 — Teotitlan, 9 — Tecomavaca. Las

poblaciones 1 — 5 solo fueron estudiadas en los analisis genéticos, mientras que en los analisis edaficos se estudiaron todas.

Mammillaria huitzilopochtli mide menos de 13 cm de alto (Fig. 10) y restringe su distribucién a la porcién
sur del Valle (Fig. 11), en un area aproximada de 40 km? (Peters y Martorell 2001). Las tasas de
germinacion y establecimiento se han documentado de cero hasta por cinco afios, lo que se refleja en la
tendencia de disminucién en su tasa de crecimiento poblacional y en su densidad poblacional tan baja (<
1 individuo/m?) (Flores-Martinez et al. 2010). De acuerdo con estudios sobre su fenologia reproductiva,
M. huitzilopochtli se considera una especie xenégama facultativa, debido a que produce pocos frutos con
semilla en experimentos de autofecundacién (Flores-Martinez et al. 2013).

Fotografia F. Macias-Arrastio

Fig. 10. Individuos adultos de M. huitzilopochtli en estado vegetativo en a. Coyula, Santiago Quiotepec, Oaxaca. b. Ruinas,
Cuicatlan, Oaxaca.
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Los sitios donde crece la especie se caracterizan por la presencia de Neobuxbaumia tetetzo como
especie dominante, con especies acompanantes de Escontria chiotilla, Pachycereus weberi,
Myrtillocactus geometrizans, Hechtia sp., Turnera difusa, Plumeria rubra y Bursera morelensis (Flores-
Martinez et al. 2010).

Fig. 11. a. Reserva de la Biosfera Tehuacan-Cuicatlan (RBTC) sefialada en rojo. b. Poblaciones estudiadas de M. huitzilopochtli

(®)1 — Ruinas, 2 — Coyula, 3 — Quiotepec, 4 — Cacahuatal, 5 — Cuicatlan.

Los individuos de M. supertexta son cilindricos de entre 5 — 16 cm de altura (Fig. 12; Arias et al. 2012). El
area de distribucion de la especie se estima que es de 350 km? (Fig. 13; Peters y Martorell 2001), con
una densidad poblacional <1 individuo/m? (Avendafio-Calvo 2007). Las poblaciones de M. supertexta
registran un equilibrio en cuanto a su tasa de crecimiento poblacional, sin embargo, no se registra

reclutamiento en periodos de hasta dos afios (Avendafio-Calvo 2007).
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Fig. 12. Individuos de adultos de M. supertexta distribuidos en a. Comulco, Puebla, b. Y-Quiotepec, Oaxaca, c. Puente, Quiotepec,
Oaxaca.

Entre las especies acompafiantes estan Escontria chiotilla, Myrtillocactus geometrizans, M. carnea,
Neobuxbamia tetetzo y especies del género Bursera, Fouquieria, Hechtia sp., Agave, Opuntia y Jatropha
(Peters y Martorell 2001).

Fig. 13. a. Reserva de la Biosfera Tehuacan-Cuicatlan (RBTC) sefialada en rojo. b. Poblaciones de M. supertexta (+) 1 — Comulco,
2 — Lucia, 3 — Y Quiotepec, 4 — Puente, 5 — Escoba.
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5.2 Analisis para la determinacion de la estructura filogeografica

5.2.1 Analisis molecular de regiones de cloroplasto

El analisis molecular para las tres especies se basé en secuencias repetidas en tandem tipo microsatélite
y en polimorfismos de regiones de ADN de cloroplasto. En total se colectaron cinco poblaciones para
cada una de las tres especies de Mammillaria estudiadas. Estas poblaciones se ubican en los estados de
Puebla y Oaxaca (Figs. 7 — 9). El ADN gendmico de las muestras se obtuvo siguiendo el protocolo
descrito por el DNAeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, USA). El ADN se visualizé en geles de agarosa al 0.8

%, tefiido con bromuro de etidio y visualizado con luz UV.

5.2.1.1 Exploracién de regiones microsatélite

Para cada una de las tres especies de estudio se usaron diez loci de microsatélites de ADN de
cloroplasto disefiados para Nicotiana tabacum (Weising y Gardner 1999) (Cuadro 5). El ciclo de PCR
para amplificar las regiones microsatélite para las tres especies consistié en 94 °C de desnaturalizacion
inicial por 4 minutos, seguido de 35 ciclos a 94 °C por 30 segundos, alineamiento durante 1 minuto a la
temperatura del oligonucledtido utilizado (Cuadro 4), 72 °C por 1 minuto y un ciclo de extension final a 72
°C durante 5 minutos. Cada reaccion de 6 pl contenia H20 desionizada, 4 mM de MgClz, oligonucleétidos
F y Ra 10 mM, Taq polimerasa 0.5 u (Invitrogen, USA) y ADN gendmico total 5 ng. Los productos de
PCR se visualizaron en geles de agarosa al 1.2%, tefiidos con 0.5 yg/ml con SYBR® Safe (Invitrogen,
USA) con luz UV. Incluyendo un marcador de 100 pb para estimar el tamafo del producto de PCR. Para
identificar los alelos de microsatélites se utilizaron para cada uno de los diez loci analizados, el
oligonucleétido F (5’-3’) marcado con fluorocromo NED, FAM, VIC o PET (Cuadro 5). La electroforesis se
llevo a cabo en el secuenciador ABI PRISM™ 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA) del
Instituto de Investigaciones en Ecosistemas y Sustentabilidad, UNAM Campus Morelia. Para determinar
el tamafio de los alelos amplificados se empled el programa PeakScanner™v. 1.0 (Applied Biosystems,
USA), estableciendo asi el tamario de los alelos, de acuerdo con el tamaiio del producto de PCR en

pares de bases.
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Cuadro 5. Loci de microsatélites de cloroplasto analizados para las tres especies de estudio. Se indica el nombre del locus, su

secuencia, su ubicacién y la secuencia repetida en tandem, seguido de las condiciones especificas de las especies de Mammillaria

estudiadas: la temperatura y el tamafo del producto de PCR. NA indica que ese locus no amplifico.

Nombre  Secuencia de oligonucleétido Ubicacion Repeticion Temperatura Tamafio en
del locus (°C) Mammillaria (pb)
ccpm1 F-FAM: CAGGTAAACTTCTCAACGGA intron trmK (Tho 52 117
R:CCGAAGTCAAAAGAGCGATT
ccpm2 F-VIC: GATCCCGGACGTAATCCTG 5'trnS (A)14 52 202-214
R- ATCGTACCGAGGGTTCGAAT
ccpm3 F-PET: CAGACCAAAAGCTGACATAG Intréon trnG ()11 52 108
R: GTTTCATTCGGCTCCTTTAT
ccpmé F-VIC: AATGCTGAATCGAYGACCTA Intrén atpF (Ths NA NA
R: CCAAAATATTBGGAGGACTCT
ccpmb F-NED: TGTTCCAATATCTTCTTGTCATTT 3'rps2 (C)(T)10(T)sC(A)14 NA NA
R: AGGTTCCATCGGAACAATTAT
ccpm6 F-FAM: CGATGCATATGTAGAAAGCC ORF77-ORF82 (T)sC(T)7 48 90
R: CATTACGTGCGACTATCTCC
cppm7 F-VIC: CAACATATACCACTGTCAAG atpB-rbcL (A)13 48 141
R: ACATCATTATTGTATACTCTTTC
cppm8 F-PET: TTGGCTACTCTAACCTTCCC rpl20-rps12 (T)eC(T)14 NA NA
R: TTCTTTCTTATTTCGCAGDGAA
cppm9 F-NED: GGATTTGTACATATAGGACA ORF 74b-psbB (M1 NA NA
R: CTCAACTCTAAGAAATACTTG
cppm10  F-FAM: TTTTTTTTTAGTGAACGTGTCA rpl2-rps19 (T4 48 102-124

R: TTCGTCGDCGTAGTAAATAG

5.2.1.2 Exploracién de regiones de ADN

Con base en los antecedentes, para cada una de las tres especies se analizaron 12 regiones, por medio
de secuenciacion Sanger (Cuadro 6). Para las tres especies y para todas las regiones estudiadas el ciclo
general de PCR fue el siguiente: 94 °C de desnaturalizacion inicial por 4 minutos, seguido de 35 ciclos a
94 °C por 30 segundos, alineamiento durante 1 minuto a la temperatura del oligonucleétido utilizado
(Cuadro 6), 72 °C por 1 minuto y un ciclo de extension final a 72 °C durante 5 minutos. Cada regién de
ADN se obtuvo con PCR individuales en un termociclador Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied
Biosystems, USA). El volumen final de cada reaccion fue de 10 ul y contenia H20 desionizada, Buffer tris-
HCI 1 x, MgCl2 3 — 5 mM, dNTPs 0.3 mM, Primer F y R 0.15 pM, BSA 0.1 x (Bovine Serum Albumin), Taq
DNA polimerasa 0.5 u (Invitrogen, USA) y ADN gendmico total 5 ng. Las reacciones de secuenciacion se
llevaron a cabo con el kit BigDye Teminator v. 3.1 (Applied Biosystems, USA) en el secuenciador 3730xl
DNA Analyzer (Applied Biosystems, USA) del Instituto de Biologia de la UNAM.

Las regiones que no amplificaron inicialmente se ensayaron con dos condiciones de PCR, cuatro
temperaturas de alineamiento y dos concentraciones de MgCl. para descartar su falta de amplificacion. El
gen ycf1 se ensayé con un ciclo de PCR con cuatro temperaturas de alineamiento, dos concentraciones
de oligonucledtidos, dos concentraciones de MgClz y dos concentraciones de BSA. Sin embargo, la
region fue descartada después de ensayos con controles negativos y positivos (especie Strophocactus

chontalensis, Cactaceae).
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Cuadro 6. Nombre de las 12 regiones de ADN de cloroplasto analizadas, su secuencia y la fuente donde fueron publicadas. Las

condiciones especificas de temperatura y del tamafo de las regiones, son las obtenidas para las tres especies de Mammillaria

estudiadas. NA indica que ese locus no amplifico.

Nombre de la Secuencia de los oligonucleétidos (5' - 3') Referencia Temperatura Tamafo

regién (locus) (°C) (pb)

1. atpl-atpH atpl: TAT TTA CAA GYG GTATTC AAG CT Shaw et al. 2007 60 583-632
atpH: CCA AYC CAG CAG CAATAAC

2. ndhF-rpl32 rpl32.0p: TGG TCA AAC GAATCT TTG Majure et al. 2012b NA NA
ndhF.Op: TGC TGA ATA GACAGC TTC A

3. petL-psbE petL: AGT AGA AAA CCG AAATAACTAGTTA Shaw et al. 2007 57 827-837
psbE: TAT CGA ATA CTG GTA ATAATATCA GC

4. psbA-trnH psbAF: GTT ATG CAT GGA CGT AATGCT C Sang et al. 1997 60 336
trnHR (GUG): CGC GCA TGG TGG ATT CAC AAT CC Tate y Simpson

5. psbD -trnT psbD: CTC CGT ARC CAG TCA TCC ATA é?g\?v et al. 2007 56 684-755
trnT(GGU)-R: CCC TTT TAA CTC AGT GGT AG

6. pshJ-petA psbJ: ATA GGT ACT GTA RCY GGT ATT Shaw et al. 2007 NA NA
petA.Op: CAA CAT CAA GTT CGT AAC AAG Majure et al. 2012b

7.pl16 rpl161F: GCT ATG CTT AGT GTG TGA CTC GTT ';'fg’&ner-Heméndez et 67 909-913
rpl163R: CTT CTA TTT GTC TAG GCG TGA TCC

8. rps16-trnK rpS16x2F2: AAA GTG GGT TTT TAT GAT CC Shaw et al. 2007 NA NA
trnK(UUU)x1: TTA AAA GCC GAG TAC TCT ACC

9. tmQ-5'rps16 trnQ(UUG): GCG TGG CCA AGY GGT AAG GC Shaw et al. 2007 53 327
rps16x1: GTT GCT TTY TAC CACATC GTTT

10.trnT-trnL trnTa: CAT TAC AAATGC GAT GCT CT Taberlet et al. 54 526-529
trnLb: TCT ACC GAT TTC GCC ATATC 1991

11.3'trnV-ndhC trnV(UAC)x2: GTC TAC GGT TCG ART CCG TA Shaw et al. 2007 NA NA
ndhC: TAT TAT TAG AAA TGY CCA RAA AAT ATC ATATTC

12. ycf1 ycf1-4182F: AAA TAY RRA TAG AAAATATTTKGA TT Franck etal. 2012  NA NA

ycf1-5248R: GAATTC TYA ATT CTC TAC GAC G

5.2.2 Andlisis estadisticos de la variacion molecular de regiones de cloroplasto

5.2.2.1 Variacion molecular en regiones microsatélite

Para cada poblacion de cada una de las tres especies estudiadas se estimé el nimero de haplotipos, su

proporcion en cada poblacién y el total de las poblaciones de cada especie. Las relaciones genealdgicas

entre los haplotipos se infirieron con el programa Network v. 4.6.1.1. (Bandelt et al. 1999). Por ultimo, se

determind la estructura filogeografica, con Nst que estima la distancia filogenética entre los haplotipos. Si

el valor calculado de NsT es significativamente mayor comparado con un valor Nst permutado (Nst >

pNsT), sugiere que los haplotipos mas relacionados genealdgicamente se ubican juntos en las

poblaciones (Pons y Petit 1996). Este analisis se llevd a cabo en el programa SPAGeDi v. 1.5 (Hardy y

Vekemans 2002), usando 1000 permutaciones para definir su significancia.
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5.2.2.2 Variacion molecular en regiones de ADN

Las secuencias obtenidas para las tres especies fueron ensambladas y editadas en el programa
Sequencher v. 4.8 (Genes Codes Corporation, USA). Posteriormente se realizé el alineamiento con el
programa Mesquite v. 2.74 (Maddison y Maddison 2010) utilizando el algoritmo MUSCLE (Edgar 2004).
El polimorfismo se evalué de dos maneras, la primera a nivel de cada region de ADN de cloroplasto

analizada y a nivel intraespecifico.

Para conocer el polimorfismo de cada region de ADN se conté el nimero de haplotipos en de cada
especie. Ademas, se calculé el indice PIC (Caracteres Potencialmente Informativos) que es la suma del
numero de sustituciones nucleotidicas (SN), el numero de “indels” (ID) y el nUmero de inversiones (1V),
entre la longitud en pares de bases de la region (L) (Shaw et al. 2005). Finalmente, se estimoé el nivel de
variacion genética de cada region para cada especie con los indices de diversidad haplotipica (hq) y de

diversidad nucleotidica (11) con el programa DnaSP v. 5 (Librado y Rozas 2009).

