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Resumen

Las fluctuaciones climéticas, glaciales-interglaciales, del Cuaternario Tardio (~ 0.126 Ma.) han
modelado la diversidad y estructura genética de diversas especies, debido a que estas
cambian su distribucién y tamafio poblacional siguiendo las condiciones ambientales mas
adecuadas, llegando a contraerse en areas pequefias denominadas refugios. Estos cambios
generan huellas genéticas distintas dependiendo de la etapa del ciclo glacial en la cual ocurre
la contraccion, dando lugar a las hipétesis contrastantes de refugios glaciales (HRG) e
interglaciales (HRI). Se analiz6 la diversidad genética de Cephalocereus nizandensis, una
cactacea columnar microendémica de Tehuantepec, cuya distribucién se restringe a enclaves
rocosos que forman habitats insulares, donde se desarrollan los matorrales xerdéfilos mas
meridionales de Norteamérica, los cuales podrian representar refugios interglaciales de la flora
xerdfila. Partiendo de la HRI, se esperaba encontrar en C. nizandensis diversidad genética
elevada, con poca estructura y una huella genética de expansion poblacional en el Ultimo
Maximo Glacial (~ 0.029 — 0.018 Ma.). Con la finalidad de inferir los posibles efectos de las
fluctuaciones climaticas del Cuaternario Tardio sobre la diversidad y estructura genética de C.
nizandensis, se analizaron dos secuencias de cloroplasto (trnT-L y rpl32-trnL) de 40 individuos
y cinco ISSRs de 45 individuos pertenecientes a cuatro poblaciones. Se analizé la variabilidad
y estructura genética, asi como la relacién entre haplotipos de ADNcp. Para buscar eventos
climéticos que coincidieran con el origen de los haplotipos, se estimo el tiempo de divergencia
mediante un reloj molecular y se probd la expansion poblacional. Finalmente, se estimo el
comportamiento demografico histérico de los linajes de ADNcp por medio de un analisis
bayesiano de lineas de horizonte (skyline plots). La diversidad nucleotidica y haplotipica
resulté alta (7 = 0.0013 y Hd = 0.75) y la heterocigosidad esperada fue moderada (He = 0.297),
respecto a otras cactaceas. Se encontré diferenciacién elevada y significativa con ambos
marcadores (Fst ~ 0.2 p < 0.001). EI ADNcp formé dos grupos genéticos, con tiempo de
divergencia de 1.37 Ma. (HPD 95%: 2.27-0.686), durante el Pleistoceno. Estos dos grupos han
tenido tendencias demograficas distintas, uno de ellos ha mantenido un tamafio poblacional
constante desde hace 0.175 Ma, mientras que el otro grupo ha experimentado un incremento
poblacional continuo por 0.150 Ma. La alta diversidad de la especie debe su origen a la larga
permanencia a través del tiempo y a la expansion poblacional, mientras que la diferenciacion
poblacional se debe quiz4 a la especificidad edéafica y a la participacion de polinizadores y
dispersores con baja movilidad. Los resultados no fueron consistentes con la HRI, las
fluctuaciones climaticas del Cuaternario Tardio no parecen haber tenido un efecto

determinante en la diversidad y estructuracion genética de C. nizandensis.



