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RESUMEN

Turbinicarpus horripilus (Lem) V. John y Riha es una cactdcea globosa
microendémica de la Reserva de la Biosfera Barranca de Metztitlan (Hidalgo). La
especie se encuentra en el Apéndice | de CITES y esta sefalada como especie
vulnerable (VU) en la Lista Roja de la UICN. Hasta la fecha s6lo se conocen ocho
poblaciones. El objetivo del presente trabajo fue evaluar su diversidad y estructura
genética, a través del analisis de la secuenciacion de tres regiones del cloroplasto
(petB intron D4; trnL-rpl32 y trnL-trnF), para inferir los procesos demogréaficos y
evolutivos a los que la especie ha estado sujeta. Se colectaron muestras de tejido de
120 individuos de cuatro poblaciones: Cerro, Jilotla, Santuario y Almolén, cubriendo
el area de distribucion de la especie. Se obtuvieron las secuencias de 773 pb del gen
petB intron D4; 1385 pb del gen trnL-rpl32 y 1190 del gen trnL-trnF. La diversidad
haplotipica de la especie es Hd = 0.693 y la diversidad nucleotidica (= 0.004).
Encontramos altos niveles de diferenciacion poblacional (Fst=1) .y una correlacion
positiva entre la distancia genética y geografica de la poblaciones. Esto fue
respaldado por la red de haplotipos y el analisis filogeografico que muestra
evidencias de flujo genético restringido o nulo. Sin embargo, a nivel intrapoblacional
no se detectaron diferencias entre los individuos (Hd = 0.0). Estos resultados pueden
estar relacionados con una dispersion limitada de las semillas debido a los
potenciales dispersores que son hormigas que visitan los frutos.

Los patrones de diversidad genética encontrados se pueden explicar por el pequefio

tamafo de las poblaciones aunado a su aparente aislamiento, lo que nos hace



pensar que la deriva génica y la endogamia son factores importantes en la
conformacion de la estructura genética observada en estas poblaciones.
Las poblaciones de Turbinicarpus horripilus estan altamente amenazadas, por lo que

proponemos la proteccion de la especie por la NOM-059-SEMARNAT-2010.



ABSTRACT

Turbinicarpus horripilus (Lem) V. John and Riha is a globose cactus and is
microendemic from Reserva de la Biosfera Barranca de Metztitlan (Hidalgo). This
species is found in Appendix | of CITES and is designated as a Vulnerable Species
(VU) on the IUCN Red List. To date only eight populations are known. The aim of the
present work was to evaluate the genetic diversity and genetic structure, through the
analysis of sequencing three chloroplast regions (petB intron D4, trnL-rpl32 and trnL-
trnF), to infer the demographic and evolutionary processes to which this species has
been subject. Tissue samples were collected from 120 individuals from four
populations: Cerro, Jilotla, Santuario and Almolén, covering the range of the species.
The sequences were obtained, 773 bp from petB intron D4 gene; 1385 bp from trnL-
rpl32 gene and 1190 bp from trnL-trnF gene. The haplotypic diversity of the species is
Hd = 0.693 and the nucleotide diversity (i = 0.004). We found high levels of
population differentiation (Fst = 1) and a positive correlation between the genetic and
geographical distance of the populations. Supported by the haplotypes network and
phylogenetic analysis showing evidence of restricted or no genetic flow. However, at
the intrapopulation level no differences were detected between the individuals (Hd =
0.0). These results may be related to a limited dispersion of the seeds because of the
potential dispersers which are ants that visit the fruits.

The patterns of genetic diversity found can be explained by the small size of the

populations coupled with their apparent isolation, which suggests that genetic drift



and inbreeding are important factors in the conformation of the genetic structure
observed in the populations.
The populations of Turbinicarpus horripilus are highly threatened, so we propose the

protection of the species by NOM-059-SEMARNAT-2010.
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1.- INTRODUCCION

Las zonas aridas y semiaridas de Meéxico ocupan mas de la mitad del territorio
nacional, aqui se encuentran los centros de origen y diversificacion de diversos
grupos de plantas como las cactaceas, las agavaceas y las crasulaceas, entre otras
(Flores 2011). Estas zonas presentan una gran diversidad ya que en ellas se han
descrito mas de seis mil especies, cantidad superior a las registradas en las selvas
hamedas de México, ademas en ellas se encuentran altas tasas de endemismos
(Flores 2011).

Las cactaceas, son autoctonas del Continente Americano, agrupando a cerca de
2,000 especies, las cuales han logrado adaptarse a los climas desérticos. México es
el pais con mayor rigueza de estas plantas, con 913 taxones, de los cuales el 80%
son endémicos del pais (Jiménez-Sierra 2011). Las cactaceas, se distinguen de las
demas plantas por algunos de sus caracteres anatomicos y fisiologicos, tales como
su estructura crasa, reduccion del limbo de la hoja, hipertrofia del peciolo hasta su
transformacién en un podario o tubérculo, modificacion de las yemas hasta la
conformacién en areolas, presencia de distintos tipos de espinas y un metabolismo
acido crasulaceo (CAM) (Bravo-Hollis y Scheinvar 1995). Las cactaceas son
elementos importantes en la estructura y la dindmica de las comunidades de las
zonas semidesérticas. Su desaparicion conlleva a un proceso de empobrecimiento
bioldgico y a la pérdida de recursos utiles para las poblaciones humanas (Jiménez-
Sierra 2011). En México 239 especies de cactaceas y 16 subespecies de este grupo

se encuentran en riesgo (27 de ellas se catalogan en Peligro de Extincion; 81 como



Amenazadas y 157 taxones como Sujetas a Proteccion especial), lo que representa
el 39.83% de las especies de cactaceas del pais (Arias et al. 2005; Godinez-Alvarez
y Ortega-Baes 2007).

Turbinicarpus horripilus (Backeberg) Buxbaum (et) Backeberg es una cactacea
endémica de Meéxico que presenta las siguientes caracteristicas: rareza,
microendemismo, distribucion restringida y especificidad de habitat, por lo que se
hace necesario el desarrollo de estudios ecoldgicos y genéticos para poder tomar
decisiones acerca de su conservacion y aprovechamiento (Jiménez-Sierra y Matias-
Palafox, 2014).

Los estudios realizados para esta especie hasta la fecha han sido de caracter
descriptivo (Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada 1991b), anatomico fisiologico (Jarquin
2009) y ecologicos (Matias-Palafox 2006; Matias-Palafox 2007; Jiménez-Sierra y
Matias-Palafox 2016).

A pesar de esto, la especie no ha sido catalogada por las normas mexicanas como
una especie en riesgo, aunque los estudios realizados sugieren que debiera ser
considerada como especie en Peligro de extincion (P) (Matias-Palafox y Jiménez-
Sierra 2006; Matias-Palafox 2007; Jiménez-Sierra y Matias-Palafox 2016).

Los estudios sobre la genética poblacional de T. horripilus, contribuiran sin duda a
determinar el estatus de la especie en relacion a su diversidad y la estructura y los
riesgos de acercarse a un vortice de extincidn genético.

En este estudio, se presenta la diversidad intra e interpoblacional de T. horripilus

mediante el uso de marcadores moleculares. En un primer acercamiento se probaron



microsatélites, sin embargo, debido a problemas técnicos con los marcadores
empleados, se opto por el uso de la secuenciacion de tres regiones no codificantes

del cloroplasto.

2.- MARCO TEORICO

2.1 Diversidad genética y genética poblacional

Una parte importante de la riqueza biolégica se encuentra contenida en la diversidad
genética presente en las poblaciones que conforman cada especie, esta diversidad
constituye la materia prima para los procesos de evolucion y es de gran relevancia ya
gue a mayor diversidad genética, mayores probabilidades de sobrevivencia de un
taxon a los cambios constantes del ambiente (Pifiero et al. 2008).

El conocimiento de la variabilidad permite: 1) Evaluar la capacidad de respuesta de
las poblaciones y especies ante los cambios ambientales; 2) Determinar los riesgos
de pérdida de la diversidad; 3) Conocer la riqueza genética y su distribucion
geografica; 4) Planear las estrategias de aprovechamiento y conservacion a nivel de
poblaciones, especies y recursos genéticos y 5) Estimar los riesgos de introduccion
de especies, variedades mejoradas y modificadas genéticamente sobre las especies
nativas (Pifiero et al. 2008).

La genética de poblaciones es la rama de la biologia que se encarga de estudiar la
naturaleza y la cantidad de la variacion genética en y entre las poblaciones que
conforman a una especie, asi como los procesos por los cuales se origina esta

variabilidad y los factores que la alteran (Pifiero et al. 2008). Dicho de otra forma la
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genética de poblaciones trata de explicar, en términos cuantitativos y predictivos, el
proceso de adaptacion (Eguiarte 1988), y ayuda a comprender el proceso de
especiacion (Clark 2000).

Los genetistas de poblaciones han definido a la evoluciéon como el cambio en las
frecuencias alélicas en una poblacion. Estos cambios puede incrementar o disminuir
la adaptacion de las poblaciones al ambiente en donde se encuentran (Eguiarte
1988).

Los cambios evolutivos en las poblaciones son generados principalmente por fuerzas
evolutivas (mutacion, migracion, endogamia, deriva génica y seleccion natural), asi
como por factores intrinsecos de las especies (el tipo de sistema reproductivo, el
area de distribucion, el tamafio poblacional, la presencia de barreras fisicas, patrones
de polinizacion y dispersion de semillas, entre otros) (Hedrick 2011). Estos factores
determinan el incremento o la disminucion en las poblaciones locales de las
frecuencias alélicas, lo que permite que se presente una estructura genética

poblacional (Hedrick 2011).

2.2 Equilibrio de Hardy-Weinberg

La interpretacion de la variacion genética en las poblaciones de organismos diploides
se fundamenta en el principio de Hardy-Weinberg, el cual establece que en las
poblaciones panmicticas y en ausencia de fuerzas evolutivas como seleccion natural,
migracion, deriva génica, endogamia y mutacion, las frecuencias alélicas

permanecen constantes de generacion en generacion (Hedrick 1985). Si se cumplen



los supuestos de Hardy-Weinberg, las frecuencias de alelos y/o genotipos
permaneceran constantes y no habra evolucion (Futuyma 1998; Clark 2000).

Este modelo predice a partir de las frecuencias alélicas (p y q), las frecuencias
genotipicas presentes en una poblacion; es decir la proporcidon de organismos
homocigos dominantes (D), heterécigos (H) y homocigos recesivos (R) (Eguiarte

1999).

2.3 Fuerzas evolutivas

La seleccién natural es basicamente un proceso que ocurre cuando existe una
sobrevivencia y reproduccién diferencial de genotipos, es decir, cuando los genotipos
difieren en su habilidad para sobrevivir y reproducirse en su ambiente. Como
resultado de esto, las frecuencias de los alelos pueden cambiar gradualmente o
permanecer estables, promoviendo una mayor adaptaciéon de la poblacion al
ambiente (Clark 2000).

La deriva génica es una fuerza evolutiva que genera cambios en las frecuencias
alélicas solo por errores de muestreo de una generacion a otra. Sus efectos son
mayores en poblaciones pequefias, haciendo que se pierdan o se fijen alelos,
permitiendo asi, que la poblacion pierda variabilidad genética (Hamilton 2009).

La endogamia es el apareamiento entre parientes genéticos propiciada cuando el
tamafo efectivo de las poblaciones es pequefio. La endogamia disminuye la
frecuencia de los heterocigotos y aumenta la frecuencia de los homocigotos en todos

los loci dentro de una poblacion (Freeman y Herron 2002).



El flujo génico es la transferencia de alelos del conjunto de genes de una poblacion
al conjunto de genes de otra poblacion (Freeman y Herron 2002). Las poblaciones de
una especie pueden intercambiar genes en mayor o menor grado, ya sea genes
nucleares o genomas uniparentales como la mitocondria o el cloroplasto, debido al
movimiento de gametos, semillas, individuos juveniles o adultos (en animales y en el
caso de algunas plantas) (Slatkin 1985). Si el flujo génico entre poblaciones de una
especie es alto, todas ellas evolucionan de manera conjunta (a menos que sea
contrarrestado por seleccién natural o deriva génica), pero si es muy bajo, empiezan
a divergir, lo que puede contribuir al aislamiento reproductivo y al establecimiento de
linajes evolutivamente independientes (Slatkin 1985).

Gracias al desarrollo de técnicas y analisis moleculares, es posible estimar el flujo
génico de una manera detallada y con mayor resolucion. Se basan principalmente en
observar la distribucién espacial de alelos en las poblaciones para hacer inferencias
de los niveles o patrones de flujo génico en las poblaciones (Slatkin 1985). Wright
(1951,1965) midi6é la desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg con el indice de
diferenciacion poblacional (Fst) que determina indirectamente cuanto flujo genético
hay entre las poblaciones, debido a que es una medida de diferenciacion genética y
calcula la reduccion de la heterocigosidad originada por la subdivision de la
poblacién. Este indice va de 0 que significa que las poblaciones comparten todos sus
alelos, a 1 cuando las poblaciones no comparten ninguno de sus alelos (Hedrick

2005).



La mutacion es una fuerza evolutiva muy importante, ya que es la fuente original de
la variacion. Sin embargo, las tasas de mutacién en la naturaleza son muy bajas, se
estima  que en promedio se presentan entre 10% a 10°
mutaciones/gameto/generacion y que las tasas de mutacion promedio para pares de
bases son de aproximadamente 10°. Se considera que la mutacién es una fuerza
que produce pocos cambios en las frecuencias alélicas (Clark 2000).

Las especies raras (con limitado numero de individuos) y endémicas son mas
susceptibles a la fragmentacion del habitat y facilmente pierden su capacidad para
mantener poblaciones en equilibrio debido a la presencia de mutaciones o a

problemas de deriva génica (Hedrick 2011).

2.4 Estructura genética de las poblaciones

La estructura genética de las poblaciones se define como la cantidad de variacion
genética y su distribucion dentro y entre las poblaciones de una especie. Es definida
tanto por procesos demograficos, como por procesos genéticos donde actian las
fuerzas evolutivas. Cuando existe una gran cantidad de flujo génico entre
poblaciones locales, estas tenderan a compartir la misma informacion genética y por
lo tanto evolucionaran de manera conjunta. Sin embargo cuando el flujo génico esta
restringido, las poblaciones tenderan a evolucionar de manera casi independiente y
Su composicidn genética se ira diferenciando con el paso del tiempo (Slatkin 1994).

Sewall Wright desarroll6 un modelo para cuantificar la estructura genética a traves

de los estadisticos F de Wright (Conner y Hartl 1994):



El coeficiente de endogamia (Fis): es la medida de endogamia de los individuos (1)
con relacion a la subpoblacién a la que pertenece (S). El indice de fijacion
poblacional (Fst): mide la reduccion de heterocigosidad originada por la subdivision

de la poblacion (S) con relacion a la poblacion (T) (Hedrick 2011).