El polimorfismo a nivel intraespecifico se determiné con el numero de haplotipos por region y con el
indice PIC (Shaw et al. 2005). Ademas, se estimé el nivel de variacidon genética para cada especie con
los indices de diversidad haplotipica (hq) y nucleotidica (11) con el programa DnaSP v. 5, considerando
solo las sustituciones nucleotidicas (Librado y Rozas 2009). Las regiones polimérficas fueron
concatenadas y para cada especie se conté con el nimero de haplotipos, su proporcién en cada
poblacién y para el total de las poblaciones de cada especie. Asimismo, se construyd una red de
haplotipos con parsimonia estadistica en el programa TCS v. 1.21 (Clement et al. 2000). El limite de
conexion entre haplotipos fue de 95 % y los “indels” fueron tratados como quinto estado. Finalmente, para
determinar la estructura filogeografica de cada especie se calcul6 el coeficiente de diferenciacién
poblacional Gsr, que esta basado en las frecuencias de los haplotipos (alelos no ordenados) y el
coeficiente Nst, que toma en cuenta las relaciones genealdgicas entre los haplotipos (alelos ordenados).
El programa Permut v. 2.0 (Pons y Petit 1996) se utilizd para el calculo de ambos coeficientes y para la
prueba de permutacién que compara Gsr y Nst, estableciendo un nivel de significancia con 1000
permutaciones. Si el valor de Nst respecto a Gsr resultaba alto y significativo indicaria que los haplotipos
mas relacionados genealdgicamente se ubican juntos en las poblaciones, sugiriendo asi, una estructura

filogeografica (Pons y Petit 1996).
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Las relaciones genealdgicas entre las tres especies estudiadas se evaluaron a partir de los siguientes
analisis estadisticos. Con un analisis de maxima parsimonia en el programa PAUP* v. 4 (Swofford 2002)
se determinaron las relaciones genealdgicas entre las tres especies de estudio, con una busqueda
exhaustiva de 1000 arboles. El soporte de las ramas se estableci6 a partir de 100 réplicas de “bootstrap”.
Los “indels” y las inversiones se trataron como eventos filogenéticamente informativos (Graham et al.
2000; Simmons y Ochoterena 2000) por lo que fueron codificados de manera binaria como
presencia/ausencia (0/1) y agregados al final de la matriz del alineamiento. La especie Ferocactus
flavovirens (Britton y Rose 1922) se utilizé como grupo externo a debido a su cercania con el género

Mammillaria (Butterworth y Wallace 2004; Vazquez-Sanchez et al. 2013).

Ademas, para determinar las relaciones filogenéticas entre las tres especies estudiadas se generaron
secuencias de las regiones de ADN de cloroplasto, rp/16 y psbA-trnH, utilizadas en la filogenia del género
Mammillaria propuesta por Butterworth y Wallace (2004). Para esto se incorporaron las secuencias
obtenidas de estas regiones de ADN a la matriz de las secuencias descargadas del GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Todas las secuencias fueron alineadas con el programa Mesquite v.
2.74 (Maddison y Maddison 2010) utilizando el algoritmo MUSCLE (Edgar 2004). Los “indels”
considerados filogenéticamente informativos por Butterworth y Wallace (2004) (Cuadro 7) fueron
codificados de manera binaria como presencia/ausencia (0/1) y agregadas al final de la matriz del
alineamiento. En el caso de los “indels” que se encontraron contiguos se trataron como un solo evento
mutacional (582 — 646, 818 — 835). Las relaciones filogenéticas se infirieron con el método de maxima
parsimonia implementado en el programa PAUP* v. 4 (Swofford 2002). Se realizé una busqueda
heuristica inicial con el algoritmo de intercambio de ramas TBR, en un arbol inicial obtenido a partir de
adicién gradual, guardando arboles parsimoniosos multiples (MAXTREES = 1000). Las busquedas
adicionales al azar se hicieron con 50 réplicas, cada réplica limitada a guardar un maximo de 1000
arboles parsimoniosos (NCHUCK = 1000 CHUCKSCORE = 1), con el fin de encontrar islas de arboles
cortos. Los valores de bootstrap se calcularon a partir de 45 réplicas, guardando un maximo de 1000
arboles. Ademas, estas relaciones filogenéticas se analizaron también con inferencia bayesiana, previo a
este analisis se utilizé el programa jModelTest 2.0 (Darriba et al. 2012) para estimar el modelo de
sustitucion (GTR + G + ). El andlisis bayesiano se llevé a cabo con el programa MrBayes v. 3.2.6
(Ronquist et al. 2012) con un arbol al azar y una corrida de 10 000 000 de cadenas Markovianas, con un
burn in del 25 %.
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Cuadro 7. Posicion y longitud en pares de bases (pb) de los “indels” codificados de manera binaria, asi como las regiones que los

autores eliminaron debido a que su alta variacion no permitié el alineamiento en el intrén rpl/16.

Butterworth y Wallace 2004 Esta tesis
Secuencia Posicién Longitud (pb) Posicién  Longitud (pb)
rpl16 29-32 4 27-30 4
104-106 3 98-100 3
203-212 10 197-206 10
230-233 4 224-227 4
316 1 311 1
531-534 4 525-529 4
617-639 23 582-646 65
640-644 5
645-685 41
735-754 20 670-688 19
727-838 112 668-778 111
770-775 6 710-715 6
875-880 6 818-835 18
881-887 7
888-892 5
995-997 3 849-851 3
588-615 28 528-609 28
686-713 28 647-674 28
psbA-trnH 28-41 14 28-41 14
63-67 5 59-65 7
68-74 7 59-70 12
104-109 6 103-108 6
110-115 6 110-115 6
148-151 4 144-147 4
225-312 88 213-305 93
240-246 7 226-232 7
294-297 4 280-283 4
356-367 12 342-350 9
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5.3 Evaluacion de la diferenciacion del nicho ecoldgico

5.3.1 Caracterizacion y modelado del nicho ecoldgico

Los registros de los sitios donde se distribuyen las tres especies estudiadas se obtuvieron con la revision
de los ejemplares disponibles en el Herbario Nacional (MEXU, Instituto de Biologia, UNAM), asi como de
recursos en linea del Global Biodiversity Information Facility (GBIF 2015), el portal del Jardin Botanico de
Missouri (http://www.tropicos.org/) y la Red Mundial de Informacion sobre Biodiversidad (CONABIO
2015). También se utilizaron los registros georreferenciados de los proyectos de la CONABIO
“Conocimiento y conservacion de las mamilarias endémicas del Valle de Tehuacan-Cuicatlan” (Peters y
Martorell 2001) y “Actualizacion e incremento del banco de datos de la coleccién de herbario del Jardin
Etnobotanico de Oaxaca” (Chavez-Renddn 2006). Después de la depuracion de la base de datos, en total

para M. crucigera se obtuvieron 17 registros, para M. huitzilopochtli 25 y para M. supertexta 13.

Las coberturas climaticas digitales utilizadas derivan de registros de 1910 a 2009 de 5 000 estaciones
meteorolégicas, generadas a partir del algoritmo “thin-plate smoothing spline interpolation” implementado

en ANUSPLIN (Cuervo-Robayo et al. 2014). Estas coberturas corresponden a 19 variables climaticas y a
dos caracteristicas topograficas obtenidas a partir del modelo digital de elevacién (Cuadro 8). El area
definida para las coberturas abarca un poligono con extremos latitud 19.02162 °, longitud -98.01379 °,
latitud 17.48622° y longitud -96.64084°, con una resolucion de grid de 45 m x 45 m. La caracterizacion del
nicho ecoldgico se realizé extrayendo para los registros de presencia de cada especie los valores de las
19 variables climaticas en ArcGis 10.2 (ESRI 2014). Para cada variable se calcul6 la media y la varianza,

con la finalidad de obtener el perfil bioclimatico de cada especie.
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Actualmente se disponen de varias estrategias analiticas para modelar la distribucién geografica de una
especie, entre ellas estan BIOCLIM (Busby 1991), GARP (Stockwell y Peters 1999), Maxent (Phillips et
al. 2006) entre otros. En particular, Maxent utiliza datos de presencia e informacién sobre la variacion
ambiental proxima al area de estudio (area “background”, o area de calibracién de aqui en adelante) en el
desarrollo del modelo (Phillips et al. 2006). Las inferencias realizadas con Maxent estiman una
distribucién de probabilidad de maxima entropia (que esta mas cerca de ser uniforme) la cual se limita al
conjunto de variables ambientales dadas por el usuario. El algoritmo de Maxent utiliza solo puntos de
presencia, que son empleados para el entrenamiento y la generacion del modelo (Elith et al. 2011). Lejos
de representar una desventaja, la utilizacién de datos de presencia puede brindar conjeturas sobre los
datos de ausencia, debido a que, si una especie esta ausente en un area en particular, esta sugiriendo
que esta area no es adecuada para la especie (Yackulic et al. 2013). En general, Maxent ha probado ser
robusto, de uso accesible y computacionalmente eficiente (Elith et al. 2011). Aunque se documentan
algunas desventajas, los modelos creados con Maxent se caracterizan por discriminar de manera
adecuada las areas adecuadas vs inadecuadas para las especies (Phillips et al. 2006), registrar un
desempefio promedio alto (Qiao et al. 2015), ademas de un funcionamiento correcto con un nimero de
puntos de presencia limitado (Pearson et al. 2007; Rinnhofer et al. 2012). Por lo anterior, para el
modelado de nicho ecolégico de cada especie se utilizé el algoritmo de maxima entropia implementado
en el programa Maxent v. 3.3.3 a (Phillips et al. 2006).

Los modelos de nicho requieren de la estimacion previa de la correlacion entre las variables. Esto se
realiz6 con el programa SDMtools (Brown 2014) implementado en ArcGis v. 10.2 (ESRI 2014). Las
variables climaticas o topograficas que registraron valores altos de correlacion (r = 0.9) fueron
descartadas. Las variables no correlacionadas fueron la oscilacion diurna de la temperatura (bio2), la
isotermalidad (bio3), la estacionalidad de la temperatura (bio4), la temperatura maxima del mes mas
calido (bio5), la oscilacion anual de la temperatura (bio7), la estacionalidad de la precipitacion (bio15), la
precipitacion del trimestre mas seco (bio17), la precipitacion del trimestre mas calido (bio18), la
precipitacion del trimestre mas frio (bio19), la orientacién y la pendiente de la ladera. Para las tres
especies de estudio la oscilacién diurna de la temperatura (bio2), la estacionalidad de la precipitacion
(bio15), la precipitacion del trimestre mas seco (bio17) y la pendiente de la ladera, aportaron menos del 2
% para la elaboracion del modelo. Sin embargo, la inclusion de dichas variables correspondia a valores

negativos en la prueba de jackknife, por lo que estas variables fueron descartadas.
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Con la finalidad de conocer las variables que determinan la presencia de los taxa, asi como la
sensibilidad de los parametros elegidos en la elaboracion del modelo, Chunco et al. (2013) emplearon un
método para construir modelos independientes y reconocer el mejor modelo. De esta manera, para cada
especie se elabord un primer modelo con las 19 variables climaticas y un segundo modelo con las 19
variables climaticas y las tres de superficie (Cuadro 8). Los dos modelos generados para cada especie
fueron comparados y se eligieron las variables que aportaron al menos 3 % en la elaboracién del modelo
y aquellas que no estuvieron correlacionadas. Una vez establecidas las variables mas importantes para
cada especie, se elaboré un modelo para cada especie utilizando 100 réplicas, el 75 % de los registros
de presencia para el entrenamiento y el 25 % para la validacion del modelo. Los parametros utilizados
fueron el multiplicador de regularizacion de 1, el nUmero maximo de iteraciones 1000, el limite de
convergencia 1x107% y el nimero maximo de puntos de fondo 1000. No se utilizé el método de

extrapolacion.

Cuadro 8. Lista de las 19 variables climaticas y tres topograficas utilizadas para la elaboracion de los modelos de nicho ecolégico de

las tres especies de Mammillaria estudiadas.

Variable (unidades) (abreviatura)

. Temperatura promedio anual (°C) (bio 1)

. Oscilacién diurna de la temperatura (°C) (bio 2)

. Isotermalidad (°C, cociente entre parametros 2 y 7) (bio 3)

. Estacionalidad de la temperatura (%, coeficiente de variacion) (bio 4)

1
2
3
4
5. Temperatura maxima promedio del mes mas calido (°C) (bio 5)
6. Temperatura minima promedio del mes mas frio (°C) (bio 6)

7. Oscilacion anual de la temperatura (°C, cociente entre parametros 5y 6) (bio 7)
8. Temperatura promedio del trimestre mas lluvioso (°C) (bio 8)

9. Temperatura promedio del trimestre mas seco (°C) (bio 9)

10. Temperatura promedio del trimestre mas calido (°C) (bio 10)

11. Temperatura promedio del trimestre mas frio (°C) (bio 11)

12. Precipitacion anual (mm) (bio 12)

13. Precipitacion del mes mas lluvioso (mm) (bio 13)

14. Precipitacion del mes mas seco (mm) (bio 14)

15. Estacionalidad de la precipitacion (%, coeficiente de variacion) (bio 15)

16. Precipitacion del trimestre mas lluvioso (mm) (bio 16)

17. Precipitacion del trimestre mas seco (mm) (bio 17)

18. Precipitacion del trimestre mas calido (mm) (bio 18)

19. Precipitacion del trimestre mas frio (mm) (bio 19)

20. Altitud (msnm)

21. Orientacién (grados)

22. Pendiente (grados)
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La validacién del modelo se realizé evaluando el area bajo la curva (AUC por sus siglas en inglés) de la
Caracteristica Operativa del Receptor (ROC por sus siglas en inglés). La curva ROC se obtiene
graficando en el eje x los valores de especificidad (tasa de errores falsos positivos) contra la tasa de
sensibilidad (tasa de verdaderos positivos en el eje y), basados en cada valor de probabilidad predicho
por el modelo para el conjunto de datos (Fielding y Bell 1997; Franklin 2010). El valor de AUC va 0.5a 1,
cuando toma valores proximos a 1 existe un buen ajuste con los datos de evaluacion (Fielding y Bell
1997). El valor de AUC comunmente clasifica las presencias versus las ausencias, pero en Maxent es
usado para clasificar las presencias versus los puntos en el area de calibracién, los cuales pueden ser o
no ausencias verdaderas (Phillips et al. 2006). De las 100 réplicas obtenidas de cada modelo elaborado
para cada especie, se realizé una preseleccion de acuerdo con los valores mas altos del area bajo la
curva (AUC > 0.95), analizando las curvas ROC de los modelos y las curvas de respuestas de cada
variable. Para cada modelo preseleccionado por especie se extrajeron los valores de idoneidad de los
puntos de presencia en ArcGis v. 10.2 (ESRI 2014). El modelo con el valor mas alto de idoneidad fue
elegido para cada especie. Asimismo, con este programa se reclasificaron los modelos de nicho con

intervalos de idoneidad tomando en cuenta el valor mas alto.

5.3.2 Comparacion de los nichos ecoldgicos entre las especies

Para responder el cuarto objetivo se utilizaron dos tipos métodos, uno basado en modelos de nicho y otro
en analsis multivariados. En este ultimo método se considera como ventaja que al utilizar un Analisis de
Componentes Principales (PCA, por sus siglas en inglés), se reducen los datos de las coberturas

climaticas a un conjunto de ejes independientes del espacio ambiental (Arteaga et al. 2011).

5.3.2.1 Analisis de los modelos de nicho entre especies

Los modelos de nicho ecoldgico se compararon con el programa ENMTools v. 1.3 (Warren et al. 2008),
por medio de la medicion la similitud o superposicion del nicho (valor observado de similitud o “niche
overlap”), con el indice D de Schoener (1968) y con el indice /, que es una medida similar a la distancia
de Hellinger (Warren et al. 2008). Este valor de superposicion se obtiene comparando las estimaciones
de idoneidad de habitat generadas previamente para los modelos de nicho ecoldgico (Warren et al.
2008). Los valores obtenidos van de 0, cuando son nichos completamente diferentes, a 1 para el caso de
nichos idénticos (Warren et al. 2010). Una vez obtenido este valor, se evaluaron dos planteamientos: a) si
los nichos eran idénticos (prueba de equivalencia o “identity test”) y b) si los nichos eran similares (prueba
de similitud o “background test”) (Warren et al. 2008). En la prueba de equivalencia se obtuvieron los
valores de similitud o superposicién del nicho, /'y D, entre las especies de estudio, suponiendo que las
poblaciones comparten su nicho ecoldgico (Warren et al. 2010). Estos valores generados se utilizaron
para elaborar una distribucion nula, evaluando su significancia con los percentiles 0.5y 0.95. Asi, si el
valor observado de similitud / o D resulta menor que los valores esperados en la distribucion nula, se

rechaza que los nichos son idénticos (Warren et al. 2008).
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Por otra parte, en la prueba de similitud se examind si los modelos de nicho ecoldgico entre las especies
eran mas similares o diferentes, dadas las diferencias ambientales entre las regiones donde las especies
habitan (Warren et al. 2010; Arteaga et al. 2011). La delimitacidn del area de calibracién, que es
equivalente al area M (Fig. 14) (Soberén y Peterson 2005), puede afectar las conclusiones al comparar
los nichos ecoldgicos de las especies debido a que la similitud entre los nichos es mayor si el érea de
calibraciéon es mayor (Barve et al. 2011). Por tanto, se utilizaron dos técnicas para el establecimiento del
area de calibracién de cada especie, la primera a partir de modelos de nicho ecolégico binarios
(presencia/ausencia) y a partir de un poligono minimo convexo de la distribucidon geografica (Fig. 15). Los
modelos binarios se obtuvieron utilizando un punto de corte independiente, “10 percentile training
presence” (Pearson et al. 2007; Fouquet ef al. 2010), que indica que una celda es idénea si su valor de
idoneidad es mayor que el 10 % de los registros de presencia del entrenamiento. El poligono minimo
convexo se establecio alrededor de los puntos de presencia de cada especie con la herramienta de
Hawths v. 3 para ArcGIS v. 10.2 (ESRI 2014), de esta manera se delimit6 la distribucidén geogréfica de
cada especie (Warren et al. 2008; McCormack et al. 2010).