Abstract

The climatic fluctuations of the Late Quaternary (~ 0.126 Ma.), consisting of glacial-interglacial
cycles, have modeled the diversity and genetic structure of various species that change their
distribution and population size as they follow the most suitable environmental conditions,
reaching its maximum contraction into small sites denominated refugia. These changes
generate different genetic prints depending on the stage of the glacial cycle in which the
contraction occurs, giving rise to the contrasting hypothesis of glacial and interglacial refugia
(GRH and IRH). In the present study, the genetic diversity and structure of the columnar cactus
Cephalocereus nizandensis were analyzed. This cactus is endemic to the Tehuantepec basin
in Oaxaca, its distribution is restricted to rocky outcrops that represent insular habitats where
the southernmost xerophilous scrublands of North America develop. The floristic evidence
suggests that these habitats might be refugia. Starting from the Interglacial Refugia Hypothesis
(IRH) it was expected to find high levels of genetic diversity, low interpopulation differentiation
and population expansion during the Last Glacial Maximum (~ 0.029 — 0.018 Mya.). Aiming to
infer the effect that the Late Pleistocene climatic fluctuations could have on this species,
diversity was assessed from two non-coding chloroplast sequences (trnT-L and rpl32-trnL) from
40 individuals and five ISSR from 45 individuals coming from four populations. The variability
and genetic structure were analyzed, as well as the relationship between cDNA haplotypes.
Searching for climatic events that could match the origin of the haplotypes, the divergence time
was inferred by means of a molecular clock. Finally, the historical demographic trend was
estimated by the Bayesian Analysis of Skyline Plot. It was found that nucleotide and haplotypic
diversities are high (1 = 0.0013 y Hd = 0.75) and the expected heterozygosity is moderate (He
= 0.297). The interpopulation differentiation was high among columnar cacti and significative
(Fst~ 0.2 p<0.001). Two groups were formed with the cpDNA which diverged 1.37 Mya. (HPD
95%: 2.27-0.686) during the Pleistocene. These groups have had different demographic trends,
one of them has maintained a constant population size since 0.175 Mya. and the other one has
experienced a continuous population growth since 0.150 Mya. The results were not consistent
with the IRH, it seems that the climatic fluctuations of the Late Quaternary have not had a
determining effect on C. nizandensis’ diversity and genetic structuring. High genetic variability
in this species may be due to long-lasting permanence over time and to population expansion,
while population differentiation is maybe due to edaphic specificity and to participation of

pollinators and dispersers with low vagility.
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Introduccién

La distribucion de los alelos o genotipos de las especies no es aleatoria. Es resultado
de la accion conjunta de la mutacién, la seleccion, la migracion y la deriva génica,
procesos que actian en un contexto historico y biologico particular para cada especie.
Sin embargo, la variabilidad genética y su distribucion tienen un efecto importante en
el destino evolutivo de las especies, ya que los patrones adaptativos dependen de
estos (Avise, 2000; Hartl y Clark, 2007).

La evaluacion de la diversidad y estructura genética actual nos permite conocer el
efecto que han tenido factores intrinsecos y extrinsecos sobre las poblaciones y sus
linajes en tiempos pasados (Avise, 2000). Respecto a los factores extrinsecos, ha sido
ampliamente documentada la relacion de las fluctuaciones climaticas recientes, como
las del Cuaternario Tardio (0.126 a 0.010 Ma), con la distribucion de la variabilidad
genética y se considera que los ciclos glaciales-interglaciales de este periodo han
tenido un efecto determinante para las poblaciones actuales (Hewitt, 2000; 2004,
Hofreiter y Stewart, 2009). Gracias a la evidencia fosil, palinolégica y paleoclimatica,
se ha observado como las especies cambiaron su distribuciéon y abundancia a través
del tiempo, siguiendo las condiciones climaticas mas adecuadas para su supervivencia
(Hewitt, 1996; Taberlet, et al., 1998). Asi, los periodos de rapido cambio climético han
generado la extincién de poblaciones en grandes areas donde el clima se torna poco
favorable segun las adaptaciones de cada especie, e. g. durante las etapas frias y
secas de los glaciales, para especies adaptadas a ambientes templados y durante las
etapas calidas y hUumedas de los interglaciales, para especies adaptadas a condiciones

de frio o aridez (Hofreiter y Stewart, 2009).



De acuerdo con un modelo de contraccion de habitat, las especies sobreviven las
etapas adversas en refugios, areas mas pequefias que conservan las condiciones
adecuadas para la permanencia de ciertos grupos de especies, y colonizan areas mas
extensas durante las etapas favorables, en un proceso de expansion (Hewitt, 1996;
Taberlet, et al., 1998). La extincion local y la reduccién en el tamafio poblacional
conllevan a la pérdida de variabilidad genética, principalmente de alelos raros (Amos
y Harwood, 1998), por lo que las poblaciones de los refugios poseen mayor diversidad
que las poblaciones mas recientes resultantes de la expansion (Hewitt, 1996).
Ademas, los refugios suelen mantener poco flujo génico entre si (Hewitt, 1996;
Taberlet, et al., 1998), lo cual en conjunto con la deriva génica provoca diferenciacion
y estructura poblacional (Amos y Harwood, 1998). Por medio de estos procesos es que
se considera a los ciclos glaciales-interglaciales recientes como una de las fuerzas
primarias de la estructuracion poblacional (Hewitt, 1996; Taberlet, et al., 1998).