2.5 Variacion genética

Conocer los niveles de variacién genética que hay en las poblaciones es crucial, ya
que la variacion es el motor de la evolucion La cantidad de variacién genética dentro
de las especies se relaciona con su historia evolutiva y las caracteristicas ecoldgicas
de los organismos, por lo que sus valores nos permiten conocer procesos
demograficos y evolutivos a los que estan sujetos las poblaciones, asi como
diferenciar entre eventos recientes, histéricos, demograficos o selectivos (Hedrick
2011). La variacién genética dentro y entre poblaciones de una especie es esencial
para el establecimiento de practicas de conservacion de taxones amenazados

(Hamrick y Godt 1996)

2.6 Marcadores moleculares

Aunque resulta practicamente imposible analizar toda la diversidad presente en una
poblacion, se pueden hacer estimaciones a través del estudio de las variaciones
fenotipicas de los individuos que componen esa poblacion (rasgos morfoldgicos o
fisiol6gicos) o a través del analisis de sus genotipos utilizando para ello marcadores

moleculares (Renteria 2007).



Los primeros marcadores moleculares utilizados fueron las isoenzimas que
representan variaciones en la forma de una proteina entre los individuos. Sin
embargo, ahora se cuenta con marcadores que detectan diferencias en el acido
desoxirribonucleico (ADN) presente en los individuos. Entre estos marcadores de
encuentran: 1) RAPDS (polimorfismo de ADN amplificados al azar) que son
marcadores que amplifican aleatoriamente segmentos de ADN en una gran variedad
de especies; 2) ISSRs (secuencias simples repetidas) en los que la variacion alélica
consiste en la presencia o ausencia de los productos amplificados; 3) RFLPs
(andlisis de polimorfismo de longitud de los fragmentos de restriccion) donde se
expresan diferencias especificas del ADN que son reconocidas por enzimas de
restriccion particulares (endonucleasas); 4) AFLPs (polimorfismo de longitud de los
fragmentos amplificados) es una técnica que a través del uso de electroforesis
permite detectar la presencias o0 ausencia de fragmentos; 5) Microarrays
(microarreglos) que es una técnica que permite detectar niveles de expresion de los
genes a través del uso de una matriz de cristal; 6) Microsatélites que emplea
secuencias de ADN constituidas por repeticiones de motivos nucleotidicos de 1 a 6
pares de bases y 7) Secuenciacion de ADN, consiste en la lectura directa de las

bases de una seccién del ADN (Renteria 2007).

2.6.1 Microsatélites

Los microsatélites son secuencias de ADN no codificantes constituidas por
repeticiones de motivos nucleotidicos de 1 a 6 pares de bases (Hancock 1999).

Pueden estar compuestos por repeticiones del mismo nucleotido (mononucleétidos),
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por dos (dinucledtidos), por tres (trinucledtidos) y asi hasta seis nucledtidos
(hexanucledtidos). Los microsatélites que estan compuestos por un motivo Unico se
consideran puros o perfectos (por ejemplo, AAAAAAAAAAA o (A)); aquellos
conformados por dos o mas motivos se denominan compuestos (por ejemplo,
AAAAAAATTTTTTT o (A)7(T)7) y se conocen como interrumpidos cuando un
nucledtido o mas se insertan en alguna parte de la repeticion (por ejemplo,
AAAAAAGAAAAAA o (A)sG(A)s) (Schibtterer 2000). Este tipo de secuencias se han
encontrado tanto en genomas eucariontes como procariontes e incluso se han
identificado en genomas de mitocondrias y cloroplastos. Los microsatélites se
distribuyen en regiones codificantes y no codificantes y se caracterizan por ser
altamente polimérficos en cuanto a su longitud, por lo tanto son regiones adecuadas
para usarse como marcadores moleculares en el nivel poblacional (Zane et al. 2002).
Este alto grado de polimorfismo es consecuencia de una elevada tasa de mutacion
(desde 10% hasta 102 mutaciones por sitio por generacion; Schlétterer 2000), que se
atribuye a eventos de insercién y delecion durante la replicacion del ADN. Debido al
alto grado de polimorfismo en el tamafio, y a que estos marcadores son
codominantes, pueden ser estudiados como electromorfos, lo cual reduce el tiempo y
el costo de la técnica en los casos en los que es necesario estudiar numerosas
muestras y multiples loci (Cornejo et al. 2004).

Los microsatélites han sido utilizados fundamentalmente en estudios para detectar la
variacion genética interespecifica e intraespecifica (Edwars et al. 1991), andlisis de

linajes y de sistemas reproductivos. Se han encontrado microsatélites en algunos
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organelos citoplasmaticos, como el cloroplasto (Vendramin et al. 1998;) y la
mitocondria, lo que ha enriquecido la fuente de estudios evolutivos, ya que estos
organelos son heredados uniparentalmente y no estan sujetos a recombinacion, por
lo que los cambios acumulados que observamos en las poblaciones obedecen
solamente a los procesos de mutacién y fendmenos demogréficos (Echt et al. 1998).
El andlisis del ADN de estos organelos permite contestar preguntas evolutivas muy
puntuales relacionadas con el monitoreo del flujo genético, la introgresion y el
analisis de paternidad, al mismo tiempo que se utilizan para establecer inferencias de
los parametros demogréaficos y para determinar patrones evolutivos de los procesos
histéricos del origen de diferentes especies, formas o razas (Vendramin et al. 1998;

Golstein et al. 1996).

2.6.2 Secuenciacion de ADN

Los anadlisis mas detallados de diferenciacion de ADN pueden obtenerse
secuenciando la region de interés para diferentes individuos. Este método incluye
cuatro pasos: i) identificar secuencias que tengan la variacidon necesaria; ii) aislar y
purificar un nimero elevado de la secuencia (ya sea por clonaciéon o amplificacion);
iii) secuenciar; iv) alinear la secuencia (Renteria 2007).

Las técnicas que existen para secuenciar son la quimica y la enzimatica.
Actualmente el método enzimatico de Fred Sanger es el mas utilizado (Renteria
2007).

Una de las grandes ventajas al trabajar con secuencias es que el ADN se encuentra

en todas las células de los organismos y se puede recuperar de tejido vivo o muerto.
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Otra ventaja es que las diferentes regiones del genoma experimentan diferentes
tasas de evolucion. Por ejemplo, las regiones codificantes estan sujetas a seleccion
natural, la cual previene la acumulacién de mutaciones, en cambio, las regiones no
codificantes son mas variables porque pueden acumular cambios mutacionales de
manera neutral (Parker et al. 1998). Esta tasa evolutiva diferencial permite realizar
estudios a amplias escalas como la evolucion del virus VIH en un solo paciente a lo
largo de un mes o el arbol de la vida en la Tierra, con seleccionar el fragmento
adecuado para nuestro estudio (Page y Holmes 1998). También, se puede trabajar
con secuencias de regiones mitocondriales o de cloroplasto que generalmente son
heredadas de manera uniparental para desarrollar estudios de efecto fundador,
hibridacion y relaciones matrilineales (Lewin 2001). La principal desventaja de esta
técnica es el costo. Sin embargo, los avances tecnoldgicos la hacen cada vez mas

barata (Cornejo et al. 2014).

2.6.3 ADN de cloroplasto (ADNCc)

El ADNc es un genoma circular, haploide que esta presente en los cloroplastos de
las plantas. En coniferas (Gimnospermas) usualmente los cloroplastos se heredan
por via paterna, mientras que en las plantas con flores (Angiospermas) se hereda
casi exclusivamente por via materna (Birky 1991).

El tamafio de este ADNc es muy pequeiio, mide entre 120 y 217 kb (miles de pares
de bases de ADN). El niumero de genes presente en el cloroplasto es muy
conservado, entre 110 a 113 (Palmer y Delwiche 1998; Hedrick 2011). El genoma del

cloroplasto usualmente presenta dos regiones sin repetir: una larga (LSC, Long
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Single Copy) y otra corta (SSC, Short Single Copy), de aproximadamente unos 134-
160kb y 80-87kb, respectivamente, y una parte duplicada invertida (IR, Inverted
Repeat), formada por dos segmentos idénticos en sentidos opuestos, separados por
la region SSC. Las regiones invertidas repetidas pueden tener un tamafo variable,
de 12 a 25 kb cada una (Doyle et al. 1995; Palmer y Delwiche 1998).

El ADNc es un marcador que ha sido muy eficiente en los estudios filogeograficos de
plantas, ya que por sus caracteristicas permite conocer procesos histéricos como
rutas de colonizacién (dispersion) y la fragmentacion de las poblaciones (vicarianza)

(Petit et al. 2002).

2.7 Biologia y genética de la conservacion

Las poblaciones de muchas especies han sido reducidas por acciones humanas,
prevaleciendo algunos fragmentos de estas de manera aislada, lo que amenaza su
persistencia debido a que se reduce la diversidad genética y se favorece la
endogamia, la deriva génica y la fijacion de alelos acentuando la diferenciacion de las
poblaciones que originalmente constituian un continuo (Rocha y Gasca 2007).

La “biologia de la conservacion” surge como respuesta a la crisis ambiental severa
la cual ha sido denominada como la “sexta extincion”, por lo cual ha sido calificada
como una “disciplina de la crisis” (DeSalle y Amato 2004). Esta ciencia tiene como
objetivos: 1) Documentar el rango completo de la diversidad en la Tierra; 2)
Investigar el impacto humano sobre las especies y su variacion genética, asi como
sobre los ecosistemas; 3) Desarrollar enfoques practicos para prevenir la extincion

de las especies manteniendo la diversidad genética dentro y entre las poblaciones, y
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4) Proteger y restaurar las comunidades bioldgicas asi como sus funciones (Primack
2010; Barrios-Gomez 2013).

La genética de la conservacion considera la aplicacion practica y teorica de la
genética de las poblaciones, utilizando herramientas moleculares con la finalidad de
minimizar los riesgos de extincion y preservar asi las especies como entidades
dinamicas capaces de responder a los cambios ambientales (Frankham et al. 2002).
Se enfoca en los factores que afectan el riesgo de extincion y en los regimenes de
manejo genético. Para lograr estas metas, plantea desarrollar investigacion en las
siguientes tematicas (Frankham et al. 2002): 1) Los efectos deletéreos de la
endogamia en la adecuacion; 2) La pérdida de la diversidad genética y respuesta
evolutiva al cambio ambiental; 3) La deriva génica como el principal proceso
evolutivo; 4) La fragmentacion poblacional y reduccién del flujo génico; 5) La
acumulacion y pérdida de mutaciones deletéreas; 6) La adaptacion al cautiverio y sus
efectos adversos en la reintroduccion; 7) La resolucién de las incertidumbres
taxon6micas; 8) La definicion de unidades de manejo; 9) El andlisis genético
molecular en estudios de paternidad e identificacion de los individuos; 10) El analisis
genético molecular en la evaluacion del estado de conservacion de especies; 11) Los

efectos deletéreos en la adecuaciéon provocados por depresién exogamica.
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2.8 Especie de estudio

2.8.1 Caracteristicas del género Turbinicarpus (Backeberg) Buxbaum y Backeberg.

El género Turbinicarpus es endémico de Meéxico, se distribuye en la region
Nororiental de la Republica (Hidalgo, Querétaro, San Luis Potosi, Zacatecas, Nuevo
Ledn, Tamaulipas y Coahuila). Sus veintitrés especies estan todas incluidas en el
Apéndice | de la Convencion Sobre el Comercio Internacional de Especies
Amenazadas de Flora y Fauna Silvestres (CITES) (Guzman et al. 2003., Bravo-Hollis
y Sanchez-Mejorada 1991).

Las plantas que constituyen este género son pequefias, mas o menos globosas y
simples, estan provistas de tubérculos y en algunas ocasiones costillas divididas en
tubérculos. Las areolas son monomorfas. Las espinas son suaves no pungentes y
escasas. Sus flores surgen en las areolas del apice del tallo y pueden ser de color
rosa o blanco, el pericarpelo se encuentra desnudo y en ocasiones presenta una
escama diminuta hacia su porcion superior. Los estambres son numerosos. El fruto
es una baya dehiscente que posee semillas de testa negra que miden de 1 a 1.5 mm

de longitud y no presentan arilo (Bravo-Hollis y Sdnchez Mejorada 1991).

2.8.2 Turbinicarpus horripilus (Lem.) John & Riha.

CLASIFICACION
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida
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Orden: Caryophyllales
Familia: Cactaceae
Subfamilia: Cactoideae
Género: Turbinicarpus
Especie: Turbinicarpus horripilus

Turbinicarpus horripilus es una planta subglobosa, generalmente ramificada. Su tallo
mide de 6 a 12 cm de diametro y de 4 a 10 cm de altura, esta formado por
numerosos tubérculos piramidales de 1 cm dispuestos en espiral. Presenta de 9 a 12
espinas radiales y una espina central. Sus flores son acampanadas de color rosa
purpureo de 2 cm de longitud, son diurnas y viven alrededor de dos dias. Su floracion
es sincronizada y ocurre en el transcurso de 4 a 5 dias. Se requiere de polinizaciéon
cruzada, y su sistema de apareamiento es xendgama obligada. Los principales
visitantes florales son insectos del orden Hymenoptera (abejas y abejorros) y
Coleoptera. Sus frutos son secos y ovoides con venacion longitudinal. Miden hasta 1
cm de longitud y de 4 a 7 mm de diametro, contienen de 5 a 75 semillas, las cuales
son ovoides de testa negra o rojiza de 1.2 a 1.5 mm de longitud y son dispersadas
por hormigas, el viento y la lluvia (Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada 1991; Matias-
Palafox y Jiménez-Sierra 2004; Matias Palafox y Jiménez-Sierra 2006; Matias-

Palafox 20017).
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Figura 1. Ejemplares de T. horripilus. a) T. horripilus (Lem.) V. John y Riha; b) T.
horripilus. (Lem.) Vac. John y Riha subs. wrobelianus Nizschke y Anaya-Montes

(Fotos a y b Loraine Matias Palafox 2007).
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La especie ha sido clasificada en distintos géneros por diversos autores: Mamillaria
horripila Lem., 1838; Echinocactus horripilus (Lem.) Lem., 1839; Neolloydia horripila
(Lem.) Britton & Rose, 1923; Gymnocactus horripilus (Lem.) Backeb., 1961,
Thelocactus horripilus (Lem.) Kladiwa & Fittkau in Krainz, 1970; Pediocactus
horripilus (Lem.) Halda, 1998; Bravocactus horripilus (Lem.) Doweld, 1998 (Bravo-
Hollis y Sanchez-Mejorada 1991a).

Se reconocen dos subespecies: Turbinicarpus horripilus (Lem.) V. John y Riha subs.
wrobelianus Nizschke & Anaya-Montes y Turbinicarpus horripilus (Lem.) Vac. John y

Riha subs. kretae Chvastek & Halda (Guzman et al. 2003) (Figura 1 a, b).