Fig. 14. El area de distribucién de una especie esta determinada por la interaccién entre los factores bidticos (B), abiéticos (A) y el
movimiento (M) (Soberén y Peterson 2005). El espacio A representa las regiones geograficas donde las condiciones abidticas que
permiten a la tasa intrinseca de crecimiento ser positiva. El espacio B representa las regiones geograficas donde las condiciones
bidticas son favorables para la presencia de las especies. Finalmente, M corresponde a las regiones geograficas que han sido
accesibles a las especies dentro de un lapso de tiempo dado. El espacio geografico G se subdivide en tres areas, G, el area
ambientalmente adecuada, Gy el area de distribucion ocupada y G, el area de distribucion que puede ser invadida. Los circulos

negros indican presencias y los blancos ausencias (Modificado de Peterson et al. 2011).

La evaluacion de la similitud del nicho entre las especies se establecié al comparar los valores
observados, es decir, de similitud de nicho con los percentiles 0.5 y 0.95 de la distribucion nula. Esta
prueba es de dos colas, si los valores observados son significativamente mayores a 0.95, se interpreta
que los nichos son mas distintos de lo que se esperaria por azar. Por el contrario, si el valor observado
resulta ser menor a 0.5, esto indicaria que los nichos son mas similares de lo que se esperaria por azar
(Warren et al. 2010). Tanto para la prueba de similitud como de equivalencia se corrieron 100 réplicas
para cada comparacion, las cuales se consideran estadisticamente suficientes (Warren et al. 2008).
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5.3.2.2 Analisis multivariado para comparar el nicho entre especies

La comparacion multivariada del nicho ecoldgico se llevo a cabo utilizando el analisis de ejes de nicho
independientes propuesto por McCormack et al. (2010). Esta prueba evalua el grado de diferenciacion
ambiental entre las presencias de las especies, representadas en los componentes principales, respecto
al area de calibracién de cada especie.Para llevar a cabo el analisis anterior, se extrajeron para los
puntos de presencia de cada especie los valores de las coberturas climaticas utilizadas en los modelos
de nicho ecoldgico y de 500 puntos al azar ubicados dentro de los limites geograficos de las especies, los
cuales representan las distribuciones del area de calibracion (poligono azul Fig. 15). Con la herramienta
de Hawths v. 3 para ArcGIS v. 10.2 (ESRI 2014), se generaron los 500 puntos al azar dentro de un
poligono minimo convexo dibujado alrededor de los puntos de presencia de cada especie. Con los datos
extraidos se realizdé un PCA, extrayendo los ejes que fueran biolégicamente interpretables y que
presentaron un porcentaje de variacion alto (Arteaga et al. 2011). Para cada eje del nicho se calcul6 el
valor observado de diferenciacion comparando las diferencias observadas entre los promedios para cada
especie en dicho eje, con la diferencia promedio del area de calibracion del mismo. Con el programa
Stata v. 12 (StataCorp 2013) se calcul6 la distribucion nula de divergencia del area de calibracion
recalculando el valor de la divergencia de esta area. Asimismo, la significancia del grado de
diferenciacion se evalué a un nivel del 95 % de confianza, con 1000 réplicas jackknife con 75 % de
reemplazo, siguiendo la rutina de McCormack et al. (2010). Si el valor de diferenciaciéon observado en un
eje resulta ser mayor que la distribucién nula de divergencia del area de calibracién, se considera que
ese eje del nicho esta conservado entre las especies analizadas. Por el contrario, se considera como
divergente a un eje del nicho si los valores de diferenciacion son mayores y significativamente diferentes
que la distribucion nula de divergencia del area de calibracion. Finalmente se calcul6 la correlacion entre
los ejes extraidos con la longitud y la latitud, para conocer la relacién del ambiente con el espacio

geografico.
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Fig. 15. Areas de calibracién utilizadas para a M. crucigera (A ), b M. huitzilopochtli () y ¢ M. supertexta (+). El &rea sombreada en
gris representa el area idénea establecida a partir del punto de corte para cada modelo de nicho ecoldgico. El poligono en azul

delimita la distribucion geografica de cada especie.

5.3.3 Analisis del ambiente edafico entre especies

La caracterizacion edafica de nueve localidades de M. crucigera, cuatro de M. huitzilopochtliy cinco
localidades de M. supertexta fue realizada con 18 variables (Figs. 7 — 9; Cuadro 9) por Solérzano et al.
(2010). Estas variables se analizaron con un PCA y se midio el valor observado de diferenciacién entre
las especies con la rutina propuesta por McCormack et al. (2010). Ademas, se realizdé un segundo PCA
con las variables climaticas y topograficas no correlacionadas y las 18 variables edaficas, asimismo se

calculo el valor observado de diferenciacién entre las especies (McCormack et al. 2010).
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Cuadro 9. Lista de las 18 variables utilizadas para el analisis edafico de las tres especies de Mammillaria estudiadas (Sol6rzano et
al. 2010).

Nombre de la variable (unidades)

1.
2.

Densidad Aparente (g/cc)
Densidad Real (g/cc)

. Porosidad (%)

. Saturacion de la humedad (%)
. Arenas (%)

. Limos (%)

. Arcillas (%)

. Conductividad eléctrica (DS/m)

- pH (H+)

. Materia organica (%)

. Carbonatos (%)

. Capacidad de Intercambio Catiénico (cmol(+)/kg)
. Calcio (cmol(+)/kg)

. Magnesio (ppm)

. Potasio (ppm)

. Sodio (ppm)

. Nitrégeno total (%)

. Fésforo (ppm)
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VI. Resultados

6.1 Estructura filogeografica

6.1.1 Microsatélites

De los 10 loci de microsatélites analizados, seis de ellos amplificaron para las tres especies analizadas.
Los cuatro loci monomoérficos identificaron un solo alelo para las tres especies. En los loci polimoérficos, el
locus ccpm2 encontré cuatro alelos y el locus ccpm10 encontré tres, sin embargo, en cada especie se

identificaron distintos alelos, lo cual se detalla a continuacion.

Mammillaria crucigera. El locus ccpm?2 resultdé monomorfico y en el locus ccpm10 se registraron dos
alelos. A partir de ellos se identificaron dos haplotipos (Fig. 16 a). Las poblaciones de Tilapa, Cerro
Blanco e Ixcatlan mostraron el haplotipo H7 y Toxpa y Malinala el haplotipo H1 (Fig. 16 b). El haplotipo
H7 fue el mas frecuente, pues se registré en 13 individuos de tres poblaciones (Cuadro 10).

Cuadro 10. Nombre asignado a los haplotipos encontrados y su proporcién en cada poblacién de M. crucigera. El nimero de
individuos analizado para cada poblacién se indica entre paréntesis. En la dltima columna se muestra el niumero total de individuos

analizados para la especie (entre paréntesis) y la proporcién de individuos de cada haplotipo.

Haplotipo Tilapa (5) Cerro Blanco (3) Malinala (5)  Toxpa (5) Ixcatlan (5) Total (23)
H1 0 0 1 1 0 0.43
H7 1 1 0 0 1 0.57

Los dos haplotipos identificados en las poblaciones de M. crucigera mostraron divergencia evolutiva baja,
ya que estuvieron separados por solo un paso mutacional (Fig. 16 a). Las cinco poblaciones analizadas

de M. crucigera no mostraron estructura filogeografica significativa (Nst =1, pNst =1, p > 0.05).
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Fig. 16. a. Red de haplotipos de microsatélites de cloroplasto obtenida para los 23 individuos analizados de M. crucigera. El

haplotipo H7 (N = 13) fue mas frecuente que H1 (N = 10). b. Poblaciones en las que se distribuyen cada uno de los haplotipos

identificados por su color. Los numeros sefialan a las poblaciones, 1 - Tilapa, 2 - Cerro Blanco, 3 - Toxpa, 4 - Malinala y 5 -Ixcatlan.

Mammillaria huitzilopochtli. En el locus ccpm2 se registraron tres alelos y en el locus ccom10 dos alelos.

A partir de ellos se identificaron cinco haplotipos (Cuadro 11). Las poblaciones de Quiotepec, Coyula y

Cacahuatal fueron monomorficas, aunque para haplotipos distintos (Cuadro 11). Para el total de las

poblaciones, los haplotipos mas frecuentes fueron el H2 y H3, identificados en dos poblaciones cada uno

(Fig. 17 b).

Cuadro 11. Nombre asignado a los haplotipos encontrados y su proporciéon en cada poblacion de M. huitzilopochtli. El nUmero de

individuos analizado para cada poblacién se indica entre paréntesis. En la ultima columna se muestra el nimero total de individuos

analizados para la especie (entre paréntesis) y la proporcion de individuos de cada haplotipo.

Nombre del haplotipo Ruinas (5) Quiotepec (5) Coyula (5) Cacahuatal (4) Cuicatlan (5) Total (24)
H2 0.8 1 0 0 0 0.38
H3 0 0 1 0 0.8 0.38
H4 0 0 0 1 0 0.16
H6 0.2 0 0 0 0 0.04
H7 0 0 0 0 0.2 0.04

Los cinco haplotipos registrados para M. huitzilopochtli mostraron que estan cercanamente relacionados,

los haplotipos H2 y H3 registraron una relacién mas cercana (Fig. 17 a). Las cinco poblaciones

analizadas de M. huitzilopochtli no mostraron estructura filogeografica significativa (Nst = 0.83, pNst =

0.81, p> 0.05).
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Fig. 17. a. Red de haplotipos de microsatélites de cloroplasto obtenido para los 24 individuos analizados en M. huitzilopochtli. Los
haplotipos H2 y H3 fueron los haplotipos mas frecuentes (N = 9). b. Poblaciones en las que se distribuyen cada uno de los
haplotipos identificados por su color. Los nimeros sefialan a las poblaciones, 1 - Cuicatlan, 2 - Coyula, 3 - Quiotepec, 4 -

Cacahuatal y 5 - Cuicatlan.

En contraste, los 18 individuos analizados de M. supertexta registraron solo el haplotipo H5 en todas las 5

poblaciones, lo que no permitid los andlisis de estructura filogeografica.

6.1.2 Regiones de ADN de cloroplasto

6.1.2.1 Nivel de polimorfismo en regiones de ADN de cloroplasto

De las 12 regiones analizadas para las tres especies, solo siete de ellas amplificaron (Cuadro 12). En las
tres especies estas siete regiones registraron valores de polimorfismo bajos (PIC < 2), ademas este
polimorfismo varié entre regiones y entre especies (Cuadros 12 al 15). Las regiones con el polimorfismo
mas alto fueron el petL-psbE y rpl16 (PIC = 1.31) y con el menor polimorfismo fue el atp/-atpH (PIC =
1.11), la regién trnQ-5'rps16 no presentd polimorfismo (PIC = 0). El numero de haplotipos vario por region
desde uno hasta siete (Cuadro 12). A continuacion, se detallan los resultados para cada una de las tres

especies.
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Cuadro 12. Variacion en los niveles de polimorfismo, donde N es el total de individuos por region analizados para las tres especies.
Se indica el numero de haplotipos (H) y el valor PIC, que representa las sustituciones (SN), los “indels” (ID), las inversiones (IV) y la

longitud de la region en pares de bases (L).

Regién N H (SN+ID+IV)/L = PIC
1. atpl-atpH 31 6 (@+3+0)/632 = 1.11
2. petL-psbE 72 7 (7+4+0)/837 = 1.31
3. psbA-trnH 42 2 (1+0+0)/336 = 0.30
4. psbD-trT 33 6 (3+2+0)/755 = 0.66
5. rpl16 68 7 (6+5+1)/913 = 1.31
6. tmQ-5'ps16 27 1 (0+0+0)/328 = 0.0
7. tmT-trL 60 4 (142+0)/529 = 0.57

Mammillaria crucigera. El polimorfismo mas alto se encontrd en la region atpl-atpH (PIC = 0.63). Por su
parte, las regiones que no mostraron polimorfismo fueron petL-psbE, psbA-trnH y el trnQ-5'rps16 (PIC =
0) (Cuadro 13). Este nivel de polimorfismo no permitié determinar el nimero de haplotipos, ya que por
ejemplo las regiones atpl-atpH y psbD-trnT registraron el mismo nimero de haplotipos, pero la primera
region tuvo el doble de PIC (Cuadro 13). La diversidad haplotipica fue menor a 0.6 para cada regién y la

diversidad nucleotidica fue menor de 0.005.

Cuadro 13. Variacion en los niveles de polimorfismo en M. crucigera. Para cada region se indica el nimero de individuos analizados
(N), el numero de haplotipos (H) y el valor PIC, que representa las sustituciones (SN), los “indels” (ID), las inversiones (IV) y la

longitud de la region en pares de bases (L). Ademas, se muestra la diversidad haplotipica (h,) y la diversidad nucleotidica ().

Region (N) H (SN+ID+IV)/L = PIC hq o
1. atpl-atpH (11) 3 (2+2+0)/629 = 0.63 0.509 0.00171
2. petL-psbE (15) 1 (0+0+0)/827 = 0 0 0
3. psbA-trnH (15) 1 (0+0+0)/336 = 0 0 0
4. psbD-trnT (11) 3 (0+2+0)/755 = 0.26 0 0
5. 1pl16 (22) 2 (1+0+0)/908 = 0.11 0.324 0.00036
6. trnQ-57ps16 10) 1 (0+0+0)/327 = 0 0 0
7. tmT-trnL (21) 2 (0+1+0)/529 = 0.18 0 0

Mammillaria huitzilopochtli. La region con el mayor polimorfismo fue el petL-psbE (PIC = 0.71). Por su

parte, las regiones psbA-trnH y eltrnQ-5'rps16 no mostraron polimorfismo (PIC = 0) (Cuadro 14). Este

nivel de polimorfismo se recupera con el numero de haplotipos encontrados por region, tal es el caso de

las regiones atpl-atpH 'y trnT-trnL que mostraron valores similares en el numero de haplotipos y de valor

PIC (Cuadro 14). La diversidad haplotipica fue menor a 0.7 y la diversidad nucleotidica fue menor a

0.005.
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Cuadro 14. Variacion en los niveles de polimorfismo en M. huitzilopochtli. Para cada region se indica el numero de individuos
analizados (N), el numero de haplotipos (H) y el valor PIC, que representa las sustituciones (SN), los “indels” (ID), las inversiones
(IV) y la longitud de la region en pares de bases (L). Ademas, se muestra la diversidad haplotipica (hg) y la diversidad nucleotidica

(1m).