Se han propuesto diferentes enfoques que utilizan los refugios como parte de la
explicacion del origen y estructuracién de la diversidad genética actual (Bennett y
Provan, 2008; Rull, 2009; Stewatrt, et al., 2010). Este estudio se enfocé en las hipotesis
contrastantes de refugios glaciales e interglaciales (HRG y HRI, respectivamente). En
la HRG se considera que las especies adaptadas a ambientes templados sobrevivieron
a las etapas mas frias del Ultimo Maximo Glacial (UMG 0.029 — 0.017 Ma) en refugios
semi-aislados y colonizaron sus distribuciones actuales tras la deglaciacion, durante la
etapa mas calida y humeda del actual interglacial (Holoceno ~ 0.012 Ma); proceso que
formo gradientes de diversidad genética que descienden desde los refugios hacia las
areas alcanzadas durante la expansion (Taberlet, et al., 1998; Hewitt, 2000). Mientras

qgue la HRI plantea que especies con adaptaciones distintas, como algunas especies



de ambientes aridos subtropicales, tuvieron una mayor extension geografica y
conectividad genética durante los periodos glaciales y pasaron por eventos de
contraccion poblacional durante las etapas mas hiumedas como el actual interglacial,
lo que origind las poblaciones fragmentadas que observamos en el presente, las
cuales tienen una alta diversidad genética con poca estructura geografica (Haffer,
1969; Stewart, et al., 2010).

Se ha evidenciado la existencia de refugios glaciales con plantas desérticas en
Norteamérica, por medio de evidencia paleoclimatica, registro fésil y palinolégico que
respaldan la presencia de Larrea tridentata y Agave lechuguilla en el bolsén de Mapimi
y el cafion de las Maravillas, dentro del desierto Chihuahuense (Van Devender, 1990;
Van Devender y Burgess, 1985) y Yucca whipplei en el desierto de Mojave (Spaulding,
1990), las cuales tuvieron una distribucion mas meridional durante el periodo glacial,
hasta hace 0.011 a 0.008 Ma. También, se ha propuesto la existencia de refugios a
partir de la evidencia molecular, por ejemplo, en la Sierra Madre Oriental, al centro sur
del desierto Chihuahuense, donde la diversidad de las poblaciones de Buchloe
dactyloides (Peakall, et al., 1995) y Hunnemannia fumariifolia (Sosa, et al., 2009) es
mas alta en las poblaciones del sur y particularmente, H. fumariifolia posee ademas
poblaciones con altos niveles de diferenciacion y aislamiento por distancia (Sosa, et
al., 2009), asi como en las regiones de Cuatro Ciénegas-Mapimi, en la cuenca baja
del Colorado y en la planicie Tamaulipeca, los gradientes de diversidad, estructuracion
y la distribucion de poblaciones con diferente ploidia observada en Melampodium
leucanthum respaldan la existencia de refugios (Rebernig, et al., 2010). Estos patrones

genéticos que respaldan la HRG, estan descritos para el norte del pais, sin embargo,



el sur del pais ha sido poco estudiado en este aspecto, por lo que no se conocen
refugios respaldados por evidencia molecular.

En contraste, se han observado patrones de distribucion geogréafica en especies
xerofitas de la sabana rocosa del este de Brasil, las cuales se encuentran en parches
dispersos en una extensa area. Lo cual ha llevado a sugerir que este tipo de vegetacion
ha sido fragmentada recientemente, después de una expansion durante la etapa mas
arida del ultimo glacial (aproximadamente 0.020 Ma.) cuando las especies xerofitas
ocupaban gran parte de la region boscosa actual, de acuerdo con la HRI (Haffer, 1969).
Se ha comprobado esta hipotesis a nivel molecular a partir de la estructura
filogeografica e historia de diversificacion de las cactaceas columnares del complejo
Pilosocereus aurisetus, endémicas de formaciones rocosas en la sabana del Cerrado
y Campo rupestre brasilefio. Estas especies presentan poblaciones con poca
estructura genética, alta diversidad de haplotipos y una historia demogréfica que
sugiere una expansion poblacional a inicios de la Ultima glaciacién y contraccion
poblacional reciente (Bonatelli et al., 2014).