2.8.3 Estatus de Conservacion

La especie esta en la Lista Roja de Especies Amenazadas en la categoria de en
Peligro de Extincion (EN) (Endangered Blab (v)+2ab (v)) debido a que ocupa un
area de distribucion pequefia, tiene pocas poblaciones y estas tienen pocos
individuos, los cuales estan sujetos a trafico ilegal. Sin embargo, la legislacion
mexicana, no la ha considerado (NOM-059-SEMARNAT-2001 y NOM-059-
SEMARNAT-2010) y por lo tanto la especie, no ha recibido ningun tipo de proteccion
legal a nivel nacional (Matias-Palafox y Jiménez-Sierra 2006 y Jiménez-Sierra y

Matias-Palafox 2015).

2.8.4 Caracteristicas abidticas de las localidades de T. horripilus

Turbinicarpus horripilus es una especie endémica de la Barranca de Metztitlan,

Hidalgo (Guzman et al. 2003). Hasta la fecha solo se conocen nueve poblaciones:
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Almolon, Jihuico, Jilotla, Metztitlan, San Cristobal, San Juan, San Pablo Tetlapayac,
Santuario y El Mogote, las cuales se distribuyen exclusivamente dentro del Municipio
de Metztitlan, Hidalgo (Jiménez-Sierra y Matias-Palafox 2015). La poblacion de San
Cristébal ha desaparecido debido a la construccion de una casa habitacién (Jiménez-
Sierra y Matias-Palafox 2015).

Las poblaciones conocidas de T. horripilus se distribuyen entre los 1,020 y los 1,498
msnm, en sitios con pendientes que van de los 30° a los 70° (Tabla 1) (Matias-
Palafox 2007). El 55.55% de las localidades se encuentran en clima arido semicalido
con lluvias de verano e invierno (Bsohw) y el 44.44% restante en clima semiarido
semicalido con lluvias en verano e invierno (BS1lhw) (Jiménez-Sierra y Matias-
Palafox 2015).

El tipo de vegetacion presente es matorral xeroéfilo (crasicaules, rosetofilo 0 espinoso)
(Matias-Palafox 2007). Generalmente Turbinicarpus horripilus se encuentra asociado
a plantas de la familia Cactaceae como Astrophytum ornatum (DC.) Britton y Rose
(liendrilla) y Cephalocereus senilis (Haw.) Pfeiff. (viejito), ademas de especies de la
familia Agavaceae y a especies de los géneros Selaginella sp. y Mimosa sp.
(Jiménez-Sierra y Matias-Palafox 2015).

El 66.66% de las localidades se encuentra en suelos de tipo Regosol calcareo (Rc);
el 22.22% en Litosoles (1) y el 11.11% en Fluvisoles eutricos (Je) (Jiménez-Sierra y
Matias-Palafox 2016).

Las densidades de T. horripilus son bajas ya que los individuos se encuentran

formando pequeiios parches aislados unos de otros. La densidad promedio dentro de
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estos parches fue de 0.54 individuos/m?, y solamente en la poblaciéon de San Juan,
se presenta una densidad >1 ind/m? (Jiménez- Sierra y Matias-Palafox 2015).

Las areas continuas de comunidad vegetal, donde se encuentran las localidades de
T. horripilus son muy reducidas debido tanto a cambios en el uso del suelo como a
variaciones naturales del ambiente. Solo en la localidad “El Mogote”, la cubierta
vegetal se extiende mas de tres hectareas (Jiménez-Sierra y Matias-Palafox 2015).
Las ocho localidades donde la especie aun existe, presentan algun tipo de disturbio.
Las poblaciones mas afectadas son las mas cercanas a poblados humanos es decir
Santuario y San Juan (Jiménez-Sierra y Matias-Palafox 2015).El principal disturbio
es el deterioro natural del habitat, seguido del impacto humano o de infraestructura.

(Matias-Palafox y Jiménez-Sierra 2006; Jiménez-Sierra y Matias-Palafox 2015).

2.8.5 Antecedentes

a) Estudios con la especie

Hasta hace méas de 10 afios, los estudios acerca de la biologia de T. horripilus eran
escasos, pues sOlo existian descripciones morfologicas de la especie y breves
reseflas de su posicidn taxonomica Bravo-Hollis y Sanchez-Mejorada (1991) la
consideran como Thelocactus horripilus y presentan una descripciéon morfoldgica
detallada; Milan (2004) considera a la especie dentro del género Turbinicarpus
presentando una descripcion en latin en la que sefiala algunos aspectos

relacionados con su distribucion geografica y altitudinal. En 2006, Matias-Palafox y
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Jiménez-Sierra, publicaron un trabajo donde basandose en el estudio de las
poblaciones silvestres de T. horripilus proponen que la especie sea considerada en
Peligro de Extincion (P) dentro de la Legislacion Mexicana.

Matias-Palafox (2007) presenta un trabajo mas detallado sobre la estructura
poblacional y la biologia reproductiva de T. horripilus en la localidad “Santuario”

donde en un area de 425 m? se encontr6é una densidad poblacional de 0.71 ind/m?,

Tabla 1. Caracteristicas abidticas y bidticas de las poblaciones conocidas de T.

horripilus en la barranca de Metztitlan (Matias-Palafox 2007).

. Ubicacion Altitud Pendiente Area Densidad Comunidad
Localidad Ce o . . )
geografica (msnm) () estimada ind/m vegetal
20° 35.318'N Matorral
Santuario 96°45 33'W 1294 60 900 0.71 xero_fllo con
crasicaules
5035 30'N Matorral
San Juan 98°45.33'W 1303 70 1500 1.22 xerofllo con
crasicaules
20°33.08'N Matorral
Jilotla 98°44. 29°W 1468 45 150 0.33 xerofllp
rosetofilo
San 20°35.95'N * N
Cristobal  98°45.15'W 1260 40 70
20°43.727'N Matorral
Almoldén 98°56.231°W 1020 30 250 0.06 xerofllo con
crasicaules
San Pablo  20°37.24N Matorral
Tetlapayac 98°52.50W 1498 35 500 0.5 xe(ofllo
espinoso
20° 37.07 0 . . Matorral
ElMogote g0 49 50: 1280 80 xerdfilo

* Datos ausentes.
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con un patron de distribucion espacial intra-poblacional agregado. La mayoria de los
individuos se encontraron no asociados a nodrizas, aunque algunos individuos estan
asociados a musgos, selaginelas y mimosa.

El seguimiento de la poblacién a través del tiempo (dos afios) arrojo una tasa finita
de crecimiento poblacional (lambda, A) = 1.004, lo que sugiere que la poblacién

estudiada esté cercana al equilibrio. Donde el proceso demogréfico mas importante
es la permanencia y especialmente de los adultos mas grandes, los que a su vez son
los que contribuyen mas a la produccion de semillas. La méxima produccion de flores
y frutos se presenta en la época mas seca del afio (marzo y enero) (Matias-Palafox
2007; Jiménez-Sierra y Matias-Palafox 2015).

Las flores presentan sindrome melitofilo y requieren de entrecruza y el sistema de
apareamiento es xendgamo obligado (Matias-Palafox 2007).

Las semillas de T. horripilus presentaron fotoblastismo positivo, es decir, requieren
de luz para germinar (Matias-Palafox 2007), ademas, se sabe gue no se presenta un
banco de semillas ya que la viabilidad de estas se pierden en unos cuantos meses.
Para T. horripilus la reproduccion sexual es de gran relevancia, ya que no se ha

observado éxito a través de propagacion clonal (Matias-Palafox 2007).

b) Estudios genéticos de cactaceas

Los estudios sobre estructura genética que contribuyen a explicar la evolucion a nivel
infraespecifico en la familia Cactaceae se encuentran en su etapa inicial. De las mas
de 2,000 especies de cactaceas descritas, s6lo se han analizado genéticamente

alrededor de 28 especies silvestres, las cuales estan comprendidas en 14 de los
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cerca de 100 géneros reconocidos. Los cactus de habito columnar y arbéreo han
sido los mas estudiados, seguidos de las formas globosas y arbustivas (Cornejo-
Romero et al. 2013).

De las 28 especies silvestres estudiadas, el 25 % de los trabajos son de especies de
amplia distribucion, y el 75% de especies endémicas, de las cuales el 79 %
pertenecen a México (Cornejo-Romero et al. 2013).

Los marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) han sido utilizados
para el analisis de diversidad genética en algunas columnares (Nassar et al. 2003,
Clark-Tapia et al. 2005; Figueroa et al. 2010) y en todos los estudios los resultados
muestran valores altos de variabilidad genética (D = 0.987) (Arenas 2015).

En Norte América el género mas estudiado de la Tribu Cacteae, corresponde a
Mammillaria. Ibarra (2009) estimo varios atributos genéticos con cuatro microsatélites
en Mammillaria crucigera, M. napina y M. sphacelata, las cuales son endémicas del
Valle de Tehuacan-Cuicatlan y mostraron una alta diversidad especifica (He = 0.591,
0.722 y 0.699, respectivamente) con una baja diferenciacion interpoblacional para las
dos ultimas especies (Rst= 0.091 y 0.103) y una mayor diferenciacion para el caso
de M. crucigera (Rst = 0.591). La estructura genética encontrada en M. crucigera y
M. napina se asoci6 con su distribucion discontinua y una endogamia local propiciada
por sus polinizadores (himendpteros, dipteros y coledpteros). La deriva génica puede
ser otro factor que propicia la estructuracion genética cuando las poblaciones estan
formadas por un nimero reducido de individuos. Para el caso de M. sphacelata, se

ha sugerido que la estructuracién poblacional es resultado de la endogamia, ya que
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sus poblaciones no son muy pequefias pero presentan reproduccion asexual y
dispersion de rametos (Ibarra 2009; Tapia 2011).

En un estudio con microsatélites de Mammilaria zephyranthoides se encontré una
alta diversidad especifica (He = 0.725) aunque la diferenciaciébn entre sus
poblaciones fue moderada (Rst = 0.053) lo que se explica por el alto valor de flujo
génico obtenido (Nm = 4.4), a pesar de la gran distancia existente entre sus
poblaciones (405 km) (Lopez-Ortiz 2013). Para M. supertexta se encontré una
diversidad alta (He = 0.73), pero sin una diferenciacion poblacional (Rst = 0.113)
debido a que el flujo génico tiene un valor de Nm = 5.17 (Cuevas-Alducin 2013).
Macias-Arrastio (2014) encontré para Mammilaria solisioides una diversidad alta (He
= 0.68) y estructura genética moderada.

Esparza Olguin (2005), utilizando isoenzimas, encontr0 una alta diversidad en
cactaceas columnares, en tres especies del género Neobuxbaumia en el VTC: N.
macrocephala, N. mezcalaensis y N. tetetzo, siendo la primera especie de
distribucion mas restringida y la segunda especie de distribucibn mas amplia. La
diversidad genética de las tres columnares es relativamente alta (He = 0.335, 0.402 y
0.307, respectivamente) y no se encontro relacién con el grado de rareza. Ademas,
la alta diversidad observada en N. macrocephala sugiere que la especie proviene de
poblaciones mas amplias y que probablemente transitd por un cuello de botella
reciente.

El estudio con nueve microsatélites de otra cactacea arborea Pilosocereus machrisii

de Brasil, mostré una alta diversidad genética (He = 0.38) y la presencia de un gran
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namero de alelos raros entre sus poblaciones, lo que ha sugerido la existencia de
eventos de expansion - contraccion de los ambientes aridos que han favorecido el
aislamiento de poblaciones pequefas, la presencia de endogamia biparental, la
seleccién contra heterocigotos y la restriccion de flujo génico por largos periodos. La
diferenciacion interpoblacional asi como la falta de un patrén de aislamiento por
distancia, apoyan la hipétesis de fragmentacion de poblaciones grandes, distribuidas
ampliamente en el Cuaternario cuando el clima frio y seco favorecié la expansion de
los habitats xéricos (Moraes et al. 2005; Pennington et al. 2000).

Jiménez-Sierra (2008) utilizando isoenzimas en seis poblaciones de Echinocactus
platyacanthus del valle de Tehuacan-Cuicatlan, obtuvo muy baja variacion genética y
baja estructuracion poblacional (Fst= 0.003), lo que podia ser explicada por la
cercania relativa de las poblaciones estudiadas; Barrios-Gomez (2013), trabajando
con poblaciones de todo el rango de distribucion de la especie y seis microsatélites
encontré una alta diversidad genética a nivel de especie (He = 0.694) y una baja
diferenciacion entre las poblaciones (Fst = 0.021731). Estos resultados apoyan la
hipotesis de que histéricamente las poblaciones formaban un continuo en su
distribucion, y que su aislamiento ha sido reciente debido a la fragmentacién del
habitat por factores geoldgicos, aunados a los factores antropogénicos mucho mas
recientes, cuyos efectos aun no se ven reflejados en la distribucién de la diversidad
actual.

Arenas (2015) con base en secuencias de ADN del cloroplasto de Stenocereus

thurberi una especie de cactacea columnar que se distribuye en la peninsula de Baja
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California y en el continente, encontré una alta variabilidad genética para cada grupo
(Hd = 0.713 y 0.813, respectivamente), aunque la estructura poblacional dentro de
dichos grupos difiere (Gst = 0.358 y 0.143, respectivamente), lo cual se relacioné con
eventos de vicarianza y eventos recientes de dispersion a larga distancia a traves del
Golfo de Baja California llevada a cabo por murciélagos que son los polinizadores y

dispersores de esta especie (Cornejo-Romero, 2012).

2.9 Area de estudio

Las poblaciones de T. horripilus se distribuyen dentro de la Reserva de la Bidsfera
Barranca de Metztittan (RBBM) (Hgo). Esta fue decretada el 27 de noviembre del
2000. Comprende la cuenca de la Barranca de Metztitlan, entre los paralelos 98° 23’
00" y 98° 57’ 08” longitud oeste y 20° 14’ 15" y 20° 45’ 26” latitud norte, con
elevaciones que varian entre 1000 a 2000 msnm (CONANP 2003) (Figura 2).
Abarcando una superficie total de 96,042.94 hectareas que se extienden a lo largo de
6 Municipios: Metepec, Acatlan, Huasca de Ocampo, Atotonilco el Grande y San
Agustin Metztitlan (Eguiarte y Scheinvar 2008).

La RBBM posee una alta diversidad de especies animales y vegetales y es
considerada un refugio pleistocénico de la biota desértica mexicana. Esta reserva, es
de especial importancia porgue funciona como corredor bioldgico de las zonas aridas
del altiplano del pais (Sanchez-Mejorada 1978; CONANP 2003, Matias-Palafox y
Jiménez-Sierra 2006; Matias-Palafox 2007; Eguiarte y Scheinvar 2008).

La RBBM presentan dos tipos de clima: seco semicalido con régimen de lluvias en

verano (BSOhw) en el Norte y Centro, y semiseco templado con régimen de lluvias en
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verano (BS1lkw) en el Sur. La temperatura media anual es de 18° C a 22° C y la
precipitacion media anual no rebasa los 500 mm (CONANP 2003).

Los tipos de vegetacion que alberga la reserva son: Bosque tropical caducifolio,
Bosque de coniferas, Matorral xeréfilo, Matorral submontano, Pastizal y Vegetacion
riberefia (Egquiarte y Scheinvar 2008).

La flora presente en la Reserva pertenece en su mayoria a la provincia floristica de la
Altiplanicie, la cual se encuentra constituida por elementos de afinidad geografica
meridional y boreal, ademas de presentar un gran nimero de elementos autéctonos
y endémicos (Eguiarte y Scheinvar 2008, Sanchez-Mejorada 1978; CONANP 2003).
En este lugar la familia Cactaceae se encuentra representada por alrededor de 70
especies, de las cuales el 11.42% son especies endémicas y al menos el 15% estan
consideradas en alguna categoria de riesgo por la Norma Ecolégica NOM-059-

ECOL-2001 (Matias-Palafox y Jiménez-Sierra 2006; Sanchez-Mejorada 1978).
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Figura 2. Poligono y ubicacion de la Reserva de la Biosfera Barranca de Metztitlan en

el estado de Hidalgo y distribucién de las poblaciones de Turbinicarpus horripilus.
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2.10 Justificacion

En este trabajo se aborda el estudio de la diversidad genética de T. horripilus,
cactacea endémica de un Municipio del Estado de Hidalgo, cuyo rango de
distribucion espacial es restringido y sus poblaciones son pequefias en nimero y se
encuentran aisladas unas de otras. Aunque, los estudios de la dindAmica poblacional
indican que la poblacién estudiada se encuentra estable, los habitats donde la
especie se presenta estan sujetos a diversos tipos de disturbios. Los resultados de
este estudio, aportaran datos genéticos que apoyaran el planteamiento de planes de
manejo con la finalidad de lograr una proteccion gubernamental que favorezca la

permanencia de la especie.

3.- PREGUNTAS DE INVESTIGACION

A través de este trabajo se pretenden contestar las siguientes preguntas: ¢ Cual es la

diversidad genética de T. horripilus? ¢COmo se encuentra repartida esta diversidad

dentro y entre las poblaciones? ¢Como puede explicarse la estructura encontrada? y

¢Cuales son las poblaciones que deben ser protegidas para garantizar la

conservacion de la diversidad genética de la especie?

4.- HIPOTESIS

e Debido a que Turbinicarpus horripilus es una especie “microendémica”

esperamos encontrar una baja diversidad genética dentro de la especie en
comparacion con la encontrada en otras especies de cactaceas globosas con

mas amplia y continua distribucién geografica.
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Debido a que las poblaciones de T. horripilus ocupan pequeias extensiones
en localidades aisladas unas de otras por varios kilometros y a que los
polinizadores son pequefios himendpteros (abejas) y la dispersion de semillas
es limitada (hormigas, agua y viento) es probable que se encuentren
diferencias genéticas entre sus poblaciones (alelos exclusivos o diferentes
frecuencias génicas) siendo estas diferencias mas acentuadas entre las

poblaciones mas lejanas o aisladas del resto.

5.- OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar la estructura genética de cuatro poblaciones de T. horripilus a
través del uso de marcadores genéticos (microsatélites o secuenciacion de

ADNC).

5.2 Objetivos especificos

Realizar el inventario de diversidad genética de las poblaciones de la especie.
Determinar la distribucion de la diversidad génica dentro y entre poblaciones
de T. horripilus.

Relacionar la informacién obtenida con los patrones de aislamiento geografico
presente entre sus poblaciones.

Comparar los resultados obtenidos con los hallazgos en otras especies de

cactaceas con historias de vida similares.

30



e Determinar las estrategias Optimas para la conservacion de la especie

tomando en cuenta la informacion genética obtenida en este estudio.

6.- METODO

6.1 Poblaciones seleccionadas

Se trabajé con material colectado de cuatro poblaciones de T. horripilus: Almolén,
Cerro (ElI Mogote), Jilotla y Santuario (Figura 3; Tabla 2), ubicadas dentro de la
Reserva de la Biosfera Barranca de Metztitlan, en el estado de Hidalgo, tratando de

cubrir el rango de distribucion geografica de la especie (Figura 4).

Figura 3. Poblaciones seleccionadas de T. horripilus. a) Almolén, b) Cerro, c) Jilotla,

d) Santuario.
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Figura 4. Distancias geograficas entre las poblaciones seleccionadas de T. horripilus.

Tabla 2. Poblaciones seleccionadas. Se muestra la ubicacion de las poblaciones, las

caracteristicas ambientales y la densidad de cada poblacién (Tomado de Matias-
Palafox y Jiménez-Sierra (2006) y Matias-Palafox (2007).
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* Datos ausentes
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6.2 Colecta de material biologico

Se determinaron los limites de distribucién de las poblaciones seleccionadas. Se
seleccionaron 30 individuos/poblacion. Se procur6 que los individuos seleccionados
estuviesen alejados uno de otros (> 5 m) para evitar problemas de parentesco entre
ellos y procurando cubrir el drea completa de distribucién de cada poblacion. Los
individuos seleccionados estuvieron constituidos por al menos dos ramas para no
poner en riesgo la sobrevivencia de los individuos. Se colectaron de 3 a 5 tubérculos
por individuo usando para ello un cuter (Figura 5), y la superficie cortada fue cubierta
con cera de campeche con el fin de evitar la entrada de patdgenos. Las muestras de
tejido fueron envueltas en papel aluminio y depositadas individualmente en bolsas de
plastico debidamente etiquetadas. El material fue depositado en hieleras con hielo
seco para ser transportadas al laboratorio Divisional de Biologia Molecular donde
fueron almacenadas en un ultracongelador a -80°C.

Debido a que la poblacion de Santuario es muy pequefia, no se realizd colecta de
tejido de los adultos, sino que se procedio a colectar los frutos para la obtencion de

semillas de los individuos seleccionados.
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Figura 5. Colecta de tejido en el campo.

6.3 Germinacién de las semillas

Se extrajeron las semillas de los frutos colectados en la poblacién Santuario y se
procedio a su siembra.

El proceso de siembra se hizo siguiendo a Reyes (1997): a) Activacion: Las semillas
fueron sumergidas por 24 horas en agua caliente (50°C); b) Se desinfectaron
mediante un lavado con una solucién de hipoclorito de sodio al 30%; c) Se
sumergieron unos minutos en una solucién con fungicida (1 g de Captan en 100 ml
de agua destilada).

La siembra se realiz6 en frascos de plastico transparente de boca ancha
debidamente desinfectados. En cada frasco se colocaron 150 gr de tierra comercial
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para cactaceas (70% de tepojal, 20% de tierra negra y 10% de composta)
debidamente esterilizada) (Figura 6). El sustrato fue llevado a saturacion con agua
destilada y se colocaron 15 semillas de la misma planta por frasco. Los frascos
fueron tapados para evitar la deshidratacion y la contaminacion y se colocaron en
una camara de crecimiento (LumistellMR) del Laboratorio de Ecologia manteniéndolos

a 25°C (12 hrs luz/12 hrs obscuridad).

Figura 6. Colocado de las semillas en frascos con tierra para cactaceas.

6.4 Extraccion del ADN.

Se tomaron de 1 a 2 tubérculos por muestra (0.12 gr), estos fueron macerados con la
ayuda de un mortero con un pistilo (previamente esterilizados y mantenidos a -80° C)
y nitrdgeno liquido para obtener un polvo fino.

La extraccion de ADN se hizo utilizando el Kit de extraccion DNeasy Plant Mini kit de

QIAGEN (Quiagen, Valencia, CA, USA) que ha mostrado ser eficiente con diversas
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especie de cactaceas (Cornejo-Romero 2013; Barrios-Gémez 2013). El protocolo de
extraccion se describe en el Anexo 1.

Una vez extraido el ADN, se verifico la cantidad y concentracion por muestra (ng/ul)
utilizando para ello un espectrofotometro (Nanodrop 2000 UV-VIS, Thermo scientific).
Para visualizar el ADN, se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 0.8 %, a 90
V durante 30 min y fueron tefiidos con 0.3 pl de gel red.

Las bandas fueron reveladas en el fotodocumentador (gelLogic y la imagen digital del

gel se obtuvo mediante el uso del programa Carestream.

6.5.- Microsatélites

6.5.1 Seleccidon y amplificacion de microsatélites

Se probaron doce primers o cebadores de microsatélites del ADN nuclear, disefiados
para especies cercanas filogenéticamente a T. horripilus (Figura 7), de ellos ocho
fueron disefiados para Ariocarpus bravoanus, dos para Mammilaria crucigera y dos
para Equinocactus grusonii (Tabla 3), que son especies de cactaceas que presentan

forma de crecimiento globoso o toneliforme.

36



63/- Coryphantha pycnaramh%
aff.

or
hantha durangensis
oryphantha erecta

— Cochemiea pase[_qeri
— Cochemiea pondii

P
[<
U

Ortegocactus macdougallii
Mammillaria geminispina
Mammillaria magnimamma
Mammillaria carnea
Mammillaria haageana
Mammillaria senilis
Mammillaria candida
illaria picta
Acharagma aguirre: ~~
Acharagma roseana
Lophophora williamsii
— - Obregonia denegrii
Turbinicarpus schmiedickeanus
Turbinicarpus viereckii N

Turbinicarpus gielsdorfianus
- Ariocarpus fissuratus W
Ariocarpus bravoanus N

W)

Arfocarpus agavoides T
Stmmbocracgs_d:'scjformis o N I‘Q )_. N
urbinicarpus pseudomarcrochele .|
Epithélanth micromeris = \

ATy

10083

95 /84

Ferocactus latisp

Sclerocactus uncinatus

Ferocactus haematacathus

Thelocactus hastifer

Thelocactus tulensis

Ferocactus echidne

Stenocactus coptonogonus
Stenocactus sp.

Leuchi gia principis

i EC us
ek Echinomastus unguispinus
Sclerocactus brevihamatus
g L] Echinocactus horizonthalonius

34/-
65/ Echinocactus platyacanthus
100/100 Asrmp!:{num capricorne -
strophytum ornatum

32/- 571 1] Geohintonia mexicana
Aztekium ritteri
— Echinocactus grusonii i

' OPUNTIOIDEAE

CACTOIDEAE
96/85

58/-

CACTEAE

100100

33/-

— Pereskia lychnidiflora

100/100 ~—
— Maihuenia patagonica
Pereskia diaz romeroana
Pereskia ;v:befana )
reskia aculeata
100/100 Ceraria fruticulosa
'— Portulacaria afra

Talinum paniculatum
Gl ia bracteata e

100/87
79/76

957~ 100/~ I

0.03

Figura 7. Arbol filogenético de maxima verosimilitud para Cactaceae derivado de los

analisis de cinco loci, que muestra el clado Cacteae y las relaciones dentro de ella

(Tomado de Hernandez-Hernandez et al. 2011).
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Tabla 3. Primers de microsatélites probados en este estudio.

Especie para la cual

Locus (;I’g) Motivos de repeticién Tar;:lﬁoosde se disgﬁaron los Fuente
primers

MADROS 538  (AG)s 293-300  Ariocarpus bravoanus I(-Iz%%ge):s etal
MAbR28 53.8  (AG) 207-222  Ariocarpus bravoanus '{IZ%%%E)ES etal
MADRA0 514 (TCT)(CT)s TT (CTio 238-301  Ariocarpus bravoanus g%%g‘;s etal.
MADR42 53.8  (TCwo 196-217  Ariocarpus bravoanus I(-Iz%%ge):s etal
MADR77 514 (AG).CG(AG)n 346-374  Ariocarpus bravoanus '{'2%%%(;5 etal
MADRS2 514 (AG)xo 245-259  Ariocarpus bravoanus I(-Iz%%ge):s etal
mADR86 53.8  (TC)u(TG)2 432-452  Avriocarpus bravoanus '{'2%%26)35 etal.
MADR91 53.8  (CT)sCGC(TC)s 329-360  Ariocarpus bravoanus g%%g‘;s etal
MEQRO2 56 (AG)1AC(AG).AC(AG); 260-268  Echinocactus grusonii (Hz%rc‘)jge)sw etal
mEQR73 56  (AG)7;TTGCAA(AG). 183-189 Echinocactus grusonii I(-Izeér(()jg)sty etal
MamVTC1l 58  (GA)a 222-235  Mammilaria crucigera (Szcz)lggz)ano etal.
MamVTC12 58  (TC)AT(TC)w(C)TC(TG)s 222-240  Mammilaria crucigera  oiorzano etal

(2009)
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Los pares de microsatélites se ensayaron en PCR (Reaccion en Cadena de la
Polimerasa) individual a un volumen final de 12.5 pM, que contenian: Primer
Forward 0.25 pM, Primer Reserve 0.25 pM, cola M-13 0.75 pM, Master Mix 6.25 uM,
MgCl2 [50 uM] 0.15 puM, 2.5 de ADN y 2.35 uM de agua. En la Tabla 4 se presentan
los ciclos de PCR utilizados para cada uno de los primers. La PCR se realizé en un
Termociclador SelectCycler (BioProducts).

Tabla 4. Ciclos de PCR para cada uno de los primers probados.

Microsatélite Desnaturalizacién Alineamiento Extensiéon

mMAbRO5, mAbR28,
mMmAbR40, mAbR42,
MAbR77, mAbR82
mMAbR86 y mAbR91

35 ciclos: (94° C/1 min),
94 °C /1 min (51.4-53.8°C/1min)y 72°C/ 7 min
(72°C [ 1min)

35 ciclos: (94°/1 min),
mMEgR02 y mEgR73 94 °C /1 min (56°c /1 min)y (72°c/ 72 °C /7 min

1min)

25 ciclos: (94°C/10 seg),
MamVTC1l1ly o . o o o
MamVTC12 94 °C /2 min (58°C/10seqg)y (72°C 72°C /10 seg

/ 1min)

Para confirmar la amplificacion de los microsatélites, se realizo la separacion de los
productos por electroforesis, en geles de agarosa al 1% tefidos con GelRed
(BIOTUM) al 0.3 pM. Se utiliz6 un marcador de peso de 50 pb, para estimar el
tamafo de los fragmentos, durante 40 min a 90 V y se observaron con luz ultravioleta
y los tamafios de los alelos se determinaran con el programa Peak Scanner™

Version 1.0 (Applied Biosystem).
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Debido a que no se obtuvo éxito con los primers seleccionados para el estudio de
microsatélites se optd por explorar resultados con la técnica de secuenciacion de

ADNCc.

6.6.- Secuenciacion de ADNc

Se eligieron tres primers universales de regiones no codificantes del cloroplasto que
han sido adecuados para una gran gama de especies vegetales (Tabla 5) (Arenas
2015). Las regiones estudiadas fueron: el fragmento intergénico rpl32-trnL que se
encuentra en la seccion corta de copia Unica (Shaw et al. 2005), el intrén D4 del
fragmento pet B (petB intron D4) y el fragmento intergénico trnL-trnF de Taberlet et
al. (1991) que esta en la seccién larga de copia Unica (Tabla 6; Figura 8).

La amplificacion de las tres regiones seleccionadas se llevd a cabo mediante
reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) en un volumen final de 12.5 uM, que
contenia: 0.37 uM de cada primer, 6.25 pM de Master Mix (PROMEGA), 4 uM de
ADN, 0.5 uM de agua y 1 pM de BSA (albumina de suero bovino) al 0.4 %. En las
Tablas 7, 8, 9 se presentan las condiciones de amplificacion utilizadas para cada
region. Para ello se utilizd6 un Termociclador SelectCycler (BioProducts). Las
condiciones de amplificacion fueron modificadas a partir de Shaw (2007), Parra

(2015), Soto-Trejo (2015) y Arenas (2015).
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Tabla 5. Especies estudiadas con los primers seleccionados para nuestro estudio.

Especie Regiones N pb Referencia
Cephalocereus senilis  trnL-trnF 55 876  Brito-Castrejon
(en proceso)
Stenocereus thurberi trnL-trnF, rpl32-trnL, 165 2338 Arenas-Jiménez
petB intrén D4 (2015)
Agave kerchovei trnL-trnF, petA-psbJ 128 2188 Parra-Leyva
rpl32-trnL (2015)
Agave stricta trnL-trnF, rpl32-trnL 54 2100 Martinez-
pshJ-peta Ainsworth (2013)
Agave striata trnL-trnF, rpl32-trnL 57 2100 Martinez-
psbJ-peta Ainsworth (2013)
Fouquieria shrevei rpl32-trnL, psbJ-petA 94 2769 Aguirre-Liguori
ndhF-rpl32 (2012)
Quercus variabilis trnL-trnF, atpB-rbcL, 528 167 Chenetal.
trnH-psbA (2012)
Camellia taliensis rpl32-trnL 183 858 Liuetal. (2012)
Podocarpus matudae trnL-trnF, trnH-psbA 157 1034 Ornelas et al.
(2010)
Asplediem hookeranum  trnF-trnL 242 929  Shepherd et al.
(2007)
Primula secundiflora trnL-trnF, rps16 109 877 Wangetal.
(2008)

N = Numero de individuos; pb = Pares de bases; con negritas especies de cactaceas.
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Tabla 6. Secuencia de los primers seleccionados para el presente estudio. Se

muestra el tamafio esperado de amplificacion y la referencias.

Tamafio
Gen Primer Secuencia 5"- 3’ esperado  Referencia
(pb)
GGARTAATGAGTGTGTGACTT
petB sak23F(exon/D1) -~ Taberlet et al.
intron D4 386 (1901)
sak24R(D5) ATRTGAGANTTTCATCTCGTAC
tmL(UAG) CGA AAT CGG TAG ACG CTA ) |
trnL-rpl32 €G 6ag ~ Shawetal.
ATT TGA ACT GGT GAC ACG (2005)
rpl32F AG

tmL5 UAAF(TabC) g'_IF_G CTT CCT AAG AGC AGC

trnL-trnF 983 Taberlet et al.
. CAG TTC CAAA AAA AA GTA (1991)
trnF5'UAAF(TabF) CTT CG

Los productos de PCR se visualizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1%
tefidos con GelRed (BIOTUM) al 0.3 uM. Se utiliz6 un marcador de peso de 50 pb,
para estimar el tamafo de los fragmentos, durante 30 min a 90 V y finalmente se
observaron con luz ultravioleta.

Los productos de PCR se purificaron con columnas Centrisep con Shephadex™ G-
50 fine DNA Grade (100g), de acuerdo con el protocolo del fabricante.

Las reacciones de secuenciacion se llevaron a cabo con Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems). El producto se purificd en
columnas Centrisep (Invitrogen) con sephadex. Las muestras fueron secuenciadas
automaticamente en sentido 3°-5" y 5°-3" en el equipo ABI PRISM 3130XL (Applied
Biosystems Hitachi) del Laboratorio Divisional de Biologia Molecular (LDBM) de la

UAM-Iztapalapa.
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Figura 8. Genoma del cloroplasto del saguaro (Carnegia gigantea), donde se
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et al. 2015).
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Tabla 7. Condiciones de amplificacion para la region petB intron D4 (Arenas 2015).

Proceso T°C Ti((renr?np)o Ciclos
Desnaturalizacion
Inicial 94 5 1
Desnaturalizacion 94 0.5
Alineamiento 56 0.5 35
Extension 72 1
Extension final 72 5 1

Tabla 8. Condiciones de amplificacion para la region trnL-rpl32 (Soto-Trejo 2015).

Proceso T°C Téreannp)o Ciclos
Desnaturalizacion
Inicial 94 5 1
Desnaturalizacion 94 0.4
Alineamiento 58 0.4 35
Extension 72 1.20
Extension final 72 5 1

Tabla 9. Condiciones de amplificacion para la region trnL-trnF (Taberlet et al. 1991).

Proceso T°C Ti(?nrrnp)o Ciclos
Desnaturalizacion
Inicial 88 5 1
Desnaturalizacion 94 1
Alineamiento 55 1 35
Extension 72 2
Extension final 72 5 1
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Cada secuencia obtenida fue sometida a un analisis de BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool Nucleotide por sus siglas en Inglés) (Altschul et al. 1990) en
la base de datos de GenBank para verificar su autenticidad.

Las secuencias fueron revisadas en pares (forward y reverse de cada secuencia) con
el programa Sequencer 5.4 con el objetivo de obtener una secuencia consenso con
calidad y lo mas completa posible.

El alineamiento de las secuencias se llevé a cabo en el programa BioEdit v7.2.5 (Hall
1999) utilizando el algoritmo Clustal W. La alineacion se hizo por separado para cada
marcador y se verific6 la alineacion obtenida empleando la visualizacion de los
cromatogramas cuando fue necesario.

Para aquellos individuos que se pudieron amplificar las tres regiones se
concatenaron las secuencias con el programa Mesquite (Maddison y Maddison

1997).

6.6.1 Anélisis estadisticos

Los andlisis de diversidad genética se realizaron utilizando el programa DNAsp v5.0
(Librado y Rozas 2009). Se estim6 la diversidad nucleotidica () que es la
probabilidad de que dos nucleodtidos con homologia de posicion tomados al azar
sean diferentes; la diversidad haplotipica (Hd) que es la probabilidad de que dos
haplotipos tomados al azar sean diferentes; el nimero de haplotipos (h) que es el
namero de alelos que tiene cada region y el numero de sitios polimérficos o
segregantes (S) que es el niumero o proporcidn de sitios variables en las secuencias

(Nei 1972; Nei 1978; Zarate 2013).
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Para estimar la estructura genética dentro y entre las poblaciones se realiz6 un
analisis de varianza molecular (AMOVA), mediante el programa ARLEQUIN 3.0
(Excoffier et al. 2005). Se realizdé uno para cada marcador y otro para las secuencias
concatenadas.

Las relaciones filogenéticas entre los haplotipos de los tres genes fueron evaluadas
usando el método Bayesiano. Para los analisis filogenéticos se incluyeron 77
secuencias para el gen petB intron D4, 53 para el gen trnL-rpl32 y 34 para el gen
trnL-trnF y para el concatenado final 19 secuencias, ademas se incluyeron
secuencias de otras cactaceas como grupos externos (Anexo 2).

Se usaron como grupos externos trece secuencias pertenecientes a las siguientes
especies: Ariocarpus kotschobeyanus, Stenocereus thurberi, Echinocactus
platyacanthus, Cephalocereus senilis, Eulychnia iquiquensis, Copiapoa desertorum,
Ariocarpus  brovoanus, Strombocactus diciformis, Turbinicarpus viereckii,
Echinocactus grusoni y Astrophytum ornatum (Anexo 2).

La seleccion del modelo evolutivo de sustitucién de nucleétidos que mejor se ajusto a
las matrices, se realizd en el programa Modeltest v.3.7 (Posada y Crandall, 1998)
bajo los criterios de hierarchical Likelihood Radio Test (hLRT) y Akaike Information
Criterion (AIC). El modelo Jukes Cantor (JC) fue seleccionado como el modelo de
sustituciéon de nucleétidos que mas se ajustd a las matrices de los tres genes

estudiados.
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La filogenia bayesiana fue construida en el programa MrBayes v. 3.1.2 (Huelsenbeck
y Ronquist, 2001) con los modelos evolutivos seleccionados por el ModelTest, cinco
cadenas de Markov y 10 000 000 de generaciones.

Para evaluar las relaciones genealogicas entre haplotipos y su distribucion
geografica se construyeron redes de haplotipos mediante el método Median-Joining
(Bandelt et al. 1999) implementado en el programa Network v 5.0 (http://www.fluxus-
engineering.com/sharenet.htm).

Para determinar la diferenciacion genética entre los grupos obtenidos en las matrices
de los genes se realizaron analisis de distancia genéticas estimadas por el método
de Tamura y Nei (1993) en el programa MEGA V. 5.05 (Tamura et al. 2011). Para
evaluar la posible correlacion entre las distancias genéticas y las distancias
geograficas para cada gen, se empled el programa Mantel 2.0 (Liedloff, 1999). Se
calculo la distancia geografica (en kildbmetros) entre poblaciones con el programa
Google Earth 6.2, al cual se ingresaron las coordenadas de las cuatro localidades

muestreadas.

7. RESULTADOS

El nimero de extracciones de ADN por poblacién fue variable (de 20 a 30 individuos
por poblacion; Tabla 10), esto debido a dificultades presentadas en el proceso de
extraccion del ADN con algunos individuos. Las concentraciones de ADN y su pureza

fueron verificadas por medio del Nanodrop (Tabla 11).
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Para verificar la integridad del ADN obtenido se realizaron electroforesis en geles de

agarosa al 0.8% y estas fueron visualizadas con luz ultravioleta (Figura 9).

Tabla 10. Namero de extracciones de ADN por poblacion

Poblaciéon

NUumero de
extracciones

Almoldn

Cerro

Jilotla

Santuario

29

30

24

20

Tabla 11. Concentracion promedio de ADN (ng/ul) de las poblacion de T. horripilus

estudiadas.

- Numero de Concentracion promedio Pureza
Poblacion .

individuos de ADN total (ng/ul) (260/280)

Almolon 29 3.2 1.7
Cerro 30 4.2 1.8
Jilotla 24 2.9 1.6
Santuario 20 1.7 1.4
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Figura 9. Visualizacion a través de geles de agarosa (al 0.8) del ADN obtenido en
muestras de tres poblaciones: 1) Almolon 2) Cerro 3) Jilotla. La primera marca a la

izquierda corresponde a la escalera (50 pb).

7.1 Microsatélites

7.1.1. Amplificacion de microsatélites

En la Tabla 12, se presentan las condiciones sugeridas asi como las modificaciones
realizadas en este estudio para los siete de los 12 primers de microsatélites que
amplificaron adecuadamente para las cuatro poblaciones estudiadas (Figura 10).

Los primers mAbR40, mAbR42, mAbR82, MamVTC11 y MamVTC12 no amplificaron,
a pesar de que se realizaron diferentes modificaciones en las temperaturas de

alineamiento y en la cantidad de MgClz (Tabla 13).
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Tabla 12. Primers de microsatélites amplificados exitosamente con tejidos de T.
horripilus de tres poblaciones. Se muestra el ajuste en las temperaturas utilizadas en

este estudio.

Temperatura Intervalo de Ta (°C)
Locus reportada Ta Motivos de repeticidon tamano de Temperatura
(°C) alelos modificada
mAbRO5 53.8 (AG)o 293-300 52.4
mAbR28 53.8 (AG)7 207-222
mAbR77 51.4 (AG)sCG(AG)11 346-374
mAbR86 53.8 (TC)11(TG)2 432-452 52.4
mAbR91 53.8 (CT)sCGC(TC)s 329-360 52.4
mEgRO02 56 (AG)10AC(AG)2AC(AG)7 260-268
mEgR73 56 (AG)7TTGCAA(AG)2 183-189

7.1.2. Electroforesis de los microsatélites en secuenciador automatico.

Se realizaron pruebas para determinar los tamafos de los alelos de los microsatélites
en el secuenciador automatico. Sin embargo, solo se pudieron visualizar los tamafios
de los alelos para mEgR02.

Para el resto de los microsatélites amplificados no se tuvo éxito debido a que los
fluoroforos de la cola M-13 no se adhirieron a los microsatélites. Debido a esto se
abandond el uso de microsatélites y se exploré la técnica de secuenciacion del

ADNc.
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Figura 10. Imagen de la amplificacion de los microsatélites mEgR02, mEgR73,
MAbRO5, mAbR28, mAbR42, mAbR86 y mAbR91 en geles de agarosa (1 %),

mostrando individuos de cuatro poblaciones: C = Cerro, J = Jilotla y A = Almolon.

Tabla 13. Primers de microsatélites utilizados en otros estudios de cactaceas

probados sin éxito. Se muestran las diferentes modificaciones de las condiciones

probadas.
TA (°C) MgCl>

Locus Ta (°C) modificada MgCl2 modificado
mADbR40 51.4 50 0.15 0.3
MADbR42 53.8 524 0.15 0.3
mMADbR82 51.4 50 0.15 0.45y0.3
MamVTC11 58 0.15 0.3
MamVTC12 58 0.15 0.3
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7.2 Secuencias de ADNc

Se amplificaron tres regiones del cloroplasto (petB intron D4, trnL-rpl32 y trnL-trnF)
para individuos de las cuatro poblaciones. EI nUmero de muestras por poblacién fue
variable debido a dificultades en la amplificaciéon de los fragmentos del cloroplasto
gue presentaron algunos individuos (Tabla 14).

Al recortar las regiones iniciales y finales de los marcadores donde la secuenciacion
no fue eficiente, el tamafo de cada fragmento quedé en: 748 pares de bases de la
region petB intron D4, 1280 pb de trnL-rpl32 y 1076 pb de trnL-trnF. Al concatenar las

tres regiones se obtuvo una matriz de 3104 pb.