Region (N) H (SN+ID+IV)/L = PIC hq -
1. atpl-atpH (10) 2 (0+1+0)/583 = 0.17 0 0
2. petL-psbE (45) 5 (4+2+0)/837 = 0.71 0.622 0.00141
3. psbA-trnH (14) 1 (0+0+0)/336 = 0 0 0
4. psbD-trnT (12) 2 (1+0+0)/755 = 0.13 0.530 0.00069
5. pl16 (23) 3 (2+2+0)/910 = 0.44 0.437 0.00050
6. trmQ-5"ps16 (10) 1 (0+0+0)/327 = 0 0 0
7. tmT-trnL (25) 2 (0+1+0)/526 = 0.19 0.368 0.00070

Mammillaria supertexta. Las siete regiones analizadas no registraron polimorfismo en las cinco
poblaciones analizadas (Cuadro 15), aunque el intrén rp/16 mostré un “indel” que delimité dos haplotipos.

Los valores de diversidad haplotipica (hq) y nucleotidica (11) para todas las regiones fueron de cero.

Cuadro 15. Variacion en los niveles de polimorfismo en M. supertexta. Para cada regién se indica el nimero de individuos
analizados (N), el numero de haplotipos (H) y el valor PIC, que representa las sustituciones (SN), los “indels” (ID), las inversiones

(IV) y la longitud de la region en pares de bases (L).

Regioén (N) H (SN+ID+IV)/L = PIC
1. atpl-atpH (10) 1 (0+0+0)/586 = 0

2. petL-psbE (15) 1 (0+0+0)/827 =0

3. psbA-trnH (13) 1 (0+0+0)/336 = 0

4. psbD-trnT (10) 1 (0+0+0)/755 =0

5. rpl16 (23) 2 (0+1+0)/913 = 0.11
6. trQ-7-5'rps16 (8) 1 (0+0+0)/327 =0

7. trnT-trnL (10) 1 (0+0+0)/526 = 0
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6.1.2.2 Relaciones genealodgicas en las especies

Mammillaria crucigera. Las regiones petL-psbE, psbA-trnH 'y trnQ-rps16 registraron un solo haplotipo en
todas las poblaciones, por lo que no se construyeron sus relaciones genealdgicas. Aunque el numero de
haplotipos en cada una de las cuatro regiones polimérficas fue distinto (Fig. 18), las poblaciones de
Tilapa y Cerro Blanco mostraron el mismo haplotipo. La poblacién con la distibucion mas surefia, Ixcatlan,
registré su propio haplotipo para todas las regiones polimérficas, con excepcion del trnT-trnL. El andlisis
concatenado de las cuatro regiones no incrementd el nimero de haplotipos, sin embargo, las relaciones
si cambiaron entre los haplotipos, ya que cada uno representé un haplogrupo distinto (Fig. 19). No
obstante, al considerar los “indels” como datos faltantes y no como caracteres informativos, el nimero de
haplotipos disminuyd a uno en las regiones psbD-trnT y trnt-trnL. En el caso del atpl-atpH se registraron
solo dos haplotipos. Las poblaciones de Tilapa, Cerro Blanco, Malinala y Toxpa mostraron el mismo
haplotipo e Ixcatlan registré un haplotipo distinto. La unica regién que mantuvo el numero y la relacion

entre los haplotipos fue el intrén rp/16.

Malinala Ixcatlan
Toxpa

Fig. 18. Red de haplotipos obtenida para cada region analizada en las cinco poblaciones de M. crucigera. Para cada haplotipo

(circulos) se indican las poblaciones en las que se registro.
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A partir de las cuatro regiones de ADN de cloroplasto que mostraron polimorfismo en las poblaciones de
M. crucigera, se econtr6 que la diversidad haplotipica (hd) fue de 0.389 y la diversidad nucleotidica (1) fue
de 0.0004. Las cinco poblaciones resultaron monomoérficas, Tilapa y Cerro Blanco registraron el haplotipo
C1, Toxpa y Malinala el haplotipo C2 e Ixcatlan el haplotipo C3 (Cuadro 16).

Cuadro 16. Nombre asignado a los haplotipos encontrados y su proporcién en cada poblacion de M. crucigera. El nimero de
individuos analizado para cada poblacion se indica entre paréntesis. En la tGltima columna se muestra el nimero total de individuos

analizados para la especie (entre paréntesis) y la proporcion de individuos de cada haplotipo.

Nombre del haplotipo Tilapa (3) Cerro Blanco (1) Malinala (2)  Toxpa (2) Ixcatlan (3) Total (11)
C1 1 1 0 0 0 0.36
Cc2 0 0 1 1 0 0.36
C3 0 0 0 0 1 0.27

Los tres haplotipos representaron un haplogrupo distinto cada uno (Fig. 19 a), debido a que en las
regiones atpl-atpH y psbD-trnT se presentaron indels > 40 pb (Fig. 18).El nivel de flujo génico entre las
poblaciones fue de cero, ya que el indice de diferenciacion genética fue Gst = 1. La distribucidn
geografica de esta variacion genética no registré estructura filogeografica significativa (Nst =1, Gst =1, p
> 0.05).

@ -

Fig. 19. a. Haplotipos registrados para las cinco poblaciones de M. crucigera obtenidos a partir de las regiones concatenadas atp/-

atpH, psbD-trnT, trT-trnL y rpl16. b. Poblaciones en las que se distribuyen cada uno de los haplotipos identificados por su color.

Los numeros sefialan a las poblaciones, 1 - Tilapa, 2 - Cerro Blanco, 3 - Toxpa, 4 -Malinala y 5 -Ixcatlan.
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Mammillaria huitzilopochtli. Las regiones psbA-trnH y trnQ-rps16 mostraron un solo haplotipo en todas las
poblaciones, por lo que no se construyeron sus relaciones genealdgicas. En las cinco regiones que
resultaron polimérficas el nUmero de haplotipos y las relaciones genealdgicas entre las poblaciones
fueron distintos (Fig. 20). Las regiones concatenadas recuperan el numero de haplotipos registrados en el
espaciador intergénico petL-psbE, pero la divergencia entre los haplotipos es mayor (Fig. 21). Sin
embargo, al considerar los “indels” como datos faltantes, el nimero de haplotipos disminuye a uno en las
regiones atpl-atpH'y trnT-trnL. En la regién petL-psbE, el haplotipo raro E3 forma parte del haplotipo E4,
en tanto que en el intron rp/16 se mantiene el numero de haplotipos, pero la divergencia entre los
haplotipos L1 y L2 es menor (solo las separa un paso mutacional). En la region psbD-trnT los haplotipos y

la divergencia entre éstos se mantienen.

Fig. 20. Red de haplotipos obtenida para cada region analizada en M. huitzilopochtli. Para cada haplotipo se indican las poblaciones

en las que se registro, el asterisco indica que ese haplotipo se documenté en un solo individuo de esa poblacion.

Las cinco poblaciones mostraron un valor de diversidad haplotipica (hqs) de 0.8 y un valor de diversidad
nucleotidica (11) de 0.0009. El haplotipo H1 se registr6 en tres poblaciones y el resto de los haplotipos en
una sola poblacion (Cuadro 17). En la poblacion de Ruinas se registraron dos haplotipos, siendo el
haplotipo H2 exclusivo de esta poblacion y el haplotipo H1 compartido con Coyula y Quiotepec. Los
haplotipos documentados en Cuicatlan fueron unicos para esta poblacion. Los individuos de Cacahuatal

mostraron el haplotipo H5 (Fig. 21).
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Cuadro 17. Nombre asignado a los haplotipos encontrados y su proporcion en cada poblacién de M. huitzilopochtli. EI nimero de
individuos analizado para cada poblacién se indica entre paréntesis. En la ultima columna se muestra el nimero total de individuos

analizados para la especie (entre paréntesis) y la proporcion de individuos de cada haplotipo.

Nombre del haplotipo Ruinas (3)  Quiotepec (1) Coyula (1) Cacahuatal (3) Cuicatlan (3)  Total (11)
H1 0.7 1 1 0 0 0.36
H2 0.3 0 0 0 0 0.09
H3 0 0 0 0 0.7 0.18
H4 0 0 0 0 0.3 0.09
H5 0 0 0 1 0 0.27

Tanto las poblaciones del norte, como Cuicatlan estan mas relacionadas con Cacahuatal (Fig. 21). Sin
embargo, no existe tal relacion entreCuicatlan y Cacahuatal. La distribucion geografica de la variacion
genética de las cinco poblaciones analizadas mostré una estructura filogeografica no significativa (Nst=
0.922, Gst = 0.733, p > 0.05).

Fig. 21. a. Red de haplotipos de los individuos de cinco poblaciones de M. huitzilopochtli obtenida a partir de las regiones
concatenadas. atpl-atpH, petL-psbE, psbD-trnT, trnT-trnL y rpl16. b. Poblaciones en las que se distribuyen cada uno de los
haplotipos identificados por su color. Los nimeros sefialan a las poblaciones, 1 - Cuicatlan, 2 - Coyula, 3 - Quiotepec, 4 -
Cacahuatal y 5 - Cuicatlan.

Mammillaria supertexta. Los analisis filogeograficos entre las poblaciones de esta especie no se llevaron
a cabo debido a que mostraron un nivel de polimorfismo de cero, solo el intrén rp/16 delimité dos
haplotipos. En esta region, las poblaciones de Comulco, Y-Quiotepec, Puente y Escoba mostraron el

haplotipo S1 y la poblacién de Lucia el haplotipo S2.
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6.1.2.3 Relaciones filogeograficas

Los resultados de las relaciones filogeograficas entre las especies de Mammillaria analizadas no fueron

concordantes entre las seis regiones analizadas (Fig. 22). La regién trnQ-rps16 no registré variacion entre

las tres especies de Mammillaria. Por su parte, en la region psbA-trnH las especies M. crucigera'y M.

supertexta mostraron el mismo haplotipo, en tanto que en la region trnT-trnL, M. supertexta mostré uno

de los haplotipos registrados para M. huitzilopochtli. En el resto de las tres regiones de ADN de

cloroplasto las especies no compartieron haplotipos (Fig. 22).

atpl-atpH AH3 -
psbD-trnT @7@ PT4 /pm\/ @
AN N /
AHS A ﬂHw \ . @ PT5
mi16 RL3
petL-pshE
PE5 PE4 PE5 PE4 PE5

9 mutaciones

psbA-trnH SN

()

PH2

/@, RLA

NN
trnT-trnL - -
N/ J

TL3*™

<{ TL4

Fig. 22. Red de haplotipos obtenida para cada region en las especies de Mammillaria analizadas.M. crucigeraO, M. huitzilpochlitli

Dy M. supen‘exta@. * En la region psbA-trnH el haplotipo PH1 se registro en las especies M. crucigera 'y M. supertexta ** En la

region trnT-trnL el haplotipo TL3 se registré M. huitzilopochtliy M. supertexta.

En las seis regiones concatenadas cada especie registré sus propios haplotipos (Fig. 23). Los haplotipos

de M. crucigera y M. supertexta mostraron una relacién evolutiva mas cercana, ya que mostraron un

nuamero menor de mutaciones respecto a M. huitzilopochtli (Fig. 23).
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Fig. 23. Relaciones genealdgicas entre los haplotipos de M. crucigera (cru1 — cru3), M. huitzilopochtli (hui1 — hui5) y M. supertexta
(sup1 y sup2), obtenidos a partir de las regiones concatenadas atpl-atpH, petL-psbE, psbA-trnH, psbD-trnT, trnT-trnL y rpl16. a. Red
de parsimonia estadistica. Los puntos indican una mutacién. b. Arbol filogenético de Parsimonia, los valores de bootstrap = 50 se

muestran por encima de las ramas.

Con respecto a las relaciones genealdgicas entre las especies analizadas en esta tesis y las demas
especies de la serie Supertextae, la filogenia obtenida mostré que es un grupo monofilético con soporte
moderado (bootstrap 78 %; Figs. 24 y 25). Los resultados de este trabajo mostraron una agrupacién de la
serie Supertextae distinta a la documentada por Butterworth y Wallace (2004). EI primer grupo lo
conformaron M. albilanata, M. haageana y M. supertexta, mientras que el segundo grupo lo representaron
M. crucigera, M. dixanthocentron y M. huitzilopochtli. Lo anterior se debe a que en el intron rpl16 se
registré una inversion pequefia de 46 pb en las especies M. crucigera, M. dixanthocentron y M.
huitzilopochtli (Fig. 26).
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Fig. 24. a) Arbol de consenso estricto de 1000 arboles mas parsimoniosos a partir del intrén rp/16 y del espaciador intergénico
psbA-trnH. Los valores de soporte bootstrap mayores a 50 % se muestran encima de las ramas y el porcentaje de soporte de
mayoria se muestra debajo de las ramas. Las terminales de M. crucigera 1y 2, M. huitzilopochtli 1 — 3 y M. supertexta 1 y 2 indican
muestras generadas en esta tesis. En verde se marca la inversién encontrada con el intrén rp/16. La muestra identificada por

Butterworth y Wallace (2004) como M. supertexta se agrupa con M. crucigera 2 (poblacién de Ixcatlan).
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Fig. 25. Arbol de mayoria obtenid por inferencia bayesiana, a partir del intrén rp/16 y del espaciador intergénico psbA-trnH. Los
valores de probabilidad posterior mayores a 0.5 se muestran encima de las ramas. Las terminales de M. crucigera 1y 2, M.

huitzilopochtli 1 — 3 y M. supertexta 1 y 2 indican muestras generadas en esta tesis.
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En esta tesis se utilizaron muestras de cinco poblaciones distintas de M. supertexta, por lo que se
considerd como un error de identificacion a la especie referida como M. supertexta por Butterworth y
Wallace (2004).

Fig. 26. Inversion registrada en el intron rp/16. a) seq 1 indica la secuencia de las especies M. crucigera, M. dixanthocentron'y M.
huitzilopochtli, y seq 2 indica las muestras de M. albilanata, M. haageana y M. supertexta. b) estructura tipo “hairpin”, flanqueada por

IR, que representan la base del bucle formado.

6.2 Diferenciacion del nicho ecoldgico

6.2.1 Caracteristicas y modelos del nicho ecoldgico

Mammillaria crucigera. Las variables de temperatura mostraron una variacion menor que las de
precipitacion. La temperatura maxima del mes mas calido (bio5), la oscilacion anual de la temperatura
(bio7) y la precipitacién del trimestre mas calido (bio18), contribuyeron de manera similar a la elaboracion

del modelo de esta especie (Cuadro 18).
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Cuadro 18. Caracterizacién del nicho ecoldgico de M. crucigera. Se indican los valores minimos y maximos de cada variable y entre

paréntesis el promedio seguido de la desviacién estandar. En la ultima columna se muestra el porcentaje de contribucién de cada

variable en la elaboracion del modelo de nicho ecolégico.

Variable (unidad)

Varianza (promedio + D. E.)