Los sitios considerados como refugios son de interés para comprender la evolucion de
la biota. Al conservarse en estos sitios las condiciones para la supervivencia de una
especie durante los ciclos climaticos, estos fungen como reservorios de la diversidad
genética que da origen a las poblaciones que emergen durante las fases de expansion.
Su estudio también ayuda a comprender el origen de la distribucion y los patrones de
estructura genética de las especies en la actualidad (Taberlet et al., 1998; Hewitt, 2000;
Stewart et al., 2010).

Al centro-sur de México hay un area de alta diversidad floristica comprendida por el

Valle de Tehuacan-Cuicatlan, asi como las cuencas del Balsas y de Tehuantepec



(Ezcurra, 1997; Sosa y Nova, 2012). Esta region, en particular la cuenca de
Tehuantepec, has sido poco estudiada respecto al efecto de los procesos histéricos
climaticos (fluctuaciones climéticas) sobre la estructura de la diversidad genética en
las plantas xerofilas. Las zonas aridas y semi-aridas del sur del pais, como el Valle de
Tehuacéan y las selvas caducifolias de Oaxaca, han sido menos estudiadas que las
zonas aridas del norte (e. g. Gamez, et al., 2014; Cornejo-Romero et al., 2017). Sin
embargo, el sur de México es rico en endemismos de algunos grupos de plantas
adaptadas a ambientes aridos y semi aridos, por ejemplo, las cactaceas columnares
(Ezcurra, 1998; Sosa y De Nova, 2012) y esta zona es de importancia para comprender
la diversidad del resto de las zonas aridas (Gonzalez-Medrano, 1996).

El Istmo de Tehuantepec posee una alta diversidad floristica y se ha propuesto que
ahi se encuentran refugios donde permanecen relictos de antiguas migraciones de
elementos neotropicales de la flora xerofila de México (Gonzéalez-Medrano, 1996). Los
enclaves rocosos de Nizanda representan las comunidades xerofilas mas meridionales
del pais y se encuentran aisladas en una matriz de vegetacién mesofila (Pérez-Garcia
y Meave, 2005), razon por la cual estos sistemas rocosos podrian fungir o haber
fungido como refugios.

Esta hipotesis sobre la Region de Nizanda como refugio de la flora xerofila mexicana,
se sustenta en la alta afinidad floristica entre la cuenca alta de Tehuantepec y el Valle
de Tehuacan-Cuicatlan (Acosta-Castellanos y Rodriguez, 2003), la caracteristica
composicion floristica rica en endemismos, algunos de los cuales estan asociados a
rasgos geomorfolégicos caracteristicos como los enclaves rocosos, asi como la
presencia de especies basales o con caracteres ancestrales de familias adaptadas a

condiciones xerofilas, como Pereskia lychnidiflora y Pereskiopsis kellermannii



(Cactaceae) que se desarrollan en la selva baja y Agave nizandensis (Agavaceae) que
también esta asociada a sustratos rocosos (Pérez-Garcia, 2002 Pérez-Garcia y
Meave, 2005).

Cephalocereus nizandensis es una especie dominante que se desarrolla en habitats
insulares de la region de Nizanda (Pérez-Garcia y Meave, 2005). Esta region se ha
propuesto como refugio de la flora xerdfila (Gonzalez-Medrano, 1996), por lo cual, C.
nizandensis representa un buen modelo para probar las hipotesis de refugios. El
estudio de esta especie mediante el analisis de su diversidad y estructura genética
ayudara a comprender como los eventos histéricos, en particular, las fluctuaciones
climaticas, pudieron afectar la diversidad genética de especies de cactaceas
columnares en el sur de México.

Las variaciones nucleotidicas en las secuencias de las regiones no codificantes
(intergénicas o espaciadores) del ADN de cloroplasto (ADNcp) han sido ampliamente
utilizadas en estudios intraespecificos, ya que reflejan la herencia monoparental
materna y muestran una mayor frecuencia de mutaciones respecto a las regiones
codificantes, lo que genera una variabilidad que permite un andlisis a bajo nivel
molecular, lo cual permite poner a prueba hipétesis de caracter histérico, ya que
gracias a su herencia matrilineal se puede inferir una estimacion del tiempo en que
ocurrieron procesos demograficos y de divergencia (Shaw, et al., 2007; Vazquez-
Dominguez, et al., 2009).En cactaceas se han utilizado para filogenia, genética de
poblaciones y filogeografia, estudios que implican analisis a nivel de género o
infraespecificos (e. g. Bonatelli et al., 2014; Ornelas y Rodriguez-Gomez, 2015;

Cornejo-Romero et al., 2017; Tapia, et al., 2017; Quipildor et al., 2017).



La inclusion de marcadores distintos, con informacion de genomas de herencia
materna y biparental puede ayudar a distinguir entre los efectos del flujo génico
mediado por polinizacion y dispersion (Duminil, et al., 2007). Los ISSRs (inter simple
sequence repeats, por sus siglas en inglés) han sido poco utilizados en poblaciones
silvestres de cactaceas (Ferocactus histrix, Stenocereus thurberi y Eulychnia acida,;
Castro-Felix, et al., 2014; Bustamante, et al., 2016; Jana, et al., 2017), pero han sido
empleados para buscar variabilidad en una gran diversidad de especies cultivadas, por
ejemplo, Hylocereus undatus, Pilosocereus robinii y Opuntia ficus-indica (Fan, et al.,
2013; Khattab, et al., 2014; Ganopoulos, et al., 2015). Estos marcadores brindan
informacion principalmente de ADN nuclear y dada su accesibilidad, reproducibilidad
y resolucién (Gonzalez y Aguirre, 2007) son adecuados para complementar el analisis

con secuencias de cloroplasto.



Antecedentes

En esta seccion se describen los principales patrones geogréficos reportados para la
diversidad genética de las cactaceas columnares. El primer patrén filogeografico
probado en cactaceas fue el de la columnar Lophocereus schottii del desierto de
Sonora (Nason, et al., 2002). A partir del analisis de la estructura genética obtenida
mediante aloenzimas, se dedujo que los linajes continentales y peninsulares se
separaron por vicarianza a partir del desprendimiento de Baja California y que las
poblaciones del norte son derivadas de un unico refugio glacial al sur de la peninsula.
Estas poblaciones se originaron por eventos de dispersion durante un proceso de
expansion propiciado por los ciclos climaticos del Pleistoceno. La persistencia de
poblaciones de esta cactacea en un refugio glacial al sur de Baja California y su
posterior expansion durante el interglacial, generdé un gradiente latitudinal de
diversidad a lo largo de la peninsula, con las poblaciones de mayor variabilidad en el
sur y las de menor variabilidad hacia el norte, acompafado de una correlacion entre la
distancia genética y geogréfica, lo que se conoce como aislamiento por distancia, y un
anidamiento filogenético en el mismo sentido sur-norte, indicando que las poblaciones
del norte son descendientes de aquellas al sur (Nason, et al., 2002).

Stenocereus gummosus, también de la peninsula de Baja California, posee una
estructura genética, estimada con aloenzimas, con un gradiente de diversidad similar
al de L. schottii, sugiriendo que esto es resultado de una historia ambiental comudn
(Clark-Tapia y Molina-Freaner, 2003)

Pilosocereus machrisii y Praerocereus euchlorus del este de Brasil poseen elevados

valores de diferenciacion poblacional (Fst = 0.281 y 0.484, respectivamente), en



ausencia de aislamiento por distancia. Esto en con junto con un patron de distribucion
insular, respaldan una hipdtesis de fragmentacion poblacional causada por la
contraccion de zonas aridas de Sudamérica durante el actual periodo interglacial
(Moraes, et al., 2005).

Las especies del complejo Pilosocereus aurisetus (P. aurisetus, P. machrisii, P.
vilaboensis, P. jauruensis, P. aureispinus, P. parvus y P. bohlei) que habitan parches
xerofilos del sudeste de Brasil, fueron analizadas con microsatélites y secuencias
nucleares y de cloroplasto, arrojando evidencia de multiples niveles de fragmentacion
en la distribucion de las poblaciones durante las etapas interglaciales, lo cual dio lugar
a la diferenciacion y diversificacion de las especies, con contacto secundario generado
por expansion durante las etapas glaciales, cuando los ambientes xerofilos tuvieron
una distribucion mas extensa y continua (Bonatelli, et al., 2014).

La estructura genética de Pachycereus pringlei obtenida con microsatélites presenta
un gradiente sur-norte, con aislamiento por distancia a lo largo de la peninsula de Baja
California, como en el caso de L. schottii, las poblaciones del sur poseen alelos
exclusivos y los modelos de nicho predicen su presencia restringida al extremo sur de
la peninsula durante el Ultimo Maximo Glacial (~0.021 Ma.; Gutiérrez-Flores, et al.,
2016)

Se han puesto a prueba las hip6tesis contrastantes HRG e HRI a partir de secuencias
de cloroplasto de Cephalocerus columna-trajani del Valle de Tehuacan-Cuicatlan. Se
encontré evidencia de expansion poblacional y espacial durante el altimo interglacial
(0.123 Ma.) y de reduccion en el ultimo periodo glacial, de acuerdo con la HRG.

Ademas de baja diversidad nucleotidica y baja estructura genética, por lo que se



considera a C. columna-trajani una sola poblacion panmitica, posiblemente resultado
de la dispersion quiropterdfila (Cornejo-Romero, et al., 2017).

Se ha encontrado, mediante analisis de modelos de nicho ecoldgico, que las especies
del género Cephalocereus pudieron tener diferentes patrones de expansion y
contraccion del habitat durante las fluctuaciones climaticas del Cuaternario. Las
especies del Valle de Tehuacan-Cuicatlan y Barranca de Metztitlan se pudieron
contraer durante el ultimo periodo glacial y expandirse en los interglaciares. En
contraste, las especies de la cuenca de Tehuantepec pudieron expandir su habitat
durante el dltimo glacial y su distribucidbn seria mas restringida durante los
interglaciales (Juarez Miranda, 2017), caso que podria ocurrir para C. nizandensis.
Las poblaciones de Echinopsis terscheckii muestran evidencia de persistencia
duraderay la presencia de multiples refugios glaciales a lo largo de toda su distribucién
e indican diferentes respuestas a los ciclos climaticos del Cuaternario, dependiendo
de la latitud. Las poblaciones de esta especie se encuentran moderadamente
diferenciadas (Fst = 0.12) en grupos al norte y al sur de la Sierra del Aconquija, en los
Andes argentinos. A partir del analisis de isoenzimas y modelos de nicho ecolégico, se
dedujo que las poblaciones que se observan actualmente al norte son resultado de
persistencia local de pequefias poblaciones que sobrevivieron a las condiciones
climaticas adversas del periodo glacial y/o son resultado de dispersiéon a larga
distancia. Cualquiera de los dos escenarios explica la reduccion en la diversidad
respecto a las poblaciones del sur (He = 0.39) y una mayor divergencia entre
poblaciones (Fst= 0.116), por causas de la deriva génica o el efecto fundador.
Posteriormente, el mejoramiento de las condiciones climaticas al norte de la Sierra del

Aconquija durante el Holoceno permitio la expansion de esta cactacea a mayores



altitudes. Por otro lado, las poblaciones del sur pudieron persistir como poblaciones
estables en los sitios de su distribucion actual, durante las condiciones climaticas del
UMG e incluso expandirse hacia las tierras bajas adyacentes, lo que se ve reflejado
en una mayor diversidad (He = 0.49) y cohesion genética entre las poblaciones (Fst=
0.088). Durante el Holoceno (~0.010 Ma.) las poblaciones surefias de E. terscheckii se
contrajeron, lo cual es respaldado por la reduccion proyectada por el nicho ecoldgico
y la evidencia genética de cuellos de botella (Quipildor, et al., 2017).

Se ha encontrado que las oscilaciones climaticas del Cuaternario Temprano (~ 2.6 Ma)
pudieron ser mas influyentes en la distribucién de la variabilidad genética de Cereus
hildmannianus en el sureste de Brasil, creando cuellos de botella sobre una poblacion
ancestral ampliamente distribuida, dejando un papel secundario a las fluctuaciones del
Cuaternario Tardio (Silva, et al., 2018).

En Stenocereus laevigatus del sureste de México, la estructura filogenética obtenida
con microsatélites encontré que las poblaciones mas derivadas se encuentran en las
zonas karsticas yucatecas de origen mas reciente de la peninsula de Yucatan, lo cual
sugiere una colonizacion reciente de menos de 0.018 Ma. (Alvarado-Sizzo, et al.,
2018).

Se ha sugerido que Echinopsis chiloensis pas6 por una contraccion poblacional hacia
el norte de Chile, acompafada de fragmentacion poblacional durante la etapa fria 'y
hameda del dltimo periodo glacial (HRG) y expansion durante las condiciones xéricas
del Holoceno Medio. Esta propuesta esta respaldada por paleo-reconstruccion del
modelo de nicho climatico, asi como un gradiente de diversidad genética decreciente

hacia el sur, acompafado de aislamiento por distancia (Ossa, et al., 2019).



Justificacion

Las cactaceas columnares son elementos clave en la ecologia y funcionamiento de los
ambientes aridos y semi-aridos de América, son elementos dominantes del paisaje,
participan de multiples interacciones bibticas, ademas de su importancia cultural y
economica (Fleming y Valiente-Banuet, 2002).

Las especies de cactaceas del sur de México estan poco representadas en los trabajos
relacionados con la genética de poblaciones (Cornejo-Romero et al., 2013;
Bustamante et al., 2016). Ademas, la regién donde se llevo a cabo este estudio se
encuentra dentro de uno de los centros de diversificacion de las cactaceas columnares
de Norteamérica (tribu Pachycerineeae; Ezcurra, 1997), la cuenca de Tehuantepec
pudo ser una zona de transito de los elementos neotropicales que componen las zonas
aridas de Norteamérica (Gonzales-Medrano, 1996) y el habitat rocoso donde se
desarrolla esta especie podria fungir como refugio para la biota.

El presente estudio aportara evidencia sobre el efecto que han tenido los eventos
histéricos climaticos sobre la diversidad y estructura genética de una cactacea
columnar que se desarrolla en los matorrales xerofilos mas meridionales de
Norteamérica, dentro del centro de diversificacion de la tribu Pachycereeae, lo cual
permitird contribuir al conocimiento sobre el origen de la diversidad de un grupo

taxondémico importante de las zonas aridas de América.



Hipotesis

En el contexto de la hipétesis de refugios interglaciales, se esperaba encontrar para
Cephalocereus nizandensis un patrén genético con diversidad relativamente alta 'y con
poca diferenciacion interpoblacional, similar a lo reportado en otras cactaceas
columnares, asi como una incremento en el tamafio efectivo poblacional que coincida

temporalmente con el Ultimo Maximo Glacial.



Objetivo General
Determinar el efecto de los ciclos climaticos del Cuaternario Tardio sobre la diversidad

y estructura genética de cuatro poblaciones de C. nizandensis, mediante el analisis

con secuencias de ADN de cloroplasto e ISSR.

5.1 Objetivos particulares
a) Estimar la diversidad genética de C. nizandensis a nivel poblacional.
b) Determinar la estructura genética y filogeogréfica de C. nizandensis
c) Estimar el tiempo de divergencia de los haplotipos para probar la relacion
entre los ciclos climaticos con la diversificacion de las poblaciones.

d) Inferir la dinAmica demografica y espacial histérica de C. nizandensis.



Area de estudio

Cephalocereus nizandensis crece dentro de la region de Nizanda, la cual se ubica al
sureste del Istmo de Tehuantepec, en el distrito de Juchitdn, Oaxaca (16°39'N,
95°00'W). Esta regioén colinda al norte con las planicies de Chivela, al sur con la planicie
de Tehuantepec, al oeste con las laderas del Cerro Naranjo y al este con la carretera
Chivela — La Ventosa. La regién abarca un area aproximada de 85 Km?, la altitud varia
entre 90y 700 m (Pérez-Garcia, et al., 2001; Figura 1).

El clima es tropical himedo y altamente estacional, con lluvias intermitentes entre junio
y octubre, con precipitacion media anual alrededor de 1000 mm. El suelo dominante
es litosol, con presencia de feozems haplicos y regosoles, sobre los cuales se
desarrolla la vegetacién mésica, dominada por selva baja caducifolia. Embebidos en
esta matriz de vegetacion, se desarrollan parches aislados de matorral xeréfilo, en un
corredor discontinuo de aproximadamente 10 Km de largo por 1 Km de ancho, que
persisten gracias a la aridez edafica que generan los afloramientos de roca caliza
expuesta. Este matorral es de tipo crasicaule y esta conformado principalmente por C.
nizandensis, Hechtia rosea, Comocladia engleriana, Pseudosmodingium multifolium,
Mammillaria voburnensis, M albilanata y Agave ghiesbreghtii (Pérez-Garcia y Meave,

2005; Pérez-Garcia, et al., 2009).



=

- g al
" Kupercaite@ Salinater,,

G/o%%le Earth " ~

IfEge R0 Meadechinologies

a~ventosa“'r—~—; :

Figura 1. Ubicacion de las poblaciones de Cephalocereus nizandensis, en la region de
Nizanda, Oaxaca. Poblados mas cercanos a los sitios muestreados (cuadros grises). Las
poblaciones se nombraron: M1 (cuadrado), M2 (estrella), N1 (circulo) y N2 (rombo).
Especie de estudio

Cephalocereus nizandensis (Bravo y T. MacDoug.) Buxb. es una cactacea columnar
microendémica de los enclaves xerofilos de la cuenca de Tehuantepec. Se conocen
pocas poblaciones con decenas a cientos de individuos (Barcenas-Argiello, 2011). La
presencia de C. nizandensis esta fuertemente restringida por su preferencia edafica,
ya que su distribucion se limita a afloramientos de rocas metacalizas, donde los
procesos de disolucion forman cavidades de hasta 10 cm de profundidad, que

acumulan el agua y restos organicos, permitiendo el establecimiento y crecimiento de



las plantas en un sustrato casi inexistente, pobre en nutrientes y que mantiene altas
temperaturas (Barcenas-Arguello, et al., 2010; Barcenas-Arguello, 2011).

Esta cactacea mide de 1.5 a 3 metros de alto, con tallos de entre 12 y 15 cm de
diametro, inicialmente sin ramificaciones. La zona reproductiva esta diferenciada en
un pseudocefalio apical, con abundantes lanosidades amarillentas a cafés; del
pseudocefalio emergen flores de forma tubular a campanulada, de color crema a
rosado de aproximadamente 4 cm de largo (Bravo Hollis y Sanchez Mejorada, 1978;
Anderson, 2001). Se ha reportado la ausencia de reproduccion clonal en la especie

(Tovar Romero, 2005) y no se tiene registro de sus polinizadores o dispersores.



Métodos

8.1 Muestreo

Se seleccionaron dos sitios cercanos a Nizanda (N1 y N2) y dos en La Mata (M1 y M2;
Figura 1). Se colecto tejido vegetal de al menos 20 individuos por sitio, dependiendo
del tamafio de la poblacion. La colecta se realizdé seleccionando aleatoriamente
individuos reproductivos, con pseudocefalio y mayores a 1.5 m de alto. Se obtuvo una
seccion del tallo de aproximadamente 5 x 3 cm, en zonas libres de lignificacion o
evidencia de plagas. Las heridas causadas por el muestreo fueron cubiertas con cera
de Campeche para evitar la entrada de patégenos. Las muestras se trasladaron en un

termo con nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C hasta la extracciéon de ADN.

8.2 Extraccion de ADN

Se obtuvo ADN genomico de 97 individuos de C nizandensis a partir de 100 mg de
clorénquima congelado, siguiendo el protocolo de extraccion del DNeasy Plant Minikit
(QIAGEN), con modificaciones minimas. Se remplazd la incubacion en hielo por
temperatura ambiente y se incrementé a 1.5 volimenes de buffer de precipitacion
(AP1). Para verificar la integridad del ADN se utilizé electroforesis en gel de agarosa
1% con buffer TBE y se cuantifico la concentracion de ADN por espectrofotometria en

NanoDrop (ThermoFisher).



8.3 Amplificacién y secuenciacion de las regiones intergénicas de ADNcp

En este estudio se seleccionaron dos regiones intergénicas de ADNcp: trnT-trnL, la
cual se encuentra en la seccion larga de copia Unica (LSC) del cloroplasto y posee un
tamafo muy variable (Taberlet, et al., 1991), este fragmento suele medir entre 537 y
559 pb en la tribu Cactoideae (Applequist y Wallace, 2002), a la cual pertenecen las
cactaceas columnares. La regién rpl32-trnL(UAG), se encuentra en la regién corta de
copia unica (SSC) del genoma del cloroplasto, tiene un tamafio de 543 a 1417 pb y es
una de las regiones mas variables del cloroplasto (Shaw et al., 2007).

Para realizar el andlisis de las secuencias de ