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RESUMEN

Mammillaria agrupa a 200 especies, 164 registradas en México, 85
% son endémicas y 113 estan en la Norma Oficial Mexicana NOM-059
SEMARNAT-2010. A pesar de su importancia en la biodiversidad y de su
grave crisis de conservacion, la escasa informacion documentada en estas
especies no permite proponer estrategias para protegerlas. Nuestro objetivo
fue estimar los niveles de diversidad genética poblacional en M. hernandezii,
M. kraehenbuehlii y M. napina para identificar unidades genéticas de
conservacion. Se genotiparon con 10 loci de microsatélites 24 individuos de
dos poblaciones de M. hernandeziiy 120 individuos de cinco poblaciones para
cada una de las otras dos especies. En las tres especies se estimaron niveles
de heterocigosidad observada menores que los esperados (M. hernandezii
0.58, 0.65; M. kraehenbuehlii 0.61,0.73; y M. napina 0.56, 0.74), la diversidad
alélica vario de cinco (M. hernandezii) a ocho alelos en las otras dos especies.
Las tres especies mostraron una deficiencia de heterocigotos que puede
deberse a deriva genética porque sus poblaciones son pequeiias, aunque la
autofecundacion también podria participar. Entre las poblaciones de las tres
especies los niveles de flujo génico fueron altos, lo que indica que podria ser la
deriva genética y el sistema de dispersion de polen y semillas lo que determina
la estructura genética. Para M. kraehenbuehlii y M. napina se proponen
tres grupos genéticos para que sean considerados como referencias para
programas de conservacion de estas especies y de sus habitats. Las principales
amenazas para las tres especies son la severa transformacion del paisaje que
aisla a sus poblaciones y el saqueo. En M. hernandezii se debe incrementar
el nimero de poblaciones estudiadas para tener resultados concluyentes de
su diversidad genética poblacional, por el momento el patrén de distribucion
geografica en parches pequeiios indica una severa fragmentacion que insta a
tomar medidas urgentes para su proteccion y manejo.

Palabras clave: Mammillaria hernandezii, Mammillaria kraehenbuehli,
Mammillaria napina, diversidad genética, unidades de conservacion.

SUMMARY

Mammillaria groups 200 species. Mexico harbors 164 species, 85 %
are endemic and 113 are listed in the Official Mexican Standard NOM-059
SEMARNAT-2010. In spite of their importance in biodiversity and serious
conservation crisis, the scarce information documented for these species does
not allow proposals for protection strategies. Our objective was to estimate the
population genetic diversity levels of M. hernandezii, M. kraehenbuehlii and M.
napina to identify genetic conservation units. Twenty-four individuals from
two M. hernandezii populations and 120 individuals from five populations for
the other two species were genotyped with ten microsatellite loci. In the three
species the observed heterozygosity levels were lower than the expected ones
(M. hernandezii 0.58, 0.65; M. kraehenbuehlii 0.61, 0.73; and M. napina 0.56,
0.74). The allelic diversity ranged from five (M. hernandezii) to eight alleles
in the other two species. The three species showed heterozygotic deficiency
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possibly due to genetic drift since their populations are small, but selfing may
also be involved. Gene flow levels were high for the three especies indicating
that genetic drift, pollen and seed dispersal systems determine the genetic
structure. Three genetic groups are proposed for M. kraehenbuehlii and
M. napina to be considered as reference for conservation programs of the
species and their habitats. The main threats for the three species are severe
landscape transformation, which isolates the populations, and looting. For M.
hernandezii, the number of studied populations should increase to guarantee
conclusive results of its population genetic diversity. Currently, the geographic
distribution pattern in small patches indicates severe habitat fragmentation
that urges to take actions for its protection and management.

Index words: Mammillaria hernandezii, Mammillaria kraehenbuehlii,
Mammillaria napina, genetic diversity, conservation units.

INTRODUCCION

La familia Cactaceae es practicamente de distribucion
exclusiva del continente americano y se reconocen de
1600 (Gibson y Nobel, 1986) a 1922 especies (Novoa et al.,
2015). México se ha propuesto centro de origen de Cac-
taceae ya que cerca de 850 especies se registran en este
pais'y 671 de ellas son de caracter endémico (Arias et al.,
1997). En particular, para el género Mammillaria se reco-
nocen 171 especies (Novoa et al.,, 2015). Este género se
distribuye desde el sureste de Canada hasta América del
Sur (Speirs, 1982). Sin embargo, México concentra 82 %
de estas cactaceas y 85 % son exclusivas al pais (Arias et
al, 1997).

El género Mammillaria agrupa a especies de talla peque-
fia (< 5 a 30 cm de altura) que pueden tener formas globo-
sas aplanadas o tubulares, sus tallos no tienen costillas
y estan compuestos de tubérculos conicos, cilindricos, pi-
ramidales o redondos que reciben el nombre de mamilas;
en sus aréolas se forman las flores y los frutos (Arias et
al, 1997). Los individuos pueden tener crecimiento solita-
rio, o ramificarse poco, o muy abundantemente formando
clones de crecimiento cespitoso. Las especies de Mammi-
llaria producen flores de colores llamativos que pueden ser
grandes o pequefias, por lo que estas plantas son saquea-
das para ser usadas como ornamento (Glass, 1998).
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En Cactaceae el saqueo de plantas y de semillas dismi-
nuyen el tamafio y el reclutamiento poblacional (Godinez-
Alvarez et al., 2003). Las otras amenazas son la severa
transformacion y la pérdida de sus habitats naturales que
han colocado a estas especies de Mammillaria en una
grave crisis de conservacion. El género Mammillaria esta
representado a nivel mundial con 168 especies en la Lista
Roja de Especies Amenazadas de la Union Internacional
para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN, http://www.
iucnredlist.org, por sus siglas en inglés) de las cuales 48
% se distribuyen en México (IUCN, 2015). Actualmente, en
México la NOM-059-SEMARNAT-2010 incluye a 113 es-
pecies de Mammillaria en alguna categoria de riesgo, por
lo que es el género de Cactaceae mas representado (DOF,
2010). Por su parte la Convencion Internacional para el
Comercio de Especies en Peligro de Flora y Fauna (CITES,
https://cites.org/eng/app/index.php, por sus siglas en
inglés), incluye en su Apéndice Il a todas las especies de
Mammillaria con excepcion de M. pectinifera 'y M. solisioi-
des que estan en el Apéndice | (CITES, 2015).

Los estudios ecoldgicos han estimado para algunas
especies de Mammillaria tasas con valores de cero en
su germinacion y en su reclutamiento; en consecuen-
cia, eventualmente el tamafo de las poblaciones decrece
(Contreras y Valverde, 2002; Valverde y Zavala-Hurtado,
2006). En contraste, para otras especies como M. super-
texta (Avendafio-Calvo et al., 2013) y M. gaumeri (Ferrer
et al, 2011) se estima un crecimiento en sus poblaciones.
Las densidades poblacionales en Mammillaria varian de
< 1 individuo (e.g. M. gaumeri, Ferrer et al., 2011) hasta 9
m~ (e.g. M. solisioides, Macias-Arrastio; com. pers.'). Los
individuos suelen encontrarse en agregados que ocupan
pequenas areas y las poblaciones se distribuyen en par-
ches discontinuos (Ferrer et al., 2011; Peters y Martorell,
2001; Soldrzano y Davila, 2015; Téllez et al., 2015; Valverde
y Zavala-Hurtado, 2006). También se tienen contribucio-
nes sobre sus comportamientos demograficos (e.g. Ferrer
et al., 20171; Peters y Martorell, 2001; Valverde y Zavala-
Hurtado, 2006), atributos de su historia de vida que per-
miten entender abundancia (Leirana-Alcocer y Parra Tabla,
1999) y otros han determinado el estado de conservacion
desde una perspectiva ecoldgica para algunas especies
(Contreras y Valverde, 2002; Peters et al., 2014; Valverde y
Zavala-Hurtado, 2006).

Actualmente, se cuenta con informacion de la genética
poblacional para siete especies de Mammillaria (Soldrza-
no et al.,, 2016) que presentan distinta extension de distri-
bucion geografica, modo de crecimiento (clonal/solitario)
y diferencias en sus densidades poblacionales. Estos es-
tudios mostraron una amplia variacion en los niveles de

'Fabian F. Macias-Arrastio. Estudiante de maestria en la FES Iztacala,
UNAM.
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diversidad y de estructura genética. También concluyeron
que los tamafios y el aislamiento geografico de las pobla-
ciones son los dos factores ecoldgicos que afectan la di-
versidad; en tanto que la estructura genética esta influen-
ciada por los procesos de deriva génica y de flujo génico.
En las especies sin autofecundacion los niveles altos de
endogamia indican que las poblaciones tienen tamafios
efectivos pequefios (Frankham et al., 2002), lo que es po-
sible de considerar para Mammillaria debido a los niveles
tan altos de endogamia que se han documentado (Soldr-
zano et al., 2016), aungue se debe determinar el sistema
reproductivo de las especies bajo estudio.

Para cuatro especies de Mammillaria se han identificado
unidades genéticas con fines de conservacion. Las unida-
des genéticas son grupos de individuos de una poblacion
o grupos de poblaciones que se distinguen ya sea por su
alta riqueza alélica/genotipica, o por tener alelos/haploti-
pos/genotipos que no se presentan en otras poblaciones.
Estas unidades se propusieron con la finalidad de identi-
ficar prioridades de conservacion intraespecificas, ya que
es comun que no se puedan conservar en su totalidad las
poblaciones de una especie (Ryder, 1986). En Mammillaria
las unidades genéticas se han identificado a partir de los
niveles de estructura genética y diversidad genética pobla-
cional (Soldérzano et al,, 2014; Soldrzano et al., 2016), y en
M. crucigera se sumo la informacion de estructura demo-
gréafica (Soldérzano y Dévila, 2015).

Para distinguir a estas unidades, Moritz (1994) recomen-
do el uso de marcadores moleculares, los que deben de-
tectar el polimorfismo suficiente para que puedan separar
a los individuos y a las poblaciones. Ademas, este autor
precisé que los marcadores moleculares que se basan en
polimorfismos homologos identifican grupos genéticos
que reflejan una historia evolutiva y que se conocen como
ESUs (“evolutionary significant units"). En contraste, si se
usa un marcador molecular sujeto a la homoplasia enton-
ces estas unidades se reconocen como MUs (“manage-
ment units") y éstas enfatizan una distribucion no aleatoria
de la diversidad genética dentro y entre poblaciones sin
importar los procesos evolutivos que las moldearon (Mo-
ritz, 1994).

De estos dos tipos de unidades genéticas para con-
servacion se ha aplicado el de MUs para tres especies de
Mammillaria con marcadores microsatélites (Solérzano
et al., 2014; Soldérzano y Davila, 2015); sin embargo, no se
han identificado ESUs debido a que no se han encontrado
suficientes polimorfismos en regiones de cloroplasto. Las
MUs identificadas para Mammillaria han permitido iden-
tificar poblaciones que son prioridades de conservacion,
asi como inferir los procesos genético-evolutivos subya-
centes. Por lo anterior, en el presente estudio se evalud la
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diversidad genética poblacional de M. hernandezii, M. kra-
enhuenbuelii y M. napina con la finalidad de identificar uni-
dades genéticas para su conservacion.

Un estudio reciente analizoé la distribucion geografica en
detalle de las tres especies aqui estudiadas (Figura 1) (Té-
llez et al., 2015). Este estudio estimd su extension geogra-
fica total (EOQ, por sus siglas en inglés) y su area de ocu-
pacion real (AOQ, por sus siglas en inglés) con sistemas de
informacion geogréfica. La EOO mide la distribucion total
y se calcula como el area total de un poligono que incluye
a todas las localidades registradas para una especie. En
tanto que la AOO se calcula a la menor escala geografica
posible para cuantificar el area realmente ocupada por los
individuos (Gaston y Fuller, 2009). Para las tres especies
aqui estudiadas se describié una distribucion geografica
en pequefos parches con distinto grado de aislamiento
(Téllez et al., 2015). Ademas, estas tres especies son endé-
micas de México y estan en las listas de la NOM-059-SE-
MARNAT-2010 (DOF, 2010) y de la IUCN (Arias et al., 2013;
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Arias y Martorell, 2013; Arias y Zavala-Hurtado, 2013). En
este contexto, se espera para M. hernandezii, M. kraen-
huenbuelii y M. napina encontrar niveles bajos de diversi-
dad genética, tanto de heterocigosidad como de diversidad
alélica y una marcada estructura poblacional que permita
distinguir grupos genéticos.

MATERIALES Y METODOS
Especies de estudio

Mammillaria hernandezii. Se registra en pequenos lomerios
calizos ubicados en elevaciones de 2000 m en el Valle de
Tehuacan-Cuicatlan, sus habitats son suelos calizos des-
nudos inmersos en pastizal de Cynodon dactylon y Aristida
adscensionis (Téllez et al., 2015). En total se registran nue-
ve poblaciones para esta especie (Peters y Martorell, 2001),
en las que el numero de individuos por metro cuadrado
varia de dos a siete. Estas poblaciones se incluyen en un
poligono de EOO de 16 km?; sin embargo, el area realmente

Figura 1. Ubicacion de las localidades de estudio en el area Tehuacan-Cuicatlan para las tres especies. M hernandezii
(1), M. kraehenbuehlii (2) y M. napina (3). Los circulos encierran a las poblaciones de las Unidades de Conservacion
identificadas para M. kraehenbuehlii (amarillo) y M. napina (verdes).
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ocupada (AOQ) por las poblaciones suma 2.5 km? (Téllez
et al., 2015). Los individuos son de crecimiento solitario y
alcanzan de 2 a 3.6 cm de diametro y hasta 1.5 cm de altu-
ra. Esta especie florece de octubre a diciembre y los frutos
se presentan entre diciembre y enero (Arias et al., 1997).
La NOM-059-SEMARNAT-2010 (DOF, 2010) incluye a esta
especie en la categoria de proteccion especial, la lista de la
IUCN la clasifica en peligro de extincion (Arias y Martorell,
2013) y CITES la incluye en el Apéndice Il (CITES, 2015).

Mammillaria kraehenbuehlii. En total esta especie regis-
tra 13 poblaciones aisladas entre si, 12 de ellas se ubican
dentro del Valle de Tehuacan-Cuicatlan y solo una fuera
del Valle en la region de la Mixteca Alta (Peters y Martorell,
2007, Téllez et al., 2015). Esta especie ramifica densamen-
te por lo que el crecimiento es cespitoso y un solo indivi-
duo puede cubrir hasta 3 m?, sus densidades poblaciona-
les varian de 22 a 85 individuos/500 m?. A esta especie se
le encuentra en elevaciones de 700 a 2500 m donde se
desarrolla matorral xerdfito en el que dominan Dasylirion
serratifolium y Ephedra compacta. Las poblaciones mas
alejadas estan separadas por distancias superiores a 50
km, por lo que el poligono de extension total cubre 1823
km?, pero el area de ocupacion real de las poblaciones
suma 8.23 km? (Téllez et al., 2015). Las ramas son cortas y
cilindricas de 3 a 12 cm de altura con 2.5 a 3.5 cm de dia-
metro y esta especie florece de marzo a junio (Arias et al.,
1997), y en junio se registran los ultimos frutos (Téllez et al.,
2015). La NOM-059-SEMARNAT-2010 (DOF, 2010) incluye
a esta especie en la categoria de proteccion especial, la
lista de la IUCN la clasifica en la categoria de preocupacion
menor (Arias y Zavala-Hurtado, 2013) y el CITES la incluye
en el Apéndice Il (CITES, 2015).

Mammillaria napina. De las 13 poblaciones donde se regis-
tra esta especie, cinco se ubican fuera del Valle de Tehua-
can-Cuicatlan y las ocho poblaciones restantes dentro de
este Valle, que ocupan elevaciones de 1800 a 2100 m. Los
individuos mas grandes tienen alturas de 6 cm'y diametros
de 3 cm, son de crecimiento solitario y se registran densi-
dades de 1 a 3individuos m™. En sus habitats destacan los
cardonales de Pseudomitrocereus fulviceps o de izotales
de Yucca periculosa. La extension total del poligono que
encierra alas 13 poblaciones cubre 739 km?, que contrasta
con los 5 km? del areareal de ocupacion (Téllez et al., 2015).
Esta especie florece entre marzo y mayo, los frutos con se-
millas maduras se registran de septiembre a octubre y pro-
ducen de 35 a 42 semillas por fruto, cuya dispersion no se
ha documentado (Téllez et al., 2015), pero se conoce que
los frutos son serotinos y sus semillas son viables hasta 8
afos después de que se formaron (Rodriguez-Ortega et al.,
2006). La NOM-059-SEMARNAT-2010 (DOF, 2010) incluye
a esta especie en la categoria de amenazada, la lista de la
IUCN la clasifica en la categoria de criticamente en peligro
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(Arias et al., 2013) y CITES la incluye en el Apéndice Il (CI-
TES, 2015).

Analisis genéticos

Las muestras para el analisis genético provienen de po-
blaciones naturales, para M. napina y M. kraehenbuehlii se
colectaron muestras de aproximadamente 0.5 cm? de teji-
do vegetativo del tallo de 14 a 20 individuos para cinco po-
blaciones de cada especie sumando 120 muestras. Para
el caso de Mammillaria hernandezii solo se colectaron 24
muestras provenientes de dos poblaciones. Ademas, para
esta Ultima especie, por el tamafo tan pequefo de su tallo
(< 2 cm de altura), se decidio colectar parte de la flor (coro-
la) en sustitucion de tejido vegetativo de tallo.

A partir del tejido vegetativo del tallo o de las flores se
aislo el ADN gendmico total (ADNg) tras seguir el protocolo
del DNA easy plant kit (Qiagen, California) y usar de 70 a
100 mg de tejido que fue pulverizado con nitrégeno liqui-
do. Para confirmar que se tuviera ADNg, cada muestra se
cargo en geles de agarosa al 0.8 %, tefiidos con bromuro
de etidio, los cuales fueron visualizados con luz UV. Para
las tres especies se ensayaron ocho loci de microsatélites
disefiados previamente para M. crucigera (Solérzano et al.,
2009) y dos mas que fueron monomarficos para la especie
fuente, pero en M. huitzilopochtliy M. supertexta (Solérza-
no et al.,, 2014), M. solisioides y M. zephyranthoides (Solo-
rzano et al., 2016) resultaron polimérficos. En total, 10 loci
se amplificaron (Cuadro 1) con la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) en
reacciones individuales y se establecieron para cada espe-
cie y cada locus las condiciones especificas.

El ciclo base de PCR fue de desnaturalizacion inicial de
94 °C durante 3 min, y 35 ciclos que consistieron en desna-
turalizacion (94 °C por 10 s), alineamiento (50-62 °C por 10
s), extension (72 °C por 10 s) y una extension final a 72 °C
por 5 min. Las concentraciones en un volumen final de 25
UL fueron del buffer 10X (0.8 X), oligonucledtidos 5'-3"y 3'-
5' (0.2 pM), dNTPs (0.4 mM), MgCl, (6 mM), ADN-polime-
rasa (0.04 U) y ~20 ng uL" de ADNg. Los oligonucledtidos
marcados llevaron los fluorocromos NED o FAM (Applied
Biosystem). Se comprobd la amplificacion de cada locus
de cada muestra en geles de agarosa al 1.2 % tefiidos con
bromuro de etidio y visualizados con UV.

La electroforesis de la reaccion de PCR con oligonucleo-
tido marcado se realiz6 en el secuenciador ABI 3100 del
Instituto de Biologia, UNAM. Los electroferogramas de mi-
crosatélites se analizaron con el programa PeakScanner
(Applied Biosystem) para obtener el tamafio de los alelos en
pares de bases de cada muestra para cada locus de cada
poblacion y especie. Los analisis estadisticos se realizaron
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Cuadro 1. Nombre de los 10 loci usados para amplificar regiones microsatélites en las especies estudiadas de Mammillaria, secuencia de los oligonucleétidos,
region interna repetida en tandem (microsatélites), con la variacion de la temperatura de amplificacion ylos tamaios de los alelos para cada especie, en
algunos loci se tuvo amplificacion con mas de una temperatura de alineamiento (Ta). Se descartaron los siguientes loci: NA: No amplificé con al menos 3
diferentes condiciones de PCR, monomodrfico (*), todos los individuos homocigotos (**).

Eg:;ts)re del Secuencia del oligonucledtido (5'-3")  Secuencia repetida en tandem M. hernandezii M. kraehenbuehlii M. napina
Variaciéonenel Ta (°C)  Variaciéonenel  Ta (°C) Variacion en Ta (°C)
tamafio (bp) tamafio (bp) el tamano
(bp)

MamVTC1 F-FAM CGATCATTAACCATTACCGTCA(GAA),, 170-186 57-60 183-203 58-59 190-210 57-58
R: CCGACTGCACAATTTTATGA

MamVTC2 F-FAM TCTCACTGCCCGTTTTCTCT (CTTCTTCAT),CTT(CT),C(T),, 187-215 58-60 166-181 60-62 162-202 60
R: ACGGTGATGGTGGGTGTTAT

MamVTC5 F-NED TACAGACGCCATAGGCAAAG  (GA),CA(GA),AA(GA),, 120-156 55-57 159-252 56 156-240 56
R: GGTGGAGATGAGGGACTGAA

MamVTC6 F-FAM CTCCCTCCTCACCATCTTCC  (TG),TT(TG), 234-248+* 60-62 241 60 2 62
R: CCGAACATGACCTAGATGTGC

MamVTC7  F-NED (CCAAAA),(GG(T),), 173-181#+  58-59 155-196 55  160-183 57
TAGGAATTAGGTTAATCAGAATAGT
R: AGGTGCCTTAATTCCCACAA

MamVTC8 F-FAM TCGATTATCTGCTGCTTCCA  (GA),,GGG(GAA), 180-192 60 158-187 60 142-193  58-60
R: CCGAGAAAGCCCTAAAACCT

MamVTC9 F-FAM TGGATACGTGGCTCTTCGAT (G'I')3G(GT)3 164+ 59 160-165 60 161-163%* 60
R: CCAAATGCCAATCCTCCTAA

MamVTC10 F-NED CT),(CA), 178-238 57 150-171 55-56 181-238 55-56
CATTCTAGACATCATATCGCTCT
R: TGAGACTCCACTCTATTTCCTCT

MamVTC12  F-NEDTGGGGAATGGGCTATGATTA  (TC),AT(TC),,(C),TC(TG), 166-191 58-60 206-232 59  194-227 60
R: CGGCGTTTATTAGCCAATCT

MamVTC14  F-NED TTTGATTGGGAAGTGCAGTG TC),TTCTT(TC), 166+ 60 167+ 60 166+ 60

R: TCTCACTCTGACGCTTGGAA

‘Ie 19 ONVZ4010S
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en jerarquias a nivel de locus, promedio de los loci para
cada poblacion y para datos agrupados que consideran a
las poblaciones como una gran poblacion total; para estos
analisis se uso el programa Arlequin 3.0 (Excoffier et al.,
2005). Con Genetic Data Analysis software (Lewis y Zay-
kin, 2001) se estimaron los alelos exclusivos de cada po-
blacién. Los loci que resultaron polimérficos se analizaron
para buscar alelos nulos con el programa MicroChecker
(Van QOosterhout et al., 2004) y no se encontraron, por lo
que todos los loci polimdrficos se usaron en los analisis
estadisticos. Los niveles de diversidad se estimaron desde
la heterocigosidad observada (H, = nimero de individuos
heterocigotos/total de individuos analizados; Nei, 1977)
y esperada (H, =1-2pi? donde pi = frecuencia alélica; Nei,
1977), la diversidad alélica (N, = nimero de alelos encon-
trados/total de loci analizados, Frankham et al., 2002) y
numero efectivo de alelos (N,,,=1/1-2pi?, Frankham et al.,
2002). También, los indices de fijacion (Wright, 1949) con
el coeficiente de endogamia por locus (F, = H.-Ho/H,), el
promedio de endogamia por poblacion (F, = He-H/H) y
para el total de poblaciones agrupadas como una sola po-
blacion (F,= H-H/H,).

A nivel de locus se estimé la desviacion del equilibrio
Hardy-Weinberg entre heterocigosidad observada y espe-
rada para examinar la significancia con el procedimiento
de Bonferroni mediante el método descrito por Sokal y
Rohlf (1994). La estructura genética se determind a par-
tir del coeficiente de diferenciacion genética R, ajustado
para marcadores de microsatélites (Michalakis y Excoffier,
1996), con los niveles de flujo génico entre poblaciones.
En particular se examind el modelo de flujo génico de ais-
lamiento por distancia con la prueba de Mantel (Liedloff,
1999). También se examinaron las hipdtesis de los grupos
genéticos (K) soportados con los valores de &,y su valor
de P asociado con el programa SAMOVA 1.0 (Dupanloup et
al., 2002) junto con los porcentajes de variacion molecular
(AMOVA) sin agrupamientos a priori. Las distancias gené-
ticas de Nei entre poblaciones se calcularon con Arlequin
3.0 (Excoffier et al., 2005) y se graficaron en MEGA 6.0 (Ta-
mura et al., 2013).

RESULTADOS

Las tres especies de estudio mostraron niveles relativa-
mente altos de heterocigosidad; sin embargo, los valores
observados fueron menores a los valores que se esperaron
en equilibrio Hardy-Weinberg (Cuadro 2), en consecuencia,
los niveles de endogamia (F,;) fueron altos en cada una de
las tres especies. El nimero promedio de alelos que con-
tribuyeron significativamente (N_,) con los niveles de he-
terocigosidad fueron menos de dos, lo que indica que el
resto de los alelos por sus frecuencias < 0.05 no influyeron
en los niveles de heterocigosidad, por tanto el promedio de
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alelos por locus (N,) fue superior a cinco en las tres espe-
cies estudiadas.

M. hernandezii. Las dos poblaciones estudiadas mostra-
ron variacion en diversidad genética. El Gavilan mostro
niveles mas altos de heterocigosidad y sin niveles signifi-
cativos de endogamia (Cuadro 3). Loma de Biznaga fue la
poblacion en donde se estimaron niveles altos de endoga-
mia, diversidad alélica y nimero de alelos exclusivos. Entre
estas dos poblaciones se estimaron niveles altos de flujo
génico (Nm = 5) y la diferenciacion genética no fue signifi-
cativa (Rg; = 0.08, P = 0.08).

M. kraehenbuehlii. La heterocigosidad observada en las
cinco poblaciones fue menor que la esperada (Cuadro 3) y
aunque el promedio del coeficiente de endogamia para las
poblaciones no fue significativo (F = 0.14, P = 0.5), si fue
significativo cuando se agruparon los datos de las cinco
poblaciones para ser analizados como una sola poblacion
(Cuadro 2). A nivel de poblacion, solo dos (Tequixtepec 1y
3) no mostraron niveles significativos de endogamia, pero
las restantes tres si los tuvieron (Cuadro 3). En todas las
poblaciones se identificaron alelos exclusivos que variaron
de cuatro (Tamaluzulapan) a 13 (Tequixtepec 2).

La diferenciacion genética promedio entre las cinco po-
blaciones fue alta y significativa (R, = 0.26, P = 0.02) al
igual que los niveles de flujo génico (Nm = 3). Las com-
paraciones pareadas entre poblaciones mostraron que
Tamazulapan, la poblacion mas alejada geograficamente
del resto, fue la que presentd niveles mas altos de dife-
renciacion genética (0.05 a 0.48) y a la vez la que presento
los niveles mas bajos de flujo génico (< 1) con las demas
poblaciones (Figura 2); sin embargo, los niveles de flujo gé-
nico no se correlacionaron con la distancia geografica por
lo que se descarto el modelo de aislamiento por distancia
(R?=0.28, P = 0.65) para esta especie.

De las tres hipotesis para examinar grupos genéticos
ninguna se soportod estadisticamente y el de K = 3, fue
marginalmente significativa pero tuvo el mismo valor de
&, que K = 2 (Cuadro 4). La variacion genética dentro de
las poblaciones fue la que contribuyé con el mayor por-
centaje seguida de la que se cuantificd entre grupos. El
analisis fenético mostro que Tamazulapan tiene la mayor
distancia genética, ademas es la mas alejada geografica-
mente del resto y aunque Tequixtepec 1y 3 se organizaron
en el mismo nodo no son las mas cercanas geografica-
mente (Figura 3a).

M. napina. La heterocigosidad observada en las cinco po-
blaciones fue menor que la esperada (Cuadro 3) y el pro-
medio del coeficiente de endogamia para las poblaciones
fue alto y significativo (F = 0.28, P = 0.0002), al igual que
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Cuadro 2. Diversidad genética para las especies de estudio a partir del muestreo poblacional. El nimero de individuos y de
poblaciones se presentan en paréntesis. Los niveles de heterocigosidad esperados (H,) son mas altos que los observados

(H,), el nimero efectivo de alelos (N,

) esta por debajo que el promedio de alelos por locus (N,), los niveles de endogamia

(F,») son significativos (P < 0.05) para las tres especies después del ajuste de Bonferroni.

Especie/estimador H. Ho N N, F.(P)

M. hernandezii (24:2) 0.65 0.58 1.53 52 0.21 (0.002)

M. kraehenbuehlii (120:5) 0.73 0.61 1.4 7 0.40 (0.01)

M. napina (120:5) 0.74 0.56 1.35 8 0.38 (0.00)

Cuadro 3. Diversidad genética para cada poblacion analizada en las tres especies de estudio.

Especie Poblacién/Estimador H, H, N, N, Fe

M. hernandezii El Gavilan 0.61 0.57 4.5 8 0.06 (0.18)
Loma de Biznaga 0.70 0.46 52 10 0.14+ (0.001)

M. kraehenbuehlii San Martin 0.76 0.70 6 10 0.14x (0.03)
Tamazulapan 0.65 0.58 4.2 4 0.18x(0.01)
Tequixtepec 1 0.69 0.63 5 10 0.06 (0.62)
Tequixtepec 2 0.72 0.49 7 13 0.32% (0.03)
Tequixtepec 3 0.75 0.68 75 9 0.09 (0.20)

M. napina Morelos | 0.62 0.49 8.5 8 0.09 (0.96)
Morelos Il 0.73 0.53 6.5 6 0.19(0.11)
Nopala 0.66 0.43 4.2 7 0.59 (0.007)
Teloxtoc 0.77 0.65 9.7 18 0.28 (0.03)
Xochiltepec 0.76 0.61 6.7 6 0.47(0.007)

H,: heterocigosidad esperada; H,: heterocigosidad observada; N,: diversidad alélica; N, : nimero exclusivo de alelos; F ¢ coeficiente de endogamia

dentro de la poblacion; el asterisco indica P < 0.05.

cuando se agruparon los datos de las cinco poblaciones
gue representan a una sola poblacién (Cuadro 2). Cada
una de las cinco poblaciones mostrd niveles significati-
vos de endogamia (Cuadro 3). En todas las poblaciones se
identificaron alelos exclusivos que varian de seis (Morelos
l) a 18 (Teloxtoc), en promedio las poblaciones tuvieron
una diversidad alélica cercana a siete alelos por locus.

La diferenciacion genética promedio entre las cinco po-
blaciones fue alta y significativa (R, = 0.19, P = 0.003) y el
flujo génico promedio que se estimo entre todas las pobla-
ciones fue alto (Nm = 4.2). Las comparaciones pareadas
entre poblaciones mostraron que Nopala, la poblacién mas
alejada geograficamente del resto, es la que presento los
niveles mas altos de diferenciacion genética (0.17 a 0.38)
con el resto de las poblaciones y a la vez los niveles de flujo
génico mas bajos (< 1) con las demas poblaciones (Figura
2). Elmodelo de aislamiento por distancia confirmé que en
esta especie los niveles de flujo génico se correlacionaron
con la distancia geografica, asi que las poblaciones mas
alejadas geograficamente tuvieron entre si los niveles mas
bajos de flujo génico (R?=-0.55, P = 0.01).
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En M. napina, la hipotesis de K = 3 grupos genéticos se
sustento estadisticamente (P < 0.05) aunque el valor de &,
fue mas alto en la hipdtesis de K = 2 no se soportd estadis-
ticamente (P = 0.28, Cuadro 5). Los tres grupos genéticos
mostraron una concordancia con la ubicacion geogréafica
de las poblaciones. La variacion dentro de las poblaciones
se identificd como la principal fuente de variacion en la
especie, sequida de la que se cuantificd entre grupos. La
poblacién de Nopala se separa también del resto en el ana-
lisis fenético y ademas es la que tiene la mayor distancia
genética (Figura 3b).

DISCUSION

Los resultados de diversidad genética aqui presentados
son similares a los descritos en otras especies de Mam-
millaria (Solérzano et al., 2014; Solérzano y Davila, 2015)
y otras cactaceas pequefias como Astrophytum asterias
(Terry et al,, 2012). En estas especies de cactaceas peque-
fias se han encontrado valores relativamente altos de he-
terocigosidad pero valores bajos de diversidad alélica. Esta
relacion de alta heterocigosidad y baja diversidad alélica
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Figura 2. Relacién entre la distancia geografica (km) y los niveles de flujo génico (Nm) entre poblaciones de M.
kraehenbuehlii y M. napina, sélo esta ultima se ajusto al modelo de aislamiento por distancia.

Cuadro 4. Hipotesis de grupos genéticos para M. kraehenbuelii se presentan nimero de grupos y su composicién con los
porcentajes de variacion entre tres jerarquias y del valor de ®_ y el valor de significancia.

Hipdtesis examinada con

numero de grupos (K) Entre grupos

Entre poblaciones dentro

Dentro de poblaciones o, (P)

de los grupos

K=2

1: San Martin;

2: TequixtepecT, Tequixtepec3
Tamazulapan, Tequixtepec?

K=3

1: San Martin;

2: Tamazulapan, Tequixtepec?2
3: Tequixtepec1, Tequixtepec3

K=4

1: San Martin;

2: Tequixtepec]

3: Tamazulapan, Tequixtepec?2
4: Tequixtepec3

27

27

25

11 62 0.27 (0.20)
0.27 (0.07)

0.25 (0.10)

ha sido discutida previamente por Allendorf (1986) quien
sugiere que cuando se tiene este resultado es porque en
las poblaciones ocurrié un cuello de botella drastico de
corta duracion (< 10 generaciones).

La probabilidad de que haya ocurrido cuello de botella se
ha sugerido para otras especies de Mammillaria (Soldrza-
no et al., 2014); sin embargo, se necesitan los andlisis con
otros marcadores (i.e. secuencias) para poder discernir si
este cuello de botella ocurrié recientemente por causas
antropicas o son de origen. En las tres especies, a pesar
de que los niveles de heterocigosidad son relativamente
altos, también lo son los niveles de endogamia lo que pue-

de ser una consecuencia indirecta de la deriva génica que
causa la pérdida de alelos en las poblaciones pequefas,
pero también pueden deberse a la autofecundacion. No
se cuenta con informacion sobre el sistema reproductivo
para alguna de las tres especies, aunque en campo se ob-
servé que las tres tienen hercogamia (los estigmas estan
a una altura por encima de las anteras), lo que sugiere un
mecanismo para evitar autofecundacion.

En Mammillaria los individuos de las tallas mas grandes
son los que tienden a producir semillas, lo que eventual-
mente determina el reclutamiento en las poblaciones (e.g.
Ferrer et al., 2011, Leirana-Alcocer y Parra Tabla, 1999;
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Figura 3. Relacidon fenética entre las poblaciones de a) M. kraehenbuehlii y de b) M. napina.

Cuadro 5. Hipétesis de grupos genéticos para M. napina se presentan los resultados de las hipdtesis de K grupos genéticos
y su composicion con los porcentajes de variacion entre tres jerarquias y del valor de ®__ y el valor de significancia (P) con

astérisco marcado con valor significativo.

K grupos Entre grupos

Entre poblaciones
dentro de los grupos

Dentro de

poblaciones ®er (P)

K=2
1: Morelos Il
2: Morelosl, Teloxtoc, Xochiltepec,
Nopala
K=3
1: Xochiltepec, Teloxtoc
2: Morelosl, Morelosl|
3: Nopala
=4

ochiltepec,
Morelos!, Morelosl|
3: Nopala
4. Teloxtoc

247
36

K 22
1:
2:

0.30 75 0.25 (0.28)
0.14 (0.05)=

0.10(0.7)

Valverde y Zavala-Hurtado, 2006); sin embargo, estos in-
dividuos son también los mas solicitados en el mercado
ilegal (Glass, 1998; IUCN, 2015), lo que causa decremento
en los tamanos poblacionales y disminucion en el recluta-
miento (Ferrer et al., 2011). Asi que un factor critico para
mantener la diversidad genética poblacional es que se
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observen y se cumplan las normatividades que protejen a
estas especies, para eliminar el saqueo de individuos y con
ello garantizar los procesos demograficos de reproduccion
y reclutamiento, que eventualmente podrian incrementar
los niveles de diversidad genética.
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Por otro lado, las tres especies no mostraron la misma
relacion entre niveles de flujo génico y la diferenciacion ge-
nética, asi como entre la distancia geografica y la distancia
genética. Lo anterior sugiere que en algunas especies de
Mammillaria el aislamiento geogréafico no es el factor que
estructura genéticamente a las poblaciones, sino que es
la deriva génica y potencialmente una dispersion pobre de
los alelos (i.e. polen'y semillas). Sin embargo, como el flujo
génico es un proceso que mantine la variacion alélica entre
poblaciones (Frankham et al., 2002) se recomienda que se
protejan los habitats de estas especies de modo que se
permita el flujo de genes dentro y entre poblaciones.

El muestreo poblacional en M. hernandezii se debe incre-
mentar para tener resultados concluyentes sobre su diver-
sidad genética y su distribucion espacial. Por el momento,
se recomienda que se considere a todas las poblaciones
como prioridades para su conservacion con la finalidad de
vigilar la severa transformacién de sus habitats. La distri-
bucion total de esta especie esta parcialmente protegida
ya que cerca del 50 % de sus poblaciones se ubican dentro
de la reserva de la biosfera Tehuacan-Cuicatlan y el resto
fuera de los limites de area natural protegida (Téllez et al.,
2015). En estas Ultimas poblaciones se incrementa el ries-
go de desaparecer por transformacién del uso de suelo y
por saqueo de los individuos. En el caso de M. kraehenbue-
lii no se sustentaron significativamente las tres hipdtesis
examinadas de K grupos genéticos (K =2, K =3y K = 4)
y los valores de @ tuvieron el mismo valor para los dos
primeros grupos.

Por ello, para apoyar una propuesta de conservacion
mas robusta se integré la informacién de la distribucién
geografica de la especie. De acuerdo con esta informacion
M. kraehenbuelii se distribuye solamente en el estado de
Oaxacay muestra tres areas geograficas principales en las
gue se segregan sus poblaciones (Figuras 11y 19 de Téllez
et al,, 2015). El &rea mas nortefia se encuentra cerca del
poblado Tepelmeme Villa Morelos vy las otras dos en la re-
gion de la Mixteca Alta, una de ellas cercana a Tequistepec
y la otra a Villa de Tamazulapan del Progreso, esta ultima
representa la distribucion mas surefia de la especie.

Esta distribucion geogréfica se reflejo en el agrupamien-
to de K =3y por eso se propone que estas areas geografi-
cas sean la referencia para la conservacion de esta especie.
En el caso de M. napina tres grupos genéticos se susten-
taron estadisticamente y también reflejaron la distribu-
cién geogréfica de las poblaciones (Figura 14, Téllez et al.,
2015) por lo que se propone que se consideren como areas
prioritarias para la conservacion. Esta recomendacion es
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importante de considerar debido a que la mayoria de las
poblaciones se ubican fuera del poligono de la reserva de
la biosfera Tehuacan-Cuicatlan lo que incrementa su vul-
nerabilidad al saqueo y a la desaparicion de sus habitats.

CONCLUSIONES

Las tres especies estudiadas, M. hernandezii, M. kraen-
huenbuelii y M. napina, presentaron niveles de diversidad
genética que sugieren que las poblaciones son pequefias
por lo que estan sujetas a los efectos mas severos de la
deriva génica. Para respaldar la conservacion de estas
tres especies se propone como estrategia que se sigan
los grupos genéticos identificados para que se consideren
para un programa de conservacion y de manejo. Las po-
blaciones que se ubican dentro de la reserva de la biosfera
Tehuacan-Cuicatlan podrian mantenerse si se cumplen las
normatividades para proteger a estas tres especies; sin
embargo, las tres especies tienen poblaciones fuera de la
reserva que pueden tener un mayor riesgo de desaparecer
por lo gue merecen mas atencion de las autoridades.

Las poblaciones de cada una de las especies estudiadas
son afectadas de modo distinto por el aislamiento por dis-
tancia, pero las tres especies muestran un patrén insular
con distinto grado de aislamiento. Este aislamiento podria
tener efectos severos sobre los niveles de diversidad debi-
do a que las poblaciones son pequefas. Particularmente,
M. hernandezii podria ser mas vulnerable por tener las po-
blaciones mas pequefias y mas fragmentadas por lo que
se recomienda una atencion especial a la proteccion de
sus habitats. Las areas geograficas donde se ubican las
poblaciones de estas tres especies, estén dentroono de la
reserva, pueden ser una referencia para dirigir un esfuerzo
mayor de vigilancia de las especies y de sus habitats.
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