Contribucion al modelo

Temperatura promedio anual (°C)

Oscilacion diurna de la temperatura (°C)
Isotermalidad (°C)

Estacionalidad de la temperatura (CV)

Temperatura maxima promedio del mes mas calido (°C)
Temperatura minima promedio del mes mas frio (°C)
Oscilacion anual de la temperatura (°C)

Temperatura promedio del trimestre mas lluvioso (°C)
Temperatura promedio del trimestre mas seco (°C)
Temperatura promedio del trimestre mas calido (°C)
Temperatura promedio del trimestre mas frio (°C)
Precipitacion anual (mm)

Precipitacion del mes mas lluvioso (mm)
Precipitacion del mes mas seco (mm)

Estacionalidad de la precipitacion (%)

Precipitacion del trimestre mas lluvioso (mm)
Precipitacion del trimestre mas seco (mm)
Precipitacion del trimestre mas calido (mm)

Precipitacion del trimestre mas frio (mm)

22.96 - 24.62 (23.54 + 0.45)
14.09 - 15.01 (14.79 £ 0.22)
0.58 - 0.61 (0.60 + 0.01)

0.79 - 0.83 (0.80 + 0.01)

35.29 - 36.88 (35.91 + 0.49)
10.71 - 12. 55 (11.31 £ 0.49)
24.33 - 24.82 (24.60 + 0.12)
24.15 - 25.91 (24.73 + 0.48)
20.45 - 21.83 (20.96 + 0.39)
25.58 - 27.33 (26.20 + 0.49)
19.77 - 21.22 (20.30 + 0.40)

465.07 - 797.05 (572.54 + 74.13)

25.11 -40.87 (30.10 + 3.46)
0.79-1.93 (1.12 £ 0.26)

96.84 - 100.93 (98.53 + 1.21)
264.68 - 465.33 (330.70 + 44.01)

12.91-27.01 (17.24 £ 3.41)

82.17 - 155.97 (118.98 + 14.80)

14.32 - 29.60 (19.16 + 3.71)

5.8
39.6
14.6

16.5

19.6

El valor de AUC para el modelo de nicho ecolégico fue de 0.987, lo que representd un buen ajuste (Fig.
27). Los valores de idoneidad de los registros de presencia de esta especie variaron entre 0.19 y 0.85,
con un promedio de 0.56. Este modelo predijo areas donde no se tienen registros de presencia de esta

especie con valores de idoneidad relativamente altos (0.5). Ademas, el modelo de M. crucigera predijo

con idoneidad moderada (0.26 — 0.64) areas de la distribucidon geografica de M. huitzilopochtii.
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Fig. 27. Modelo de nicho ecolégico de M. crucigera, obtenido a partir de 17 registros de presencia (A ). En rojo se muestra el
poligono de la Reserva de la Biosfera Tehuacan-Cuicatlan (RBTC). La escala de colores sefiala el valor de idoneidad, en

tonalidades mas bajas se indican las areas menos idoneas y en tonalidades mas altas las areas con mayor idoneidad.

Mammillaria huitzilopochtli. Las variables de temperatura registraron una variacion menor que las de
precipitacion. Ademas de la estacionalidad de la temperatura (bio4), la temperatura promedio del mes
mas calido (bio5), la oscilacion anual de la temperatura (bio7) y la precipitacién del trimestre mas calido

(bio18), contribuyeron a la elaboracion del modelo de M. huitzilopochtli (Cuadro 19).
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Cuadro 19. Caracterizacién del nicho ecoldgico de M. huitzilopochtli. Se indican los valores minimos y maximos de cada variable y
entre paréntesis el promedio seguido de la desviacion estandar. En la ultima columna se muestra el porcentaje de contribucion de

cada variable en la elaboracién del modelo de nicho ecolégico.

Variable (unidad)

M. huitzilopochtli

Contribucion al modelo

Temperatura promedio anual (°C)

Oscilacion diurna de la temperatura (°C)
Isotermalidad (°C)

Estacionalidad de la temperatura (CV)

Temperatura maxima promedio del mes mas calido (°C)
Temperatura minima promedio del mes mas frio (°C)
Oscilacion anual de la temperatura (°C)

Temperatura promedio del trimestre mas lluvioso (°C)
Temperatura promedio del trimestre mas seco (°C)
Temperatura promedio del trimestre mas calido (°C)
Temperatura promedio del trimestre mas frio (°C)
Precipitacion anual (mm)

Precipitacion del mes mas lluvioso (mm)
Precipitacion del mes mas seco (mm)

Estacionalidad de la precipitacion (%)

Precipitacion del trimestre mas lluvioso (mm)
Precipitacion del trimestre mas seco (mm)
Precipitacion del trimestre mas calido (mm)

Precipitacion del trimestre mas frio (mm)

18.36 - 25.03 (24.30 + 1.50)
12.60 - 14.36 (13.67 + 0.38)

0.57 - 0.62 (0.58 + 0.15)

0.64 - 0.85 (0.82 + 0.05)

28.92 - 37.51(36.36 + 1.90)

8.63 - 13.30 (12.59 + 1.01)
20.30 - 24.55 (23.77 + 0.94)
19.08 - 26.33 (25.55 + 1.64)
17.15 - 22.40 (21.55 + 1.12)
20.64 - 27.86 (26.99 + 1.62)
15.91 - 21.61 (20.97 + 1.27)
546.81 - 1269.70 (863.10 + 175.22)
28.92 - 66.57 (45.07 + 9.28)
1.03-3.71 (2.178 + 0.68)

93.18 - 101.35 (96.49 + 1.88)
324.58 - 734.46 (504.05 + 99.99)
14.61 - 53.19 (30.97 + 9.36)
91.65 - 387.51 (173.52 + 66.12)
16.35 - 59.62 (34.71 + 10.39)

73.0
14.7

14.5

44

El modelo de M. huitzilopochtli mostré un ajuste con un valor de AUC de 0.984. Los valores de idoneidad

para los registros de presencia de la especie variaron 0.15 y 0.85, con un promedio de 0.69. Las areas

cercanas al area de distribucion geografica registraron valores de relativamente altos (0.5 - 0.75) (Fig.

28). No obstante, los registros de presencia mostraron valores de idoneidad de hasta 0.85.
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Fig. 28. Modelo de nicho ecoldgico de M. huitzilopochtli, elaborado a partir de 25 registros de presencia (e). En rojo se muestra el
poligono de la Reserva de la Biosfera Tehuacan-Cuicatlan (RBTC). La escala de colores sefala el valor de idoneidad, en

tonalidades mas bajas se indican las areas menos idoneas y en tonalidades mas altas las areas con mayor idoneidad.

Mammillaria supertexta. Las variables de temperatura mostraron una variacion menor que las de

precipitacion. La precipitacion del trimestre mas célido (bio18) y la precipitacién del trimestre mas frio

(bio19) contribuyeron de manera significativa en la elaboraciéon del modelo, ademas de la estacionalidad

de la temperatura (bio4) (Cuadro 20).
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Cuadro 20. Caracterizacién del nicho ecoldgico de M. supertexta. Se indican los valores minimos y maximos de cada variable y

entre paréntesis el promedio seguido de la desviacion estandar. En la ultima columna se muestra el porcentaje de contribucion de
cada variable en la elaboracién del modelo de nicho ecoldgico.

Variable (unidad)

M. supertexta

Contribucion al modelo

Temperatura promedio anual (°C)

Oscilacion diurna de la temperatura (°C)
Isotermalidad (°C)

Estacionalidad de la temperatura (CV)

Temperatura maxima promedio del mes mas calido (°C)
Temperatura minima promedio del mes mas frio (°C)
Oscilacion anual de la temperatura (°C)

Temperatura promedio del trimestre mas lluvioso (°C)
Temperatura promedio del trimestre mas seco (°C)
Temperatura promedio del trimestre mas calido (°C)
Temperatura promedio del trimestre mas frio (°C)
Precipitacion anual (mm)

Precipitacion del mes mas lluvioso (mm)
Precipitacion del mes mas seco (mm)

Estacionalidad de la precipitacion (%)

Precipitacion del trimestre mas lluvioso (mm)
Precipitacion del trimestre mas seco (mm)
Precipitacion del trimestre mas calido (mm)

Precipitacion del trimestre mas frio (mm)

21.54 - 25.06 (23.99 + 1.51)
13.43 - 15.99 (14.31 + 0.65)
0.57 - 0.63 (0.59 + 0.02)
0.78 - 0.84 (0.82 + 0.02)
33.37 - 37.68 (36.24 + 1.27)
9.76 - 13.32 (11.99 + 1.18)
23.61 - 25.53 (24.25 + 0.49)
22.92 - 26.43 (25.26 + 1.13)
18.95 - 22.19 (21.23 + 1.05)
24.06 - 27.82 (26.68 + 1.23)
18.31 - 21.68 (20.67 + 1.08)

350.39 - 1217.44 (712.39 £ 225.85)

20.47- 63.65 (37.41 £ 11.44)
0.39 - 3.49 (1.63 £ 0.82)
93.52 - 101.73 (97.50 + 2.10)

194.17 - 704.53 (412.98 + 134.07)

7.25-49.79 (23.84 £ 10.83)

91.69 - 375.31 (164.49 + 66.65)

7.58 - 55.49 (26.24 £ 12.16)

75.5
11.4

3.0
7.0

El valor de AUC para el modelo fue de 0.97. Los registros de presencia de la especie mostraron valores

de idoneidad entre 0.19 y 0.83, con un promedio de 0.53. Por su parte, el area de la distribucién norte de

M. supertexta se predijo con una idoneidad muy baja (< 0.4) (Fig. 29). No obstante, los registros de la

distribucién sur de la especie mostraron valores de idoneidad relativamente altos (> 0.7).
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Fig. 29. Modelo de nicho ecolégico de M. supertexta, obtenido a partir de 13 registros de presencia (+). En rojo se muestra el
poligono de la Reserva de la Biosfera Tehuacan-Cuicatlan (RBTC). La escala de colores sefiala el valor de idoneidad, en

tonalidades mas bajas se indican las areas menos idoneas y en tonalidades mas altas las areas con mayor idoneidad.

6.2.2 El nicho ecoldgico entre especies cercanamente relacionadas

6.2.2.1 La diferenciacién del nicho ecoldgico basada en modelos
Los indices de sobreposicién de nicho, | y D, mostraron que los modelos de nicho ecolégico entre las

especies no fueron equivalentes, sino estadisticamente distintos (Cuadro 21).
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Cuadro 21. Equivalencia de nicho ecolodgico entre especies. Con asterisco se muestran los valores de sobreposicién de nicho

observados representados con | y D, significativamente distintos a los valores percentiles 0.5 y 0.95 de la distribucion nula (DN).

Comparacién | observado DN indice | D observado DN indice D

M. crucigera vs M. huitzilopochtli 0.596* 0.822 - 0.964 0.321* 0.601 -0.818
M. crucigera vs M. supertexta 0.744* 0.833 - 0.939 0.529* 0.558 - 0.759
M. huitzilopochtli vs M. supertexta 0.685* 0.716 - 0.939 0.437* 0.447 - 0.749

La prueba de similitud a partir de los modelos de nicho y de los poligonos de la amplitud de la distribucién
geografica de cada especie difiri6 significativamente (Cuadros 21 y 22). Al utilizar los modelos de nicho
como area de calibracion, se obtuvo que las diferencias observadas entre los nichos fueron el resultado
de las diferencias ambientales de las regiones donde las especies habitan (Cuadro 22). Con excepcion
de los nichos de M. crucigera y M. supertexta que mostraron, con el indice /, que los nichos fueron

estadisticamente mas diferentes de lo que se esperaria por azar.

Cuadro 22. Similitud de nicho ecolégico con el area de calibracién establecida a partir de los modelos de nicho. Se muestran los
valores de sobreposicién de nicho observados de | y D y la distribucién nula (DN). Las comparaciones donde el valor observado es

significativamente distinto (p< 0.05) a la distribucién nula se muestran con asterisco.

A B | Distribucién nula | D Distribucion nula D
observado observado
AvsB Bvs A AvsB Bvs A
M. crucigera M. huitzilopochtli  0.596 0.509 - 0.621 0.565-0.718 0.321 0.294 - 0.422 0.250 - 0.323
M. crucigera M. supertexta 0.744 0.753 - 0.826* 0.755 - 0.863* 0.529 0.462 - 0.538 0.448 - 0.594
M. huitzilopochtli M. supertexta 0.685 0.592 -0.731 0.628 -0.759 0.437 0.321 -0.443 0.380 - 0.476

No obstante, al utilizar los poligonos de la distribucién geografica de cada especie como area de
calibracion, los nichos entre las especies fueron mas similares de lo que se esperaria por azar. Es decir,

los nichos de las especies muestran conservadurismo (Cuadro 23).

Cuadro 23. Similitud de nicho ecolégico con el area de calibracién establecida a partir de poligonos de la distribucion geografica de
cada especie. Se muestran los valores de sobreposicion de nicho observados de | y D y la distribucién nula (DN). Las

comparaciones donde el valor observado es significativamente distinto (p < 0.05) a la distribucion nula se muestran con asterisco.

A B | observado Distribucion nula | D Distribucion nula D
AvsB BvsA observado AvsB BvsA
M. crucigera M. huitzilopochtli  0.596 0.179-0.277*  0.387-0.512*  0.321 0.046 - 0.093*  0.165 - 0.244*
M. crucigera M. supertexta 0.744 0.199-0.288* 0.278-0.439* 0.529 0.053 - 0.098* 0.082 - 0.165*
M. huitzilopochtli M. supertexta 0.685 0.420 - 0.495* 0.285-0.417* 0.437 0.187 - 0.234*  0.084 - 0.153*
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6.2.2.2 La diferenciacién del nicho ecolégico basada en analisis multivariados
La comparacion de los ejes de nicho independiente mostré que en los cuatro primeros Componentes

Principales se retiene el 98 % de la variacién ambiental. El primero y el cuarto eje estuvieron
correlacionados moderadamente con la latitud y la longitud (Cuadro 24). El tercer eje no estuvo
correlacionado con la latitud y la longitud y el segundo fue el mas altamente correlacionado con estas dos
variables. El conservadurismo o divergencia del nicho ecoldgico entre las especies analizadas vari

dependiendo del eje ambiental analizado.

Cuadro 24. Prueba multivariada de divergencia de nicho ecolégico entre las tres especies de Mammillaria estudiadas. Para cada
comparacion se indica si es divergencia (D) o conservadurismo (C) de nicho comparado con la distribuciéon nula mostrada entre
paréntesis. Los valores sefialados con asterisco indican una significancia p < 0.05.

Comparacién PC1 PC2 PC3 PC4
M. crucigera vs M. huitzilopochtli 2.09 D* 1.61* 0.01 0.53 D*
(0.40, 0.75) (1.58, 1.82) (0.00, 0.18) (0.20, 0.32)
M. crucigera vs M. supertexta 1.23 D* 0.78 D* 042D 0.08 C
(0.43, 0.73) (0.18, 0.37) (0.13, 0.33) (0.18, 0.25)
M. huitzilopochtli vs M. supertexta 0.86 C 0.83C 0.43D 0.61D
(0.94, 1.39) (1.83, 2.11) (0.07, 0.28) (0.41, 0.54)
% de varianza explicada 51.83 28.63 13.56 4.47
Variables con mayor aportacion (Isotermalidad) Oscilacion anual de  Orientacion Precipitacion del
la temperatura trimestre mas calido
Estacionalidad de la (Precipitacioén del
temperatura trimestre mas frio)
Temperatura maxima del Temperatura
mes mas calido maxima del mes
mas calido
Correlacion con latitud/longitud -0.33/0.29 0.43/-0.63 0.02/0.04 0.51/-0.52

Comparacion del nicho ecolégico de M. crucigera con M. huitzilopochtli. Las especies mostraron
divergencia de nicho en los ejes 1 y 4 (Cuadro 24). El eje 1 estuvo relacionado con la estacionalidad de la
temperatura y la temperatura maxima del mes mas calido, siendo las localidades de M. huitzilopochtli las
que registraron una oscilacién mayor de la temperatura con respecto a M. crucigera (Fig. 30). En el eje 4,
que estuvo relacionado con la precipitacién del trimestre mas calido, las localidades de M. huitzilopochtli

mostraron un régimen mas alto de precipitacidn, en relacion a M. crucigera.

Comparacion del nicho ecolégico de M. crucigera con M. supertexta. Los nichos de estas especies
mostraron divergencia en el eje 1y 2. Las localidades de M. supertexta registraron una estacionalidad de
la temperatura mayor que a las localidades de M. crucigera. El eje 2 estuvo relacionado con la oscilacion
anual de la temperatura, la precipitacion del trimestre mas frio y la temperatura maxima del mes mas
calido. Las localidades de M. crucigera registraron un régimen de precipitacion mas estrecho que las de
M. supertexta. El eje 3, relacionado con la orientacidén de la ladera, mostré una divergencia no

significativa entre los nichos de estas cactaceas.
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Comparacion del nicho ecolégico de M. huitzilopochtli con M. supertexta. En los dos primeros ejes del

nicho estas especies registraron conservadurismo y en el eje 3 y 4 una divergencia no significativa.

Oscilacion anual
de la temperatura
Temperatura
maxima del mes
mas calido

Precipitacion
del trimestre

mas frio Estacionalidad de la temperatura

Isotermalidad Temperatura maxima del mes mas calido

Fig. 30. Analisis de Componentes Principales de las variables climaticas entre M. crucigera (A ), M. huitzilopochtli (e) y M.
supertexta (+). Los CP 1y 2 retienen el 80.63 % de la variacién, en tonos claros se sefalan los puntos observados para cada

especie y en tonos oscuros los valores de los puntos del area de calibracion.

6.2.3 Diferenciacion del espacio edafico entre especies

Los cuatro primeros Componentes Principales de las 18 variables edaficas recuperaron el 71.27 % de la
variacion. EI PC2 y 4 registraron una correlacién mayor con la latitud y la longitud. El PC1 explicé el 33.34
% de la variacion. Las variables con mayor peso fueron la densidad real y la densidad aparente, asi como
el porcentaje de humedad (Cuadro 25). Los valores observados de diferenciacion no fueron

estadisticamente significativos para ninguna de las comparaciones (p > 0.05).

Cuadro 25. Valores de diferenciacion observados de 18 variables edaficas en cuatro ejes del espacio edafico. Las variables con

contribucion negativa en el PCA se sefalan entre paréntesis.

Comparacion PC1 PC2 PC3 PC4

M. crucigera vs M. huitzilopochtli 2.18 1.79 1.18 0.69

M. crucigera vs M. supertexta 2.78 1.77 1.03 0.16

M. huitzilopochtli vs M. supertexta 0.60 0.02 0.16 0.84

% de varianza explicada 33.34 15.27 11.94 10.72

Variables con mayor aportacion Densidad aparente ~ Conductividad  (Porosidad) Potasio
(Densidad real) Fosforo Nitrégeno Carbonatos
Humedad C.I.C. Arenas Arcillas

Correlacion con latitud/ longitud 0.255/-0.032 0.297/-0.312  -0.089/0.067 0.209/-0.138
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Las localidades de M. crucigera mostraron una dispersion mayor en el espacio edafico, debido a que
registraron los valores mas bajos y entre los mas altos de densidad aparente, densidad real y fésforo
(Fig. 31). Las localidades de M. huitzilopochtliy M. supertexta mostraron una agrupacion mayor, debido a
que la varianza de los valores de densidad aparente y densidad real fue menor y a que registraron los
valores de C. I. C mas bajos. De tal manera que los indices de diferenciacion entre M. crucigera respecto
M. huitzilopochtliy M. supertexta fueron mayores, que los indices entre M. huitzilopochtliy M. supertexta
(Cuadro 25).

Conductividad
Fosforo 5
C.l.C.

Limos 4

Densidad aparente

. Humedad
Densidad real

Fig. 31. Analisis de Componentes Principales de las variables edéaficas entre M. crucigera (A ), M. huitzilopochtli (e) y M. supertexta
(+). Los CP 1y 2 retienen el 48.61 % de la variacion. Los numeros se refieren, en M. crucigera a 1 — Tilapa, 2 — Cerro Blanco, 3 —
Toxpa, 4 — Malinala, 5 — Ixcatlan, 6 — Tilapa 2, 7 — Tilapa 3, 8 — Teotitlan y 9 —Tecomavaca. En M. huitzilopochtli 1 — Ruinas, 2 —
Coyula, 4 — Cacahuatal, 5 — Cuicatlan. Finalmente, en M. supertexta 1 — Comulco, 2 — Lucia, 3 — Y Quiotepec, 4 — Puente, 5 —
Escoba.

El analisis de variables climaticas y edaficas de los cuatro PC recuperan el 66.36 % de la variacion, en
las cuales las variables climaticas y las variables edaficas retienen valores similares de variacion, 23 y 21
%, respectivamente. Sin embargo, la diferenciacion observada es mayor en los PC relacionados con el

clima (Cuadro 26). La correlacion entre el PC1 respecto a la latitud y longitud es muy alta.
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Cuadro 26. Valores de diferenciacion observados entre las variables edaficas y las variables climaticas no correlacionadas,

obtenidos en cuatro ejes. Las variables con contribucion negativa en el PCA se sefialan entre paréntesis. Los valores marcados con

asterisco indican significancia a nivel 0.05.

Comparacién PC1 PC2 PC3 PC4

M. crucigera vs M. huitzilopochtli ~ 4.270* 0.517 1.257 0.868

M. crucigera vs M. supertexta 3.533 1.633 0.782 0.364

M. huitzilopochtli vs M. supertexta 0.737 1.116 2.039 0.504

% de varianza explicada 23.383 21.009 12.847 9.1278

Variables con mayor aportacion (Precipitacion del Humedad Estacionalidad de la Potasio
trimestre mas frio) temperatura
(Precipitacion del (Densidad real) Temperatura maxima  Pendiente
trimestre mas seco) del mes mas calido
Estacionalidad de (Densidad aparente) Rango de temperatura Orientacion
la precipitacion anual

Correlacion con latitud/ longitud -0.607/0.529 0.233/0.034 -0.277/0.125 -0.084/0.174

Las localidades de M. crucigera muestran una mayor agrupacion, ya que se ubican en zonas donde la

precipitacion en los periodos frios y secos es muy baja (Fig. 32). Asimismo, las localidades de M.

huitzilopochtli se agrupan en aquellas zonas donde la precipitacion en periodos frios y secos es mayor.

La localidad de Lucia (2, M. supertexta) se ubica en donde la isotermalidad es mayor y la precipitacion en

periodo calido es menor.

Humedad
1 9
2 4
6
3 5
4
1 5
Densidad real
Densidad
aparente

Precipitacion del trimestre mas frio
Precipitacion del trimestre mas seco

2

Temporalidad de la precipitacion

Fig. 32. Resultado del Analisis de Componentes Principales de variables edaficas y climaticas entre M. crucigera (A), M.

huitzilopochtli (e) y M. supertexta (+). Los numeros se refieren, en M. crucigera a 1 — Tilapa, 2 — Cerro Blanco, 3 — Toxpa, 4 —

Malinala, 5 — Ixcatlan, 6 — Tilapa 2, 7 — Tilapa 3, 8 — Teotitlan y 9 — Tecomavaca. En M. huitzilopochtli 1 — Ruinas, 2 — Coyula, 4 —

Cacahuatal, 5 — Cuicatlan. Finalmente, en M. supertexta 1 — Comulco, 2 — Lucia, 3 — Y Quiotepec, 4 — Puente, 5 — Escoba.
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VII. Discusion

Debido a que la estimacién de las relaciones genealdgicas depende de la variacion molecular, se discute
brevemente el nivel de polirmofismo registrado en la familia Cactaceae. Enseguida se exponen las
hipétesis generadas a partir de los resultados filogeograficos y de nicho ecoldgico. En la seccion “Posible
radiacion adaptativa de Mammillaria” se hace una integracion de ambas perspectivas. Finalmente se

hacen algunas recomendaciones para su conservacion.

7.1 La divergencia evolutiva en especies cercanas desde un escenario
filogeografico

7.1.1 Polimorfismo en las regiones de ADN de cloroplasto

Los resultados de esta tesis mostraron un polimorfismo muy bajo, que en general en plantas se explica
con hipdtesis como especiacion reciente y rapida (Schaal y Olsen 2000), heterogeneidad en las tasas de
sustitucion (Shaw et al. 2014), variabilidad linaje — especifica de las regiones de ADN (Korotkova et al.
2014), tamanos poblacionales efectivos pequefios (Avise 2000) y flujo de genes intraespecifico bajo (Petit
y Excoffier 2009). Para la familia Cactaceae (Nyffeler 2002; Hernandez-Hernandez et al. 2014) y para
géneros como Gymnocalicium (Demaio et al. 2011), Pilosocereus (Calvente et al. 2016) y Opuntia
(Pinkava et al. 2002), el polimorfismo bajo, < 5 %, se explica por la especiacién reciente y rapida de estos
grupos. Asimismo, la heterogeneidad en las tasas de sustitucion del ADN de cloroplasto, es otra hipotesis
acerca del polimorfismo bajo en cactaceas (Romeiro-Brito et al. 2016; Silva et al. 2016). Esta hipotesis
podria explicar el polimorfismo heterogéneo en el espaciador intergénico petL-psbE, ya que fue el mas
polimérfico para M. huitzilopochtli, pero que en M. crucigera y M. supertexta no mostré variacion
molecular. Ademas, en las regiones no codificantes del cloroplasto, como es el caso de las regiones
analizadas en esta tesis, se documenta que la variabilidad genética es linaje — especifica (Lohne et al.
2007; Timme et al. 2007), por lo que los bajos niveles de polimorfismo pueden deberse a las
caracteristicas intrinsecas de los taxa estudiados. Entre las caracteristicas propias de los linajes, destaca
el tamano efectivo poblacional reducido que esta relacionado con niveles de variacién genética bajos
(Avise 2000). Para algunas especies del género Mammillaria se han sugerido tamafos efectivos
pequefos (Peters y Martorell 2001), mientras que otras especies registran un decremento en sus tasas
de crecimiento poblacional (Contreras y Valverde 2002; Flores-Martinez et al. 2011; Ferrer-Cervantes et
al. 2012). En las tres especies de estudio se registra esta caracteristica intrinseca en sus poblaciones
(Contreras y Valverde 2002; Flores-Martinez et al. 2008; 2010; Avendano-Calvo 2007), por lo que podria
ser unfactor que explique el polimorfismo bajoa. Respecto al flujo de genes, la dispersion de semillas en
cactaceas globosas pequefias, incluidas las especies del género Mammillaria, se considera poco
eficiente (Ortega-Baes y Godinez-Alvarez 2006; Avendafio-Calvo 2007).
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Respecto al tipo de polimorfismo registrado en y entre las tres especies de estudio, la incorporacion de
“indels” permitié el reconocimiento de haplotipos unicos. En particular en M. crucigera, con los “indels” no
repetitivos registrados en los espaciadores atpl-atpH y psbD-trnT, se delimitaron los haplotipos que
separaron a las poblaciones en distintos haplogrupos. En otras regiones como petL-psbE 'y rpl16 algunos
haplotipos se caracterizaron por diferencias en el nimero de repeticiones en regiones poli-A y poli-T, las
cuales registran homoplasia (Korotkova et al. 2014). En estudios filogenéticos en Cactaceae se reconoce
el valor informativo de los “indels” a nivel de familia (Nyffeler 2002), tribu (Butterworth y Wallace 2004) y
género (Vazquez-Sanchez et al. 2013; Bonatelli et al. 2014; Cruz et al. 2016; Franco-Estrada 2017). No
obstante en estudios de cactaceas realizados a nivel poblacional (Bonatelli et al. 2014; Cornejo-Romero
et al. 2014; Ornelas y Rodriguez-Gomez 2015) la utilidad de los “indels” repetitivos no ha sido evaluada.
Otro polimorfismo registrado, incluye una inversion pequefia en el intrdn rp/16, en M. supertexta respecto
a M. crucigera y M. huitzilopochtli. Esta inversién de 46 pb esta flanqueada por repeticiones invertidas
(IR, por sus siglas en inglés) que forman la base de una estructura denominada “hairpin” de cadena
simple estable (Kelchner y Wendel 1996; Kelchner y Clark 1997). Las inversiones documentadas en las
estructuras “hairpin” son comunes en el intron rp/16 (Kelchner y Clark 1997; Borsch y Quandt 2009), asi
como en otras regiones de ADN de cloroplasto (e. g. trnF-trnL Kim y Lee 2005; psbC-trnS Catalano et al.
2009). Por lo que se ha sugerido que las regiones “hairpin” promueven la presencia de inversiones
(Graham y Olmstead 2000; Borsch y Quandt 2009), las cuales pueden tratarse como un solo evento
mutacional (Kim y Lee 2005; Catalano et al. 2009). Las regiones IR, la base de la estructura “hairpin”, son
estructuras estables y ampliamente distribuidas en las angiospermas (Graham y Olmstead 2000; Bain y
Jansen 2006).

En relacién a las regiones que no lograron ser amplificadas, psbJ-psbA y trnK-rps16, seria importante
seguir ensayando otras condiciones de PCR. Sin embargo, los espaciadores ubicados en los genes
ndhF, 3'trn\YA%)-ndhC y ndhF-rpl32, podrian haberse perdido en el genoma del cloroplasto de
Mammillaria, como se document6 en Carnegiea gigantea (Sanderson et al. 2015). Esta cactaceay el
género Mammillaria, forman parte de la subfamilia Cactioideae (Hernandez-Hernandez et al. 2011) y se
ha demostrado que, en otros linajes de esta misma subfamilia, como el género Cereus (Romeiro-Brito et

al. 2015), estas regiones no amplifican.

7.1.2 Relaciones genealdgicas en las especies

En los loci de microsatélites de cloroplasto analizados se observé un nivel de polimorfismo bajo en cada
especie. Lo anterior puede explicarse por las mutaciones puntuales registradas en las repeticiones en
tandem de los loci de microsatélites, que disminuyen su tasa evolutiva en periodos evolutivos
relativamente cortos (Ceplitis et al. 2005). Por lo tanto, en aquellos loci de microsatélites de cloroplasto
“universales” es probable que no se registren variabilidad intraespecifica alta (Weising y Gardner 1999;
Provan et al. 2001). Debido a que los patrones de estructura filogeografica documentados con estos
marcadores moleculares se recuperaron con las regiones de ADN de cloroplasto, los resultados se

discutieron en conjunto y se detallan a continuacion.
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Mammillaria crucigera. Los tres haplotipos encontrados registraron una subdivisién geografica, reflejando
una diferenciacion genética poblacional fuerte (Gst = 1). La divergencia entre los haplotipos fue igual (Gst
=1; Nst = 1), lo que indica que los haplotipos son filogenéticamente equivalentes (Pons y Petit 1996). En
plantas, este patrdn filogeografico sugiere una interaccion de tres factores principalmente, 1) la clonalidad
de los individuos (Clark-Tapia et al. 2005), 2) el flujo génico restringido como resultado de la dispersion
limitada de la especie via semillas (Zhou et al. 2010 a) y 3) el aislamiento geografico de las poblaciones
(Avise 2000; Lorenz-Lemke et al. 2010).

Los individuos de M. crucigera registran ramificacion apical (Contreras y Valverde 2002; Arias et al.
2012), donde los tallos no se desprenden del tallo basal (Silvertown y Charlesworth 2001). Sin embargo,
ecologicamente los tallos producidos por ramificacion apical son considerados como individuos, ya que
producen estructuras reproductivas (Harper 1977). De este modo, el haplotipo de los tallos apicales
reproductivos de un solo individuo esta sobrerepresentado en una poblacion, o que podria promover la
fijacion de ese haplotipo. Respecto al sistema de dispersion de semillas de M. crucigera, no ha sido
estudiado, sin embargo, se sugiere que las semillas son dispersadas por escorrentia (Peters y Martorell
2001). La similitud de la morfologia de los frutos de esta especie con otras especies de Mammillaria en
las cuales se ha sugerido este tipo de dispersidon (Avendafo-Calvo 2007), respalda lo anterior. Asimismo,
la retencion de frutos maduros entre los tubérculos de esta especie (Contreras y Valverde 2002), se ha
considerado como posible serotinia (Solérzano y Davila 2015). Aunque la serotinia es considerada como
una caracteristica adaptativa en especies de Mammillaria (Rodriguez-Ortega et al. 2006; Peters et al.
2009), la dispersién de las semillas de los frutos serétinos es poco eficiente, ya que el establecimiento de
plantulas se favorece en un perimetro cercano a la planta madre. Esta dispersion poco eficiente de las
semillas se refleja en la estructura genética tan alta entre las poblaciones de M. crucigera.