Tabla 14. Numero de individuos secuenciados por poblacién y regién de ADNc

Poblacién petB intron D4 trnL-rpl32 trnL-trnF
Almolén 22 17 12
Cerro 23 22 11
Jilotla 19 16 9
Santuario 13 8 2

7.2.1 Diversidad genética

a) Diversidad genética en la region petB intron D4

Este segmento presentd ocho indels (inserciones o deleciones) y dos sustituciones.
Teniendo en cuenta los indels y sustituciones, T. horripilus presentd cuatro haplotipos
(Tabla 15). El haplotipo A se encuentra solo en la poblacion Santuario (n=13), el
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haplotipo B es exclusivo de la poblaciéon Almolén (n=22), el haplotipo C solo se
encuentra en la poblacion Cerro (n=23) y el haplotipo D solo le pertenece a la

poblacion Jilotla (n=19).

Tabla 15. Haplotipos detectados considerando indels y sustituciones en la region
petB intrén D4.
Haplotipo 207 304 482 517 540 687-691

A A T A - G
B G - A A A
C AT A - G TATTC
D AT - - [T —

Los haplotipos obtenidos sin la variacion de los indels se muestran en la Tabla 16. El
haplotipo Al, lo comparten las poblaciones Cerro, Jilotla y Santuario (n= 55) mientras
que el hoplotipo B1, es exclusivo de la poblacion Almolén (n=22). El nUmero de sitios
polimorficos resultantes es dos. La diversidad haplotipica (Hd) fue de 0.414 y la

diversidad nucleotidica (17) de 0.00112 (n=77) (Tabla 17).

Tabla 16. Haplotipos detectados para la region petB intron D4 sin indels.

Haplotipo 207 540
Al A G
Bl G A
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Tabla 17. Estimadores de diversidad genética total del marcador petB intron D4. N=

namero de individuos; Pb = Pares de bases; S= sitios polimorficos, h= namero de
haplotipos, Hd= Diversidad haplotipica, 1T = Diversidad nucleotidica.

N Pb S h Hd m

77 748 2 2 0.414 0.00112

Considerando esta region, cada poblacion es monomorficas, por lo que no se
encuentra diversidad haplotipica (Hd = 0), ni diversidad nucleotidica (ir = 0) (Tabla

18).

Tabla 18. Estimadores de la diversidad genética considerando la region petB intrén
D4 por poblacion: N numero de individuos; Pb pares de bases S sitios polimorficos, h

namero de haplotipos, Hd Diversidad haplotipica,  Diversidad nucleotidica.

Poblacion N S h Hd m
Almoldn 22 0 1 0 0
Cerro 23 0 1 0 0
Jilotla 19 0 1 0 0
Santuario 13 0 1 0 0

b) Diversidad genética del marcador trnL-rpl32

Este segmento presento siete indels y trece sustituciones. Teniendo en cuenta indels
y sustituciones, T. horripilus presento cuatro haplotipos (Tabla 19). El haplotipo A, se

encuentra solo en la poblacion Santuario (n=8), el haplotipo B, es exclusivo de la
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poblacion Almolén (n=17), el haplotipo C, solo se encuentra en la poblacién Cerro
(n=22) y el haplotipo D, pertenece a la poblacion Jilotla(n=16).

Tabla 19. Haplotipos detectados considerando indels y sustituciones en la region
trnL-rpl32.

o

2

‘_ol <t < < — o
o © N~ 0 ™ [Te] © [ee] < o N~ o — N < o — o

© N~ o'} — © © © — ~ o — N )] o o)) N o o — — =

I e} o - - - — N ~N N < N~ <5} 0 6] o — — — - —

A T A A T T A G T A G C A T A - C C A T G

B C C T - - - G G A A - G G T C C - C A

C C C T T T A A T A C A T A - A A A T G

D T A A T T A G T A A C A T A - C C A T G

Los haplotipos obtenidos sin considerar indels son cuatro. Cada poblacion presenta
un haplotipo diferente (Tabla 20). El haplotipo A1 se encuentra solo en la poblacion
Santuario (n=8), el haplotipo B1 es exclusivo de la poblacion Almol6n (n=17), el
haplotipo C1 solo se encuentra en la poblacion Cerro (n=22) y el haplotipo D1 solo le

pertenece a la poblacion Jilotla (n=16).

Tabla 20. Haplotipos de la region trnL-rpl32 sin indels.

o
2
IS
= < < — o
% o ™ L0 0] < N~ )] N < — T
~ © — — N~ — N o o)} o o — —
T o} (o)} — N [9V] < N~ © s} - - — -
Al T A A G T G C T A C C T G
Bl C C T G G A A G G C C C A
C1l C C T A T A C T A A A T G
D1 T A A G T A C T A C C T G
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El nimero de sitios polimoérficos fue de 13. La diversidad haplotipica (Hd) fue de

0.736 y la diversidad nucleotidica (1) de 0.0041 (n=63) (tabla 21).

Tabla 21. Estimadores de diversidad genética total del marcador trnL-rpl32. N
namero de individuos, Pb pares de bases, S sitios polimoérficos, h namero de

haplotipos, Hd Diversidad haplotipica, 7 Diversidad nucleotidica.

N Pb S h Hd m

63 1280 13 4 0.736 0.0041

Los estimadores de diversidad para cada poblacion muestran que todas las
poblaciones son monomorficas y la diversidad haplotipica y nucleotidica es nula

dentro de las poblaciones (Tabla 22).

Tabla 22. Estimadores de la diversidad genética para las poblaciones. N numero de
individuos, Pb pares de bases, S sitios polimérficos, h numero de haplotipos, Hd

Diversidad haplotipica,  Diversidad nucleotidica.

Poblacion N S h Hd m
Almolon 17 0 1 0 0
Cerro 22 0 1 0 0
Jilotla 16 0 1 0 0
Santuario 8 0 1 0 0
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c) Diversidad genética del marcador trnL-trnF

Este segmento presentd nueve indels y diez sustituciones. Teniendo en cuenta los
indels, T. horripilus presento cuatro haplotipos (Tabla 23).

El haplotipo A lo comparten las poblaciones Cerro, Jilotla y Santuario (n=22), el
haplotipo B y C son exclusivos de la poblacién Almolén (n= 12) y el haplotipo D es
compartido por las poblaciones Cerro y Jilotla (n=20).

Tabla 23. Haplotipos detectados considerando indels y sustituciones en la regién

trnL-trnF.
1)
o
2
k<!
% [e0] [e0) (o] o [{e) (@] [e)] o — < o [o0) N~ (o] N~
- N~ [o0) (o] — [30) < n o ™ N ™ ™ ™ < n [{e) (o) [{e]
I < o o (o)) — — — — N N (42] ™ ™ ™ ™ <t ~ N~ o
A A G A T G G A G G G T T G
B A A A A G A A T T A A A A G A A
A A A A A G A A T T A A A A G A A
D G A T G G A G G G T T G

Los haplotipos obtenidos sin considerar indels son dos (Tabla 24). El haplotipo Al lo
comparten las poblaciones de Cerro Jilotla y Santuario (n=22) y el haplotipo B1 es
exclusivo de la poblacion Almolon (n=12).

Tabla 24. Haplotipos de la regién trnL-trnF sin indels.
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o
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Tabla 25. Estimadores de diversidad genética total del gen trnL-trnF. N nimero de
individuos, Pb pares de bases, S sitios polimérficos, h numero de haplotipos, Hd

Diversidad haplotipica,  Diversidad nucleotidica.

N Pb S h Hd m

34 1076 10 2 0.471 0.00441

Los estimadores de diversidad para cada poblacion muestran que todas las
poblaciones son monomoérficas y la diversidad haplotipica Hd=0 y nucleotidica es

nula dentro de las poblaciones = 0 (Tabla 26).

Tabla 26. Estimadores de la diversidad genética para las poblaciones. N numero de
individuos, Pb pares de bases, S sitios polimérficos, h numero de haplotipos, Hd

Diversidad haplotipica,  Diversidad nucleotidica.

Poblacion N S h Hd m
Almolon 12 0 1 0 0
Cerro 11 0 1 0 0
Jilotla 9 0 1 0 0
Santuario 2 0 1 0 0

d) Diversidad genética total

Este analisis considera los resultados concatenados de las secuencias de las tres
regiones, (N total = 19 individuos) (Tabla 27).
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Tabla 27. Numero de individuos por poblacion que se utilizaron en el analisis

concatenado.
Poblacion N
Almolon 8
Cerro 7
Jilotla 3
Santuario 1

Al concatenar las tres regiones se encontraron 24 indels y 25 sustituciones. Teniendo
en cuenta la variacion de los indels, T. horripilus present6 seis haplotipos (Tabla 28.
El haplotipo A, le corresponde solo a la poblacién Santuario (n=1), el haplotipo By E
son exclusivos de la poblacion Almolén (n=8), los haplotipos D y F son exclusivos de
la poblacién Cerro (n=7) y el haplotipo C es propio de la poblacion Jilotla (n=3). Los
haplotipos obtenidos sin la variacion de los indels son cuatro (Tabla 29). El haplotipo
Al es de la poblacion santuario (n=1), el B1 de Almolén (n=8), C1 de Jilotla (n=3) y
D1 le pertenece a la poblacion Cerro (n=7).

La diversidad haplotipica para las secuencias concatenadas fue de Hd = 0.696 y la
diversidad nucleotidica de = 0.004 (n=19) (Tabla 30).

Los estimadores de diversidad para cada poblacién por separado muestran que
todas las poblaciones son monomorficas, y la diversidad haplotipica (Hd = 0) y

nucleotidica (m = 0) es nula dentro de las poblaciones (Tabla 31)
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Tabla 28. Haplotipos del concatenado sin indels.
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Tabla 29. Haplotipos obtenidos del concatenado sin indels.

Haplotipo
207

540

835

846

858

961
1023

1472

1645

1647

1772

1793

1859

1898

2174

2178
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2795

2796

2995
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Tabla 30. Estimadores de diversidad genética total del concatenado. N nimero de

individuos, Pb pares de bases, S sitios polimorficos, h numero de haplotipos, Hd

Diversidad haplotipica,  Diversidad nucleotidica.

N Pb

S

h

Hd

19 3104

25

0.696

0.004

Tabla 31. Estimadores de la diversidad genética por poblaciones sin indels. N

namero de individuos, Pb pares de bases, S sitios polimorficos, h namero de

haplotipos, Hd Diversidad haplotipica,  Diversidad nucleotidica.

Poblacion N S h Hd m
Almolén 8 0 1 0 0
Cerro 7 0 1 0 0
Jilotla 3 0 1 0 0
Santuario 1 0 1 0 0
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7.2.2 Estructura genética

a) Gen petB intron D4

El andlisis de varianza molecular (AMOVA) indicé que toda varianza genética se
debe a diferencias entre las poblaciones (100%) (Tabla 32). El estimador de
estructura genética es alto (Fst = 1) P<0.05, reflejo de que cada poblacién tiene un

haplotipo unico.

Tabla 32. Resultados obtenidos del analisis de varianza molecular (AMOVA).

Fuente de Suma de Varianza de Porcentaje Valor de
L g. los .
variacion cuadrados variacion P
componentes

Entre las
poblaciones 3 157.818 2.77063 Va 100 0
Dentro de las
poblaciones 73 0 0.00000 Vb 0 0

Fst=1

b) Gen trnL-rpl32

El andlisis de varianza molecular (AMOVA) indicé que toda varianza genética se
debe a diferencias entre las poblaciones (100%) (Tabla 33). El estimador de
estructura genética es alto (Fst = 1) P<0.05, reflejo de que cada poblacién tiene un

haplotipo unico.
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Tabla 33. Resultados obtenidos del analisis de varianza molecular (AMOVA).

Vari :
Fuente de Suma de arlall(r)za de Porcentaje Valor de
variacion g cuadrados variacion P
componentes
Entre las
poblaciones 3 251.841 5.51669 Va 100 0
Dentro de las
poblaciones 59 0 0.00000 Vb 0 0

Fst=1

c) Gen trnL-trnF

El andlisis de varianza molecular (AMOVA) indicé que toda varianza genética se
debe a diferencias entre las poblaciones (100%) (Tabla 34). El estimador de
estructura genética es alto (Fst = 1) P<0.05, reflejo de que cada poblacion tiene un

haplotipo unico.

Tabla 34. Resultados obtenidos del analisis de varianza molecular (AMOVA).

Fuente de Suma de Varlallgia de Porcentaje  Valor de
variacion g cuadrados variacion P
componentes
Entre las
poblaciones 3 140.831 5.90954 Va 95.99 0
Dentro de las
poblaciones 30 7.704 0.24680 Vb 4.01 0

Fst=0.95
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7.2.3 Andlisis filogenético

a) Gen petB intron D4

La filogenia obtenida para las poblaciones de T. horripilus, incluyendo datos de
grupos externos: Echinocactus platyacanthus (N=4), Cephalocereus senilis (N=1),
Ariocarpus kotschobeyanus (N=1) y Stenocereus turberi (N=1), muestra que todas
las poblaciones de T. horripilus comparten un ancestro comun. Se observa la
formacion de una gran politomia que incluye a las cuatro poblaciones, en donde la
poblacién de Almolén presenta una diferenciacién del resto. Cabe destacar que la

poblacion de Almolén es la més lejana geograficamente (figura 11).

b) Gen trnL-rpl32

La filogenia obtenida para las poblaciones de T. horripilus, incluyendo Ariocarpus
kotschobeyanus, Euluchnia iquiquensi, Copiapoa cinerea y C. rupestri como grupos
externos muestra que todas las poblaciones de T. horripilus son un grupo
monofiletico el cual se divide en dos grupos hermanos, el primer grupo incluye las
poblaciones de Cerro, Jilotla, Santuario, el segundo grupo incluye a los individuos de

la poblacion de Almolén (figura 12).
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5. turberi

C. seniliz
E. Platyacanthus 8
1.00 E. Platyacanthus 2
E. Platyscanthus 1
E. Platyacanthus 2
A. kotschoubsyanuzs

— Santuario 1
Santuario 8

Santuario 7
Santuario 8
Santuario 9
Santuario 11
Sentusric 12
Santuaric 15
Santuaric 17
Santuaric 19
Santuaric 28
Santuaric 20
Sentuario 31

Santuario

Cerro

1.00

0.01

Figura 11. Reconstruccion filogenética Bayesiana de las 77 secuencias del gen petB
intron D4 usando el modelo Jukes Cantor con 10,000,000 de generaciones,
utilizando como grupos externos Ariocarpus kotschobeyanus, Stenocereus thurberi,
Echinocactus platyacanthus y Cephalocereus senilis. Cada color de la barra
representa una poblacién. Sobre las ramas se muestra los valores de probabilidad
posterior bayesiana.
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Figura 12. Reconstruccion filogenética Bayesiana de las 53 secuencias del gen trnL-
rpl32 usando el modelo Jukes Cantor con 10,000,000 de generaciones, utilizando
como grupos externos Ariocarpus kotschobeyanus, Eulychnia iquiquensis y Copiapoa
desertorum. Cada color de la barra representa una poblaciéon. Sobre las ramas se

muestra los valores de probabilidad posterior bayesiana.
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c) Gen trnL-trnF

La filogenia obtenida para las poblaciones de T. horripilus, incluyendo Cephalocereus
senilis, Ariocarpus brovoanus, Strombocactus diciformis, Turbinicarpus viereckii,
Echinocactus grusoni y Astrophytum ornatum como grupos externos muestra que
todas las poblaciones de T. horripilus comparten un ancestro comun y es similar a la
obtenida con el gen trnL-rpl32 en que se observa que las poblaciones de T. horripilus
estan incluidas en un grupo monofilético que se divide en dos grupos hermanos. El
primer grupo incluye a las poblaciones de Cerro, Jilotla, Santuario que en las més
cercanas geograficamente, mientras que el segundo grupo incluye a los individuos

de la poblacion de Almoldn (figura 13).

d) Concatenado

La filogenia obtenida muestra, de igual forma que en las topologias obtenidas para
cada marcador, que todas las poblaciones de la especie se incluyen en un grupo
monofilético. Dentro de este grupo monofilético se forman dos grupos hermanos. El
primer grupo incluye a las poblaciones de Cerro, Jilotla, Santuario que son las mas
cercanas geograficamente, mientras que el segundo grupo incluye a los individuos

de la poblacion de Almolon (figura 14).
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C. senilis
T. viereckii
A. bravoanus

S. disciformis

0.57

Re)
-
— Santuario 9 ©
0.95 : =2
|— Santuario 19 =
|— Cerro 2 ©
w
0.5 | Cem
[— Cerro 4
— Cerro7
o)
O

0.95 | E. grusonii
A. ornatum

0.1

Figura 13. Reconstruccion filogenética Bayesiana de las Reconstruccion filogenética
Bayesiana de las 34 secuencias del gen trnL-trnF usando el modelo Jukes Cantor
con 10 000 000 de generaciones, utilizando como grupos externos Cephalocereus
senilis, Ariocarpus brovoanus, Strombocactus diciformis, Turbinicarpus viereckii,
Echinocactus grusoni y Astrophytum ornatum. Cada color de la barra representa una
poblacion. Sobre las ramas se muestra los valores de probabilidad posterior

bayesiana.
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C. gigantea
S thurberi

1.0

0.5
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Figura 14. Reconstruccion filogenética Bayesiana de las 19 secuencias concatenada
de los tres genes usando el modelo Jukes Cantor con 10 000 000 de generaciones.
Cada color de la barra representa una poblacion. Sobre las ramas se muestra los

valores de probabilidad posterior bayesiana.
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7.2.4 Redes de haplotipos

a) Red de haplotipos para el gen petB intron D4

En la red haplotipica se ubican dos haplotipos que concuerdan con la estructura
encontrada en las topologias filogenéticas (Figura 11), mostrando que las
poblaciones Cerro, Jilotla y Santuario comparten el mismo haplotipo (CJS),
probablemente por resultado de su proximidad geogréafica. Por consiguiente Almolén
gue es la poblacion mas lejana muestra un haplotipo exclusivo (A). Solo se observan

dos cambios mutacionales de un haplotipo a otro (lineas pequefias) (Figura 15).

Localidades

@ Santuario
© Almoldn
@ Cerro

O Jilotla

Figura 15. Red haplotipica de T. horripilus formada con las secuencias de la region
petB intron D4. Las lineas pequefas que estan sobre la linea que conecta a los
haplotipos indican los pasos mutacionales entre ellos. Los diferentes tamafos de los

circulos representan la frecuencia haplotipica.
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b) Red de haplotipos para el gen trnL-rpl32

El resultado obtenido mostr6 una red haplotipica formada por cuatro haplotipos,
donde cada haplotipo corresponde a una poblacion: C= Cerro, J= Jilotla, S=
Santuario y A= Almolén. EI nimero de pasos entre haplotipos varié entre 1y 9

(Figura 16).

(1]

(9]

Localidades

@ Santuario
© Almolén
@ Cerro

O Jilotla

Figura 16. Red haplotipica de T. horripilus formada con las secuencias del gen trnL-
rpl32. Las lineas pequefias que estan sobre la linea que conecta a los haplotipos
indican los pasos mutacionales entre ellos. Los diferentes tamafios de los circulos

representan la frecuencia haplotipica.
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c) Red haplotipos para el gen trnL-trnF

En la red haplotipica se pueden observar dos haplotipos El haplotipo CJS pertenece
a las poblaciones Cerro, Jilotla y Santuario, que presentan una proximidad
geografica. Almolon, la poblacion mas lejana muestra un haplotipo exclusivo (A). Se

observan diez cambios mutacionales de un haplotipo a otro (figura 17).

Localidades

@ Santuario
@ Almolon
Cerro

O Jilotla

Figura 17. Red haplotipica de T. horripilus formada con las secuencias del gen trnL-
trnF. Las lineas pequefias que estan sobre la linea que conecta a los haplotipos
indican los pasos mutacionales entre ellos. Los diferentes tamafios de los circulos

representan la frecuencia haplotipica.
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d) Red de haplotipos del concatenado

En la red haplotipica de las matrices combinadas se ubican cuatro haplotipos (A, C,
J, S). Cada haplotipo se corresponde a una poblacion A= Almolén, C= Cerro, J=
Jilotla y S= Santuario. Se observa que C, J, S forman un pequefio grupo y
corresponde a las poblaciones que estdn mas cercanas geograficamente, mientras
qgue el haplotipo A esta mas alejado y corresponde a la poblacion mas lejana

geograficamente (figura 18).

4 " Localidades
°" ™ @ Santuario
@ Almolon
@ Cerro
\ O Jilotla

Figura 18. Red haplotipica de T. horripilus resultado del andlisis concatenado. Las
lineas pequefias que estan sobre la linea que conecta a los haplotipos indican los
pasos mutacionales entre cada haplotipo. Los diferentes tamafos de los circulos
representan la frecuencia haplotipica. El rectangulo engloba el haplogrupo formado

por las poblaciones mas cercanas geograficamente.
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7.2.5 Distancias Genéticas

7.6.1 Gen petB intron D4

Las distancias genéticas de Nei (Nei et al. 1972) entre las localidades presentaron

valores pequefios que oscilaron entre 0 y 0.003 (Tabla 35).

Tabla 35. Distancias genéticas de Nei (1987) entre poblaciones pareadas.

Santuario Almolén Cerro Jilotla
Santuario 0
Almolén 0,003
Cerro 0,000 0,003 0
Jilotla 0,000 0,003 0,000 0

Los valores mas elevados se presentaron entre la localidad de Almolén con Cerro,
Almolén con Jilotla, Almolén con Santuario, lo que concuerda con la distancia
geografica existente entre las localidades (las poblaciones mas cercanas
geograficamente (Cerro, Jilotla y Santuario) también son genéticamente mas
cercanas) (Figura 19). Este resultado concuerda ademas con los resultados
reportados en las topologias bayesianas y en las redes de haplotipos donde las

poblaciones mas cercanas geograficamente comparten haplotipos.
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Figura 19. Arbol N.J de distancias genéticas de Nei (1987).

7.6.2 Gen trnL-rpl32

Las distancias genéticas presentaron valores mas elevados comparados con los
obtenidos en el gen petB intrén D4. Estos valores oscilaron desde 0 hasta 0.010

(Tabla 36).

Tabla 36. Distancias genéticas de Nei (1987) entre poblaciones pareadas.

Santuario Almolén Cerro Jilotla
Santuario 0
Almolén 0,008
Cerro 0,003 0,010 0
Jilotla 0,001 0,007 0,002 0

Siendo nuevamente la poblacion de Almolon la méas lejana genéticamente y
geograficamente, mientras que las poblaciones mas cercanas geograficamente

(Cerro, Jilotla y Santuario) también lo son genéticamente (figura 20). Este resultado
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concuerda con los resultados reportados en las topologias bayesianas y en las redes

de haplotipos.

CERRO
JILOTLA

SANTUARIO

0.0010

Figura 20. Arbol N.J de distancias genéticas de Nei (1987).

7.6.3 Gen trnL-trnF

Las distancias genéticas presentaron valores mas altos que el gen petB intron D4,

estos valores van desde 0 a 0.009 (Tabla 37), indicando aislamiento por distancia.

Tabla 37. Distancias genéticas de Nei (1987) entre poblaciones pareadas.

Santuario Almolén Cerro Jilotla
Santuario 0
Almoldn 0.009 0
Cerro 0.000 0.009 0
Jilotla 0.000 0.009 0.000 0

Siendo nuevamente la poblacion de Almolon la mas lejana genéticamente y

geograficamente, mientras que las poblaciones mas cercanas geograficamente
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(Cerro, Jilotla y Santuario) también lo son genéticamente (figura 21). Este resultado
concuerda con los resultados reportados en las topologias bayesianas y en las redes

de haplotipos.

ALMOLON

F—

0.0010

Figura 21. Arbol N.J de distancias genéticas de Nei (1987).

7.2.6 Aislamiento por Distancia

a) Gen petB intron D4

Se realiz0 una prueba de Mantel (1969) para determinar si hay aislamiento por
distancia para el gen petB intron D4 (Figura 22). Esta prueba mostré una correlacion

positiva (r = 0.85, g = 1.68, valor critico = 1.645), indicando aislamiento por distancia.
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0,001 0,002 0,003 0,004
Distancias Genéticas

Figura 22. Regresion lineal de distancias genéticas y geograficas de la region petB

intron D4.
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b) Gen trnL-rpl32

Se realiz6 una prueba de Mantel (1969) para determinar si hay aislamiento por
distancia para el gen trnL-rpl32 (Figura 23). Esta prueba mostré6 una correlacién
positiva pero no es significativa, por lo tanto para esta gen no existe aislamiento por

distancia (r = 0.732, P =0.05, g = 1.4525, valor critico = 1.645).
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Figura 23. Regresion lineal de distancias genéticas y geogréficas de la region trnL-

rpl32.

c) Gen trnL-trnF

Se realiz6 una prueba de Mantel (1969) para determinar si hay aislamiento por
distancia para el gen petB intron D4 (Figura 23). Esta prueba mostré una correlacion

positiva (r = 0.8525, P =0.05, g = 1.6894, valor critico = 1.645).
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Figura 24. Regresion lineal de distancias genéticas y geograficas de la regién trnL-

trnF.
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8. DISCUSION

Tomando en cuenta los resultados obtenidos en el concatenado de las tres regiones
(petB intrén D4; trnL-rpl32; trnL-trnF) para T. horripilus, se obtuvo la secuenciacion
de 3104 pares de bases lo que resulta ser mayor que el nUmero de pares de bases
obtenido para Stenocereus thurberi (2338) usando estas mismas regiones (Arenas-
Jiménez 2015) (Tabla 38).

Los datos de diversas especies de plantas vasculares usando secuenciacion de
cloroplastos, muestran que el numero de haplotipos obtenidos oscila entre 12y 2,y
para T. horripilus, encontramos 4 haplotipos (h=4), valor que aunque es bajo, no
difiere significativamente del valor medio obtenido en otros estudios (X= 6.43 = 3.87)
(Tabla 38). EI nimero de sitios polimorficos (S) obtenido para T. horripilus fue de 25,
que es el valor mas alto reportado hasta la fecha en estudios que utilizaron al menos
una de las regiones empleadas en este estudio (Tabla 39). La diversidad haplotipica
(Hd) encontrada para T. horripilus fue de 0.696, que corresponde a un valor
relativamente bajo, aunque no difiere significativamente del valor medio tomando en
cuenta los resultados de otros estudios (X=0.767 = 0.114). Sin embargo, el valor de
T. horripilus resulta ser menor al de S. thurberi, cactacea columnar estudiada usando
las mismas regiones (Hd=0.87). Estas diferencias pueden explicarse debido a
diferencias en los ciclos de vida y formas de crecimiento de ambas especies, ya que
se ha predicho que las especies de ciclo largo y con gran longevidad tienden a
presentar mayores niveles de diversidad genética que las especies de ciclos mas

cortos como el que se presenta en las globosas (Hamrick et al. 2002). Ademas el
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intervalo de distribucion de ambas especies difiere, ya que S. thurberi presenta un
patron que cubre los estados de Sonora, Baja California y Baja California Sur y
aunque estan separadas geograficamente existe cierto flujo genético entre ellas
gracias al movimiento de sus polinizadores y dispersores que son principalmente
quiropteros migratorios (Arenas-Jiménez, 2015; Valiente-Banuet et al. 1996;
Bustamante et al. 2010).

Sobresale el hecho de que no se detectd diversidad genética intrapoblacional (Hd =
0) con ninguna de las tres regiones ni con el concatenado. Este dato inusual en
estudios de genética poblacional quizas pueda ser explicado por el tipo de dispersion
de las semillas, ya que estas se encuentran en frutos no carnosos que se abren
estando sujetos en la planta y cuyas semillas parecen ser dispersadas por hormigas
o por factores abidticos como el agua o el viento, por lo cual las distancias de
dispersion de estas semillas probablemente son muy pequefias y las poblaciones
presentan muy escaso o nulo flujo génico. Se ha documentado que la polinizacion de
las flores de esta planta se lleva a cabo con la ayuda de abejas y avispas solitarias, y
a que no se presenta autocruza o geitonogamia (Matias-Palafox 2007; Jiménez-
Sierra y Matias-Palafox, 2016). Estos polinizadores, aunque pueden desplazarse
algunos kilometros, su desplazamiento no alteraria la constitucion del DNAc de cada
poblacién, ya que éste es transmitido exclusivamente por via materna y esto

explicaria la ausencia de flujo génico en nuestro marcador molecular.
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El pequefio tamafio de las poblaciones aunado a su aparente aislamiento nos hace

pensar que la deriva génica y la endogamia son factores importantes en la

conformacion de la estructura genética observada en estas poblaciones.

Al mismo tiempo, es probable que aunque no se detectd flujo génico a traves del

estudio del DNACc, quizas el estudio del DNA nuclear evidencie la existencia de flujo

génico interpoblacional y variacion intrapoblacional.

Tabla 38. Tamarfios de las regiones secuenciadas en estudios de diversas especies

de climas semiéridos utilizando al menos una de las regiones empleadas en este

estudio.
Nimero de pb .
. Numero de pb de Numero de pb .
Especie petB intron D4 trnL-rpl32 de trnL-trnE Total de Pb  Referencia
Cephalocereus Brito-
. - - 876 876 Castrejon (en

senilis
proceso)

Stenocereus Arenas-

thurberi 657 764 917 2338 Jiménez
(2015)

. Parra-Leyva

Agave kerchovei - 590 640 1230 (2015)
Martinez-

Agave stricta - 681 732 1413 Ainsworth
(2013)
Martinez-

Agave striata - 681 732 1413 Ainsworth
(2013)

Turbinicarpus 748 1280 1073 3104  resente

horripilus estudio
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Tabla 39. Diversidad genética encontrada en especies vasculares a través de

secuenciacion de regiones del cloroplasto (se eligieron estudios en los que al menos

se empleara una de las regiones utilizadas en este estudio): N

= Numero de

individuos; Pb = Pares de bases; S = Sitios polimérficos; h = Numero de haplotipos;

Hd = Diversidad haplotipica; 1T = Diversidad nucleotidica; Fst = Indice de
diferenciacion genética.
Especie Regiones N pb S h Hd T Fst Referencia
Cephalocereus  trnL-trnF 55 876 1 2 0.105 0.000140.498 Brito-Castrejon en
senilis proceso
Stenocereus trnL-trnF, 165 2338 10 12 0.87 0.001 0.31 Arenas-Jiménez
thurberi rpl32-trnL, (2015)
petB intron D4
Agave trnL-trnF, petA- 128 2188 16 10 0.71 0.00078 0.92 Parra-Leyva
kerchovei psbJ (2015)
rpl32-trnL
Agave stricta trnL-trnF, 54 2100 6 3 0.524 0.0004 0.89 Martinez-
rpl32-trnL Ainsworth (2013)
pshJ-peta
Agave striata trnL-trnF, 57 2100 16 5 0.713 0.001 0.93 Martinez-
rpl32-trnL Ainsworth (2013)
pshJ-peta
Fouquieria rpl32-trnL, 92 2769 16 9 0.743 0.00077 0.651 Aguirre-Liguori
shrevei psbJ-petA (2012)
ndhF-rpl32
Quercus trnL-trnF, atpB- 528 2167 - - 0.88 0.0008 0.85 Chenetal. (2012)
variabilis rbcL,
trnH-psbA
Camellia rpl32-trnL 183 858 - - 0.836 0.004 0.31 Liuetal. (2012)
taliensis
Podocarpus trnL-trnF, trnH- 157 1034 - - 0811 - 0.81 Ornelas et al.
matudae psbA (2010)
Primula trnL-trnF, 109 877 - - 0.895 0.0049 0.816 Wang et al. (2008)
secundiflora rpsl6
Turbinicarpus  petB intron D4, 19 3104 25 4 0.696 0.001 1 Presente estudio
horripilus trnL-rpl32,
trnL-trnF

83



En lo que respecta al indice de diferenciacion genética (Fst), que nos indica el grado
de estructuracion o diferenciacion entre las poblaciones encontramos que T.
horripilus tiene un valor alto (Fst = 1), ya que en cada poblacién se encuentra un
haplotipo exclusivo, el cual es compartido por todos los individuos pertenecientes a
cada una de las cuatro poblaciones estudiadas. A pesar de que el tamafio de
muestra de nuestro estudio, tomando en cuenta los individuos considerados en la
concatenacion de las tres regiones es bajo (N=19), el Fst obtenido para la especie se
ajusta a la realidad ya que en el analisis de las regiones individuales se obtuvieron
lecturas de al menos 34 individuos por region y para todos los casos se detectaron
haplotipos exclusivo para cada poblacion. Este resultado fue respaldado por el
AMOVA, donde se observo que la mayoria de la variacion genética se distribuyo
entre poblaciones y no dentro de ellas (Tablas 32, 33 y 34). Estos datos sugieren que
la capacidad de dispersion de Turbinicarpus horripilus es limitada y que debido al
tamafio pequeno de las poblaciones de la especie los distintos haplotipos se han

fijado en cada poblacion por deriva genética (Hedrick 2005)

La topologia bayesiana muestran que las poblaciones mas cercanas
filogenéticamente son Cerro, Jilotla y Santuario, mientras que Almolon se ubica en un
clado hermano. Estos resultados concuerdan con la similitud genética de las
poblaciones mas cercanas geograficamente. El patrén de diversidad genética

observado podria explicarse por fragmentacion y asilamiento de las poblaciones que
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en un primer momento formaban un continuo, constituyendo poblaciones vicariantes.
Posterior a la fragmentacion pudieron haber intervenido procesos como la deriva
génica, efectos de fundador o cuellos de botella (Hedrick 2005). Una aproximacion a
la determinacién del tiempo en que esta fragmentacion pudo haber ocurrido
requeriria de otros analisis (Drummond et al. 2013), pero es probable que ésta haya
sucedido en un tiempo relativamente lejano ya que el DNAc presenta tasas de

mutacion relativamente bajas (1.1 x 10™%; Zurausky et al. 19984), aunque también

tendriamos que considerar que como los fragmentos estudiados son no codificantes
sus mutaciones podrian acumularse rapidamente sin ser purgadas por la accion de la
Seleccion Natural.

La significancia de la prueba de Mantel demostré que hay aislamiento por distancia
entre las poblaciones analizadas sugiriendo un equilibrio entre flujo genético y deriva
genética que ha diferenciado a las poblaciones de acuerdo a la distancia. Se realiz6
un arbol de distancias genéticas para conocer las relaciones entre poblaciones. Con
este dendograma se vio que las poblaciones mas cercanas fueron las mas
parecidas. Almolon que es la poblacion mas alejada, fue la que presento mayor
diferenciacion genética respecto a las demas. Lo anterior podria estar indicando que
hay un efecto de las sierras sobre la diferenciacion de estas dos poblaciones.

En las redes haplotipicas de las regiones petB intrén D4 y trnL-trnF se observa la
formacion de dos haplotipos (CJS y A) (Figura 15 y 17). El haplotipo CJS es
compartido por las poblaciones mas cercanas geograficamente (Cerro, Jilotla y

Santuario), mientras que el haplotipo A es exclusivo de la poblacion Almoldn.

85



Mientras que para la region trnL-rpl32 y para el concatenado de las tres regiones se
observan cuatro haplotipos diferentes, uno por cada poblacién, y la formacion de un
haplogrupo formado por las poblaciones mas cercanas geograficamente (Cerro,
Jilotla y Santuario) quedando el haplotipo A separado de este grupo (Figura 16 y 18).
Debido a que la teoria de la coalescencia predice que el haplotipo ancestral debe ser
el mas comun y mas distribuido entre las poblaciones, asi como el haplotipo central
de la red de haplotipos (Crandall y Templeton 1993) consideramos al haplotipo CJS o
al haplotipo CJS el haplotipo ancestral o que surgié de alguna de las poblaciones que
forman el haplogrupo. Este patron sugiere que entre las poblaciones ocurrio un
evento de vicarianza y que de este se derivdO un aislamiento por distancia. La
poblacion de Almoldn esta separa del resto por sierras altas y la laguna de Metztitlan
(Figura 25). Es probable que las sierras y la laguna funcionen como barreras al flujo
genético entre las poblaciones y por lo tanto hayan provocado la diferenciacion entre
las poblaciones.

Nitzschke y Montes (2000) proponen una subespecie de Turbinicarpus horripilus
llamada Turbinicarpus horripilus subs. Wrobelianus que presenta caracteristicas
morfologicas que difieren ligeramente a ssp. horripilus, como el color de las espinas y
el tamafio de las flores. Esta subespecie se encuentra en la poblacion de Almolon
gue es la mas aislada geograficamente, es importante recalcar que no solo presenta
diferencias morfoldgicas si no también genéticas comparada a las demas

poblaciones de Turbinicarpus horripilus. Se deben hacer mas estudios morfologicos,
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génicos y ecologicos de la especie para determinar el grado de diferenciacion que
presenta esta subespecie.

Las poblaciones pequefias son de especial interés en conservacion dado que son
mas vulnerables a sufrir los efectos de la deriva genética, que tiende a
empobrecerlas genéticamente, y de la endogamia, que disminuye la actitud de los
individuos para finalmente entrar en un vértice de extincion (Lacy y Lindenmayer
1995) es por eso, que la proteccion por la Norma Oficial Mexicana, el manejo
adecuado y la de proteccion del habitat de Turbinicarpus horripilus es importante
porque la perdida de esta especie significaria la perdida de una parte singular de la

biodiversidad de nuestro planeta.
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Figura 25. Mapa donde se muestran las barreras geograficas existentes entre las

poblaciones de estudiadas de Turbinicarpus horripilus.
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9. CONCLUSIONES

v' La diversidad genética fue similar a la de otras plantas perennes de
ambientes aridos estudiadas hasta la fecha con secuencias de ADNc.

v' La estructuracién genética de la especie es alta lo que sugiere que
existe poco flujo genético.

v' Las poblaciones mas cercanas geograficamente (Santuario, Cerro,
Jilotla) son mas similares genéticamente. Almoldn es la poblacion mas
lejana geografica y genéticamente.

v' Los resultados de este estudio sugieren que las poblaciones en el
pasado formaban un continuo y que fueron separadas por efecto de la
vicarianza provocando un aislamiento geografico entre las poblaciones
y la deriva génica se ha fijado distintos alelos en cada una de las
poblaciones.

v Para tener una historia mas completa de esta especie, es importante
gue se analicen las poblaciones con marcadores nucleares para poder
conocer mejor la historia evolutiva del grupo y el efecto que tienen los
polinizadores en el fjulo genético.

v Para fines de conservacién, se deben conservar las cuatro poblaciones,
ya que estas poseen haplotipos Unicos y si desaparece una de ellas, la
diversidad genética de la especie se vera afectada (disminuye).

v' Debido a las caracteristicas demograficas y reproductivas ya conocidas

y a los hallazgos en el campo genético en este trabajo, es prioritario
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gue la especie sea considerada como una especie en Riesgo (P) por la
NOM-059-SEMARNAT-2010.

Es importante promover la idea de la cosecha sostenible de T. horripilus
en UMAs de la region para lograr la conservacion genética y
taxonomica de la especie de la especie, ademas de que puede generar

bienes y servicios ambientales de incalculable valor
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9.

ANEXOS

ANEXO 1 Protocolo de extraccion “DNeasy Plant Mini Kit” QIAGEN

(MODIFICADO)

Se sefala con negritas las modificaciones al protocolo.

Moler la planta con nitrogeno liquido en un mortero (De uno a dos tuberculos).
Tansferir el polvo obtenido a tubos eppendorf de 2 ml.

Anadir 500 ul de buffer AP1y 4 ul de RNasa, y pasar por el vortex.

Incubar la mezcla por 20 min a 65° C. Invertir los tubos de 2 a 3 veces durante la
incubacion.

Anadir 130 pl de buffer P3 e incubar por 5 min en hielo.

Se recomienda centrifugar el lisado por 5 min a 14000 rpm.

Vaciar el lisado a las columnas Qlashredder spin (lilas) y centrifugar por 2 min a 14
000 rpm.

Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo sin mover ni tocar el sedimento (en este
paso se tiene que medir la cantidad de liquido que se pasa al siguiente tubo para
saber cuanto Buffer AW1 se adicionara).

Para saber cuanto adicionar de buffer AW1, se multiplic6 por 1.5 el volumen del
liquido (sobrenadante) obtenido en el paso anterior.

Transferir 650 pl de la mezcla del paso anterior, a una DNeasy mini column spin
(columna blanca) con su tubo colector y centrifugar a 1 min por 8000 rpm. Descartar
el sobrenadante.

Repetir el paso anterior con el volumen remanente de muestra.
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10. Poner la DNeasy mini column spin (columna blanca) en un nuevo tubo colector de 2
ml (se puede rehusar el del paso anterior), y afiadir 500 pl de Buffer AW2. Centrifugar
1 min a 8000 rpm, descartar el liquido del tubo colector.

11. Adicionar otros 500 pl de Buffer AW2 y centrifugar por 2 min a 14000 rpm.

12. Transferir la columna a un nuevo tubo de 1.5 6 2 ml.

13. Adicionar 50 pl de agua desionizada e incubar por 30 min a temperatura
ambiente. Centrifugar 1 min a 8000 rpm.

14. Repetir laincubacién de 15 min realizada en el paso anterior.
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ANEXO 2. Especies incluidas en los andlisis filogenéticos para los genes PetB

intron D4, trnL-rpl32, trnL-trnF.

Especie Marcador Numero de Procedencia Referencias
Genbank
Ariocarpus petB intron - Querétaro, Gonzélez-Adan
Kotschobeyanus®? D4 México. (presente
estudio)
Stenocereus petB intrén - Jardin Botanico, Brito-Castrejon
thurberic D4 UNAM. (proceso).
Echinocactus petB intrén - Hidalgo, México = Gonzalez-Adan
platyacanthus 124 D4 (presente
estudio)
Echinocactus petB intron - Hidalgo, México = Gonzalez-Adan
platyacanthus 224 D4 (presente
estudio)
Echinocactus petB intrén - Hidalgo, México = Gonzalez-Adan
platyacanthus 82¢ D4 (presente
estudio)
Echinocactus petB intron - Nuevo lebn, Gonzalez-Adan
platyacanthus 324 D4 México (presente
estudio)
Cephalocereus petB intron - Hidalgo, México =~ Gonzalez-Adan
senillis¢d D4 (presente
estudio)
Carnegia gigantea petB intron KT164771.1 Sonora, México Sanderson et
D4 al. 2015.
Ariocarpus trnL-rpl32 - Queretaro, Gonzalez-Adan
Kotschobeyanus?4 México (presente
estudio)
Eulychnia trnL-rpl32 LN868011.1 Jardin Botanico Larridon et al.
iquiquensisPd Nacional de Chile (2015).
Copiapoa trnL-rpl32 LN868064.1 Desierto de Larridon et al.
rupestris®d Atacama, Chile.  2015.
Copiapoa trnL-rpl32 LN868058.1 Desierto de Larridon et al.
desertorum®d Atacama, Chile.  (2015).
Cephalocereus trnL-trnF -- Hidalgo, México.  Brito-Castrejon,
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senilliscd
Ariocarpus
bravoanus®d

Strombocactus
disciformiscd

Turbinicarpus
viereckiicd

Echinocacthus
grusonicd

Astrophytum
ornatume.d

Turbinicarpus
horripilus 2

Turbinicarpus
horripilus 2

Turbinicarpus
horripilus 2

trnL-trnF

trnL-trnF

trnL-trnF

trnL-trnF

trnL-trnF

petB intrén

D4

trnL-rpl32

trnL-trnF

HM041227

HM041362

HM041374

HM041257

KC776948

México

México

México

México

Desierto de
Chihuahua,
México.
Metztitlan,
Hidalgo.

Metztitlan,
Hidalgo.

Metztitlan,
Hidalgo.

(proceso)
Hernandez-
Hernandez et
al. (2011)
Hernandez-
Hernandez et
al. (2011)
Hernandez-
Hernandez et
al. (2011)
Hernandez-
Hernandez et
al. (2011)
Vazquez-Lobo
et al. (2015)

Gonzélez-Adan
(presente
estudio)
Gonzélez-Adan
(presente
estudio)
Gonzalez-Adan
(presente
estudio)

a secuencias obtenidas en este estudio, ®? secuencias tomadas

del GenBank, ¢

secuencias obtenidas por Brito-Castrejon (tesis en proceso), ¢ grupos externos, --

datos ausentes.
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