El aislamiento geografico es un factor que contribuye a la diferenciacion genética marcada (Avise 2000).
Las areas intermedias entre las poblaciones de M. crucigera registran condiciones de temperatura y
precipitacion distintas, lo que se muestra en los valores de idoneidad bajos (< 0.5) de los modelos de
nicho ecologico. Lo anterior sugiere que existe una discontinuidad de las condiciones idéneas para el
establecimiento de M. crucigera, por lo que no solo la topografia, sino también las condiciones climaticas

podrian funcionar como barreras geograficas (McCormack et al. 2010).
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Considerando las relaciones genealdgicas entre las poblaciones de M. crucigera, se puede proponer un
escenario de colonizacion seguido de divergencia por alopatria. Los eventos de dispersion pudieron
ocurrir del norte hacia el sur de su distribucion geografica y éstos quedaron plasmados en los
espaciadores atpl-atpH, rpl16 y trnT-trnL, que muestran una relacion mas estrecha entre las poblaciones
del norte y las del sur, respecto a las poblaciones de la distribucion central, lo cual se respalda con
antecedentes nucleares (Solérzano et al. 2015). Después del evento de colonizacion, las poblaciones
quedaron aisladas, quiza durante condiciones adversas como niveles de humedad altos, los cuales se
registran en el Valle durante el Holoceno (Canul-Montafiez 2008). Aunque se desconoce el tiempo de
divergencia entre M. crucigera y su ancestro comun mas reciente, para linajes relacionados con
Mammillaria se registran edades de entre 16 m. a. (Tribu Cacteae; Arakaki et al. 2011) a 7.7 Ma
(Astrophytum; Vazquez-Lobo et al. 2015), por lo que puede considerarse a Mammillaria un linaje
relativamente reciente. De esta manera se promovio6 la divergencia alopatrida entre las poblaciones de M.
crucigera, lo que concuerda con los niveles de estructura genética tan altos (Gst = 1), que sugieren que

las poblaciones han permanecido aisladas genéticamente (Burban y Petit 2003; Zhou et al. 2010 b).

Los dos haplotipos registrados a partir de considerar a los “indels” como datos faltantes, corresponden a
las poblaciones del norte y a la poblacidn del sur. Lo anterior podria indicar que, en la poblacién surefa,
Ixcatlan, los efectos de la deriva génica son mas acentuados, ya que se sugiere que la deriva génica
promueve la diferenciacion genética en ausencia de flujo génico (Schaal et al. 1998; Petit y Excoffier

2009) y en poblaciones con tamafos poblaciones pequefios (Barret y Kohn 1991).

Mammillaria huitzilopochtli. Las cinco poblaciones de esta especie no registraron estructura filogeografica
(Nst=0.922, Gst = 0.733, p > 0.05). Entre los procesos y factores implicados en la formacion de un
patrén filogeografico, se reconoce un nivel de flujo génico restringido via semillas y el aislamiento
geografico (Avise 2000; Lorenz-Lemke et al. 2010). El sistema de dispersion de semillas de M.
huitzilopochtli no ha sido estudiado, sin embargo, se sugiere que las semillas son dispersadas por
escorrentia (Peters y Martorell 2001) o por lagartijas (Flores-Martinez et al. 2008). Este sistema de
dispersion pasivo, podria generar la estructura filogeografica alta entre las poblaciones, ya que el
establecimiento de las plantulas es en un perimetro cercano a la madre. Respecto al aislamiento
geografico, a pesar de que el nicho de M. huitzilopochtli registré conservadurismo con el nicho de M.
supertexta, en tres ejes indico divergencia con M. crucigera, por lo que puede considerarse que M.
huitzilopochtli habita un ambiente edafico y climatico unico. Los factores antes citados pudieron ser las

principales fuerzas que promovieron el aislamiento genético entre las poblaciones.
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De acuerdo con los resultados de la distribucién geogréfica y las relaciones genealdgicas de los
haplotipos, asi como a la divergencia gradual observada, se propone un escenario de migracion de norte
a sur de la distribucion geografica de M. huitzilopochtli, seguido de recolonizacion en el norte. De acuerdo
con el indice de probabilidad del grupo externo obtenido con el programa TCS v. 1.21 (Clement et al.
2005), que esta correlacionado con la edad del haplotipo, los haplotipos H4 y H5 mostraron la misma
probabilidad de ser el haplotipo mas ancestral (0.33). Sin embargo, podria considerarse como haplotipo
ancestral a H1, ya que se registré en un niumero mayor de individuos (> 50%, tres poblaciones). De tal
modo que, si el haplotipo H1 es el ancestral, la ruta de colonizacion de M. huitzilopochtli concuerda con el
escenario propuesto para linajes del sur de Estados Unidos de América y México (Reberning et al. 2010;
Gugger et al. 2011; Ruiz-Sanchez et al. 2012; Hernandez-Hernandez et al. 2013), para las cuales las
condiciones humedas y frias registradas en el Pleistoceno promovieron la expansion de linajes de plantas
de zonas aridas hacia el sur. Debido a que en eventos fundadores se registra un solo haplotipo
(Turchetto-Zolet et al. 2012), se sugiere la recolonizacion en la parte norte de la distribucién, por la

presencia de H1 en las poblaciones de Ruinas, Coyula y Quiotepec.

Mammillaria supertexta. Tanto con los microsatélites de cloroplasto como con las regionesde ADN no se
documento variacion genética en las cinco poblaciones analizadas de M. supertexta. Con los
microsatélites de cloroplasto en las cinco poblaciones se documentd un solo haplotipo, sin embargo, el
numero de loci usados fue muy bajo (2), por lo que los loci seleccionados pudieron no mostrar variacion.
En el caso de las regiones de ADN de cloroplasto, el muestreo molecular es mayor (siete regiones), en el
cual solo se registré un “indel" en los individuos de una poblacién en el intrén rp/16. Dado lo anterior, el
muestreo molecular no es un factor que determiné el polimorfismo, en otras especies de plantas este
patron se considera resultado de la dinamica evolutiva del ADN de cloroplasto (Léhne et al. 2007; Timme

et al. 2007) o de eventos demograficos histéricos (Lorenz-Lemke et al. 2010).

El patrén de fijacién de un solo haplotipo en todas las poblaciones de una especie ha sido atribuido a
eventos de cuellos de botella poblacionales (Grivet y Petit 2003; Fernandez-Mazuecos et al. 2014), a la
expansion de su distribucion geogréfica (i. e. en las transiciones climaticas del Pleistoceno) (Twyford et
al. 2013; Fiala et al. 2016) o a un evento fundador (Thode et al. 2014). En el caso de un cuello de botella
poblacional reciente, la diversidad genética disminuye después de que una poblacién experimenta una
reduccién en su tamano efectivo poblacional (Allendorf y Luikart 2007). Los tamarfios poblacionales de M.
supertexta son pequenos (Peters y Martorell 2001; Avendafio-Calvo 2007), por lo que se puede sugerir
que el haplotipo unico registrado en esta especie puede ser resultado de un cuello de botella poblacional,
seguido de una expansion reciente. La fijacién de un solo haplotipo también podria ser resultado de

deriva génica en poblaciones pequeias (Barret y Kohn 1991), como en el caso de M. supertexta.
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7.1.3 Relaciones filogeograficas entre especies filogenéticamente cercanas

Los resultados obtenidos con los microsatélites de cloroplasto sugieren un evento de introgresion entre
M. crucigera y M. huitzilopochtli, debido a que el haplotipo H7 se registré en la poblacion de Cuicatlan de
M. huitzilopochtli, compartiéndose con las poblaciones de Tilapa, Cerro Blanco e Ixcatlan de M. crucigera.
En este escenario de hibridacién, la incorporacién del genoma de cloroplasto pudo haber sido de M.
crucigera a M. huitzilopochtli, promoviendo asi el aumento de la diversidad genética en esta ultima
especie (Arnold 1997). Esto se sustenta, en el hecho de que en las poblaciones de M. huitzilopochtli se
documentd una mayor diversidad de haplotipos que en M. crucigera. Ademas, el flujo de genes
interespecifico se ve favorecido por la ausencia de barreras reproductivas (Schluter 2001) y en el caso de
estas dos especies se puede sugerir esto porque presentan sincronia en periodos de floracion. Los
individuos de M. crucigera florecen de noviembre a mayo (Contreras y Valverde 2002), en tanto que los
individuos de M. huitzilopochtli florecen de septiembre a diciembre (Flores-Martinez et al. 2010). Sin
embargo, sus poblaciones no son simpatricas y las poblaciones que comparten el haplotipo H7 no estan

geograficamente cercanas.

Sin embargo, esta hipotesis de introgresion no se respalda por el tipo de marcador molecular utilizado,
debido a que los microsatélites registran homoplasia (Provan et al. 2001). De tal manera que el haplotipo
H7 se pudo originar en ambas especies de manera independiente, como se ha propuesto para otras
especies filogenéticamente cercanas (Hale et al. 2004; Heuertz et al. 2006; Odee et al. 2012). Cuando
dos 0 mas especies comparten haplotipos, se puede inferir también al sorteo incompleto de linajes (Avise
1994; Schaal y Olsen 2000; Wendel y Doyle 1998). Si la especiacién entre las especies involucradas ha
ocurrido recientemente, se infiere que no ha habido tiempo suficiente para su divergencia genética
(Wendel y Doyle 1998). En el caso de M. crucigera y M. huitzilopochtli, no hay una datacion para su
divergencia, sin embargo, el nimero de pasos mutacionales bajo (< 5) entre los haplotipos, indica
divergencia reciente. Ademas, si los alelos del ancestro comun entre las especies analizadas son
retenidos, se esperaria que estos alelos mostraran una distribucién al azar en las poblaciones
descendientes (Zhou et al. 2010 b) y que no estuvieran concentrados en los limites de la distribucion de
las especies 0 en zonas de hibridacion, en poblaciones parapatridas (McGuire et al. 2010). En este caso,
el haplotipo H7 no esta distribuido en el limite de la distribucién geografica de las especies, en M.
huitzilopochtli se registrd en la poblacién del extremo sur de su distribucion y en M. crucigera en las

poblaciones del norte y del sur.
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Ademas, en el contexto de la hipotesis de introgresidn, con los modelos de nicho se esperaria encontrar
valores de idoneidad altos (> 0.8) en M. crucigera en el area donde se ubica la poblacion de Cuicatlan, lo
cual no ocurrié. Ademas, el tipo de sustrato en el que se ubican las poblaciones de M. huitzilopochtli,
mostraron requerimientos distintos de densidad aparente, densidad real y de C. I. C. La diferenciacion
entre eventos de hibridacion y subsecuente introgresion, de un evento de sorteo incompleto de linajes es
dificil de discernir cuando se utilizan marcadores uniparentales y cuando las especies analizadas han
divergido recientemente (Jakob y Blattner 2006; Lorenz-Lemke et al. 2010). Sin embargo, dadas las
caracteristicas de distribucion geografica de las poblaciones de ambas especies citadas anteriormente,
se sugiere que la presencia compartida del haplotipo H7 se debe a la retencién de polimorfismos

ancestrales.

Este resultado de haplotipos compartidos entre especies, se registré también en tres de las regiones de
ADN de cloroplasto analizadas. Debido a que los haplotipos compartidos no se registraron en los limites
de la distribucidon geografica de las especies, se sugiere que este resultado se debe al sorteo de linajes
incompleto (Avise 1994; Schaal y Olsen 2000; Wendel y Doyle 1998). Ademas, las relaciones
filogeograficas entre las especies analizadas no fueron concordantes entre las seis regiones de ADN de
cloroplasto. En las seis regiones concatenadas, M. crucigera y M. supertexta mostraron una relacion
evolutiva mas cercana, ya que mostraron un numero menor de mutaciones respecto a M. huitzilopochtli.
Sin embargo, en la filogenia obtenida a partir del intrén rpl/16 y psbA-trnH, M. crucigera 'y M. huitzilopochtli
resultaron ser especies hermanas, debido a la inversion pequefia registrada para la region rp/16. Este
tipo de inversiones son referidas como eventos de homoplasia, dado que se registran en taxa
filogenéticamente distantes (Kelchner y Wendel 1996; Graham y Olmstead 2000; Kelchner 2000) o en
individuos de una misma poblacién (Huang et al. 2004). En Cactaceae, se registran inversiones en
espaciadores intergénicos (psbA-trnH, trnQ-rps16, trnS-trnG), intrones (frnK) y genes (matK) (Korotkova
et al. 2010; 2011), las cuales se sugieren como eventos potencialmente homoplasicos. Sin embargo, en
otros casos se ha demostrado que a pesar de ser homoplasicas representan un valor filogenético (Bain y
Jansen 2006) o bien se les ha considerado como un tipo de mutacién linaje — especificas (Korotkova et
al. 2014). Asimismo, en la tribu Cacteae las inversiones fueron tratadas como potencialmente
informativos (Vazquez-Sanchez et al. 2013) demostrando su utilidad, ya que resolvieron las relaciones
entre algunos clados. Por lo tanto, la inversién encontrada en esta tesis se consider6 como un evento

mutacional filogenéticamente informativo.
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7.2 La evolucién del nicho ecolégico entre especies filogenéticamente cercanas

A pesar de que los modelos de nicho ecoldgico obtenidos son de resolucion fina (21 km?), se predicen
areas donde no se tienen registros. Esto podria ser resultado de tres factores, 1) las areas no han sido
exploradas y existen poblaciones no descubiertas, 2) el modelo utilizado es simplista y 3) existe un
desequilibrio entre las especies y el clima. Con base en el descubrimiento de nuevas localidades para
nueve especies del Valle, Peters y Martorell (2001) sugieren que existe un sesgo de exploracion debido a
las vias de comunicacion, indicando que hace falta examinar otras areas de esta region. Respecto a la
simplicidad del modelo, se ha sugerido que utilizar un modelo mas complejo, aumenta el area del modelo
obtenido y las estimaciones de proyecciones al futuro son mejores (Warren et al. 2014). Sin embargo, en
especies con un numero de registros de presencia pequefo se recomienda utilizar un modelo simple
(Warren y Seifert 2011), asi como para especies de distribucién amplia (Theodoridis et al. 2013).
También se ha sugerido que para modelar la distribuciéon de una especie es necesario estandarizar para
cada especie sus propios parametros (Elith et al. 2006). Asimismo, podrian existir caracteristicas del
microhabitat que estan definiendo la presencia de las especies y que no se estan reflejando en los

modelos de nicho obtenidos en esta tesis (Fernandez-Mazuecos et al. 2014).

El desequilibrio entre la especie y el clima se refiere a que a pesar de que existen las condiciones
climaticamente adecuadas para que una especie pueda persistir, la capacidad de dispersion de la misma
es limitada y no ha colonizado estas areas idoneas (Fouquet et al. 2010). El sistema de dispersion, tanto
via semilla como polen, no se conoce para ninguna de las especies analizadas en esta tesis, sin
embargo, de acuerdo a su morfologia se sugiere que es por escorrentia (Peters y Martorell 2001;
Avendano-Calvo 2007; Flores-Martinez et al. 2008; 2014), por lo que la dispersion poco eficiente podria

ser una causa de la sobreprediccion de areas idéneas en los modelos de nicho ecolégico.

Con respecto a las pruebas de identidad y similitud del nicho ecolégico basadas en los modelos, se
obtuvo que los nichos ecoldgicos de las tres especies no son idénticos. Sin embargo, los nichos no son
mas divergentes de lo que se esperaria dadas las diferencias ambientales donde las especies habitan
(Warren et al. 2008). Si bien existe conservadurismo de nicho ecoldgico entre las especies analizadas,
ésta es una caracteristica inherente entre especies cercanamente relacionadas dadas sus relaciones
genealdgicas (Wiens y Graham 2005; Pyron et al. 2015). No obstante, en linajes cercanamente
relacionados se ha demostrado que en algunas dimensiones del nicho ecoldgico hay divergencia
(Anacker y Strauss 2014; Thode et al. 2014).
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Las comparaciones de nicho basadas en modelos representan la diferenciacién de nicho considerandolo
como un todo y no dan informacién acerca de las variables particulares que son responsables de la
diferenciacion entre taxa, sin embargo, el enfoque multivariado si lo hace (McCormack et al. 2010; Thode
et al. 2014). Lo anterior se registré en los resultados del analisis de los ejes independientes del nicho. Las
variables relacionadas con la estacionalidad de la temperatura (eje 1), precipitacion del trimestre mas frio
(eje 2) y precipitacion del trimestre mas calido (eje 3) fueron las caracteristicas con divergencia en al
menos un par de especies, lo que podria indicar que tuvieron una mayor influencia en la divergencia del

nicho ecoldgico entre las especies de Mammillaria analizadas en esta tesis.

La divergencia encontrada en los ejes ambientales 1 y 4, sugiere que los individuos de M. crucigera
habitan en areas con una oscilacion menor de la temperatura y con menor precipitacion en temporadas
secas Y frias que los individuos de M. huitzilopochtli. La diferenciacion ecolégica entre estas especies
esta asentada también en el espacio edafico. Asimismo, la zona de contacto potencial entre estas
especies registra valores de idoneidad menores a 0.50 en ambos modelos de nicho, sugiriendo una
probabilidad baja de mantener poblaciones viables (Raxworthy et al. 2007; Evans et al. 2009). Siguiendo
la hipotesis planteada de hermandad entre estas especies, se puede sugerir que la diferenciacion en
algunas caracteristicas de su nicho ecolégico ha sido importante en su divergencia evolutiva, como se ha
demostrado en otras especies (Loera et al. 2012; Jaime et al. 2015). Asimismo, la distribucién alopatrida
entre M. crucigera y M. huitzilopochtli sugiere que el aislamiento geografico tuvo un papel importante en

su diferenciacion (Guerrero et al. 2011).

Al igual que las especies comparadas anteriormente, M. crucigera y M. supertexta registraron divergencia
climatica significativa, pero en este caso en los ejes ambientales 1 y 2. Sin embargo, la amplitud de la
distribucidn geografica de estas especies se traslapa. Este patrén de divergencia de nicho ecoldgico sin
aislamiento geografico, donde las especies muestran poco o nula superposicion de nicho, sugiere que el
aislamiento geografico, por si mismo, es menos importante que las diferencias ambientales (Nakazato et
al. 2010).

Por otra parte, el conservadurismo de nicho ecoldgico entre M. huitzilopochtliy M. supertexta puede
deberse a que esta diferenciacion esta relacionada a otras dimensiones del nicho que no fueron medidas
en este estudio (Wiens 2004 a; McCormack et al. 2010). Sin embargo, el periodo de floracién
documentado para estas especies se presenta en meses distintos: M. huitzilopochtli florece de
septiembre a diciembre (Flores-Martinez et al. 2010) y M. supertexta de enero a mayo (Avendafo-Calvo
2007), por lo que la divergencia evolutiva entre estas especies podria ser resultado de un aislamiento

temporal (Loera et al. 2012).

80



No obstante, la conclusion sobre la divergencia o conservadurismo de nicho ecoldgico entre las especies
debe hacerse con cautela. Con base en los datos climaticos usados en los analisis se puede concluir que
existe una correlacion geografica fuerte, sugiriendo que muchos de los datos de las variables podrian
indicar variacion regional, mas que caracteristicas del nicho ecolégico (Arteaga et al. 2011; Thode et al.
2014).

7.3 Posible radiacion adaptativa en el género Mammillaria

El origen de Cacteae, Tribu a la que pertenece Mammillaria, fue ubicado en la Sierra Madre Oriental en el
Mioceno medio, hace 16 Ma (Vazquez-Sanchez et al. 2013). La diversificacién de este grupo de plantas
se propone ocurrié a finales del Mioceno e inicios del Plioceno, entre 11 — 4 Ma aproximadamente,
asociada con el desarrollo del Desierto de Sonora (Arakaki et al. 2011; Vazquez-Sanchez et al. 2013). El
centro de origen del género Mammillaria es desconocido, sin embargo, la edad propuesta para este clado
es de 7.6 — 6.3 Ma (Arakaki et al. 2011). Considerado que en los estados de Coahuila (25), Durango (27),
Guanajuato (30), Querétaro (29) y San Luis Potosi (31) y Zacatecas (28) (Guzman et al. 2007) se registra
el mayor nimero de especies de este género (Hernandez y Barcenas 1995; Guzman 2007), el origen de
Mammillaria al norte del pais no puede ser descartado. Asimismo, al sur de México, los estados de
Oaxaca (28) y Puebla (22) registran un nimero de especies alto, por lo que algunos de los linajes de este
género pudieron dispersarse hacia el sur del pais y subsecuentemente especiar. La Faja Volcanica
Transmexicana se identificd como limite de distribucion geografica para la serie Polyedrae (Aquino-
Garcia 2014). Estas cordilleras volcanicas que cruzan el territorio mexicano de oeste a este, desde
Nayarit hasta Veracruz (Ferrusquia-Villafranca 2007) iniciaron su formacion en el Mioceno temprano,
hace 20 Ma, con eventos orogénicos al final de Plioceno, hace 3 Ma (Ferrari et al. 2012). Asimismo, se
reconoce que la Faja Volcanica Transmexicana ha tenido un impacto significativo en la divergencia de
estas especies, ademas de actuar como un corredor para su dispersion, promoviendo asi la migracion del
norte al sur de México (Gugger et al. 2011). Considerando que la edad estimada de los ultimos eventos
orogénicos de la Faja Volcanica Transmexicana es de 3 Ma, ademas de que este sistema montafioso
representa una barrera en la conectividad genética de las especies, se puede considerar que la edad de
las especies analizadas en esta tesis es menor a 3 Ma. Esta hipétesis se respalda con el patron de
distribucidn geografica de las especies de la serie Supertextae, ya que se puede considerar como su

limite norte a la Faja Volcanica Transmexicana (Hunt 2006).
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En los linajes de plantas, la falta de resolucion entre especies cercanamente relacionadas se ha
propuesto como resultado de radiaciones adaptativas que resultan en historias evolutivas cortas y
divergencia de regiones poco marcadas (Small et al. 1998). La radiacion adaptativa se define como la
evolucion de la diversidad ecoldgica y fenotipica en un linaje rapidamente diversificado (Schluter 2000;
Glor 2010). El reconocimiento de este proceso puede inferirse a partir de una serie de caracteristicas
como la ancestria comun, la correlacién entre el ambiente y el fenotipo, asi como una especiacion rapida
(Schluter 2000). En referencia a la ancestria comun, el clado que registra la radiacién adaptativa debe
haber divergido recientemente. En este sentido, no se conoce el tiempo de divergencia entre las especies
de Mammillaria analizadas en esta tesis, pero con base en los resultados obtenidos de polimorfismo bajo,
se puede inferir una divergencia reciente entre las especies (Nyffeler 2002). La especiacion rapida se
refiere a que las tasas de especiacion son altamente variables entre clados contemporaneos y entre
periodos muy largos (Schluter 2000). Respecto a esta caracteristica se desconoce el tiempo de
divergencia del clado Supertextae respecto a su ancestro comun. Sin embargo, la especiacion rapida se
refiere también a las tasas de especiacion muy variables entre periodos en un clado, en donde las tasas
de ramificacion exceden a las anteriores (Glor 2010). En la familia Cactaceae se han identificado clados
con la caracteristica anteriormente citada, como es el caso de Mammillaria que registra tasas de
diversificacion altas, asi como un nimero mayor de especies de lo que se esperaria dada su edad
(Arakaki et al. 2011; Hernandez-Hernandez et al. 2014). No obstante, hace falta evidencia ecolégica y
molecular que permita desarrollar hipotesis sobre una posible radiacién adaptativa en Mammillaria. Es
necesario explorar otras regiones de ADN de cloroplasto, inclusive de otros genomas, como el nuclear,
para obtener el suficiente polimorfismo que permita la estimacion de tiempos de divergencia entre
especies cercanamente relacionadas de Mammillaria, asi como la existente entre géneros cercanos

como Coryphantha y Escobaria.

Finalmente, la distribucién completamente alopatrida y la estructura filogeografica tan alta documentadas
para M. crucigera y M. huitzilopochtli (Gst y Nst cercanos a 1), sugieren que el flujo génico es muy bajo o
nulo en las especies. En otros linajes de plantas como en los géneros Primulina (Gao et al. 2015) o el
género Begonia (Hughes y Hollingsworth 2008; Twyford et al. 2013), se ha sugerido que este patrén de
estructura genética poblacional fuerte esta relacionado con procesos macroevolutivos de divergencia de

especies por alopatria, por lo que este proceso puede inferirse también para Mammillaria.

Dadas las diferencias climaticas y edaficas entre las especies, se puede sugerir que las especies se
pudieron adaptar a sus microhdbitats via seleccion divergente. Por lo que ademas del aislamiento
genético, las presiones de seleccion ambientales, como la estacionalidad de la temperatura, pudieron

contribuir a la divergencia evolutiva en este grupo de especies de Mammillaria.
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7.4 Conservacion

La conservacion de las especies y de sus habitats es otra de las interpretaciones que permiten los
resultados aqui obtenidos. Aunque no se planteé como uno de los objetivos originales de la tesis, es
importante considerar que las tres especies estudiadas se incluyen en listas nacionales e internacionales
de especies en riesgo. En M. crucigera, se reconocen a las subespecies, crucigera y tlalocii (Arias et al.
2012). Esta ultima corresponde a los individuos de la poblacién Ixcatlan, los cuales los resultados
mostraron un haplotipo unico en las regiones atpl-atpH, psbD-trnT y rpl16. Esta poblacion se encuentra a
67 km alejada del resto de las poblaciones y ya habia sido identificada como un grupo genético distinto
con marcadores microsatélite (Solérzano y Davila 2015), lo que sugiere que el aislamiento geografico
podria estar promoviendo una divergencia evolutiva. La subespecie crucigera esta representada por el
resto de las poblaciones analizadas, sin embargo, Tilapa y Cerro Blanco se identificaron como un
haplogrupo distinto a Toxpa y Malinala. Por tanto, la conservacion de todas las poblaciones de M.
crucigera permitiria salvaguardar su riqueza molecular y mantener los procesos ecolégico-evolutivos que
estan ocurriendo. En M. huitzilopochtli, se reconocen también dos subespecies huitzilopochtli y
niduliformis, la primera caracterizada por tener espinas cortas y la segunda por tener espinas tan largas
que rodean el tallo completo de la planta (Arias et al. 2012). En las regiones de ADN de cloroplasto petL-
psSbE y rpl16 la poblacion de Ruinas, de la subespecie niduliformis, fue la Unica que mostré variacion
intrapoblacional con dos haplotipos. En analisis previos de microsatélites y de acuerdo con las diferencias
mutacionales registradas, se confirma la agrupacién de Ruinas con Coyula y Quiotepec, mientras que
Cacahuatal y Cuicatlan forman grupos independientes. En contraste en las poblaciones de M. supertexta
no se lograron hacer inferencias acerca de como son las relaciones genealdgicas entre sus poblaciones

dado que no presentd polimorfismo.

Por otra parte, los resultados de nicho ecoldgico mostraron que las especies tienen requerimientos
ambientales distintos tanto edaficos como climaticos. Por tanto su conservacién y la proteccion de sus
habitats podria ser desde una perspectiva de ecosistémica (Hamilton et al. 2012), ya que asi se
protegerian distintos microambientes que registrados dentro la Reserva de la Biosfera Tehuacan —
Cuicatlan. Esta reserva, que se destaca por una riqueza especifica alta (Davila et al. 2002), con flora
economica y culturalmente util (Lira et al. 2009; Blancas et al. 2010), registra una distribucion
heterogénea de su diversidad bidlogica (Osorio et al. 1996; Méndez-Larios et al. 2004) y un mosaico de
microambientes (Valiente-Banuet et al. 2000). Ademas, en esta region se distribuye un gran nimero de
especies endémicas, siendo las de la vegetacion xerdfila las mayormente representadas (Méndez-Larios
et al. 2004). Por tanto, apartir de los resultados aqui obtenidos se concluye que las selvas bajas
caducifoleas donde habita M. supertexta, los cerros calizos de M. crucigera y las extensiones de rocas
rojas de M. huitzilopochtli deberian ser una prioridad de conservacién como ya se ha sefalado en otros

estudios (Solérzano et al. 2014; Solérzano y Davila 2015).
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VIIl. Conclusiones

A partir de los resultados de esta tesis, se concluye que las poblaciones de M. crucigera estan
representadas con tres linajes estrechamente ligados. En esta especie, las relaciones relaciones
genealdgicas se plantea un escenario del pasado donde a partir de una poblacién ancestral de un evento
de dispersion, seguido de divergencia genética por alopatria. Considerando la distancia evolutiva entre
los haplotipos registrados en las poblaciones de M. huitzilopochtli, se concluye que esta especie presentd
un evento de migracion del norte hacia el sur de su distribuciéon geografica, ademas de experimentar flujo
geénico restringido, procesos que han contribuido en su historia evolutiva. La falta de polimorfismo en las
poblaciones analizadas de M. supertexta se infiere como resultado de un evento de cuello de botella
poblacional y de una expansion reciente de su distribucidn geografica. Dada la fijacidon de haplotipos
unicos en las poblaciones y la estructura genética tan alta entre las especies de estudio, se puede
concluir que el aislamiento genético es uno de los factores que ha promovido la diferenciacidon de linajes
en el género Mammillaria. Ademas, la deriva génica podria ser uno de los procesos responsables del

polimorfismo tan bajo registrado en las tres especies de Mammillaria analizadas.

Las relaciones filogenéticas entre las tres especies no son concordantes entre las regiones de ADN de
cloroplasto analizadas. Sin embargo, los analisis basados en las seis regiones indican que cada especie
representa una entidad evolutiva independiente, con un polimorfismo ancestral compartido, sin que haya

evidencia de algun proceso de hibridaciéon después de su divergencia.

A diferencia de otras especies de plantas y de otros géneros de Cactaceae, donde ocho regiones de ADN
de cloroplasto se recomiendan como fuentes de variacion, las tres especies aqui estudiadas no apoyan
tal recomendacion, ya que registraron un nivel de polimorfismo < 2 %. Sin embargo, el intrén rp/16 es una
de las regiones con el nivel de polimorfismo mas alto entre las especies, ya que registrd sustituciones,
“indels” e inversiones con valor filogenético. Asimismo, el espaciador intergénico petL-psbE fue otro
marcador con variacion intrapoblacional, pero solo en la especie M. huitzilopochtli. Los espaciadores atpl-
atpH, psbD-trnT y trnT-trnL son utiles para delimitar poblaciones, pero no para estudios filogeograficos o

de genética de poblaciones.

Los nichos de las tres especies analizadas mostraron una diferenciacion relacionada con la
estacionalidad de la temperatura, por lo que se sugiere que esta variable pudo promover su divergencia.
No obstante, otras dimensiones del nicho relacionadas con la precipitacion se encuentran conservadas
entre las especies, por lo que estas caracteristicas podrian representar su nicho fundamental. Aunque los
analisis realizados no permiten asentar si los cambios en el nicho ecoldgico causaron directamente la
divergencia entre las especies, es claro que los aspectos ecoldgicos estan ligados con la especiacion del

género Mammillaria.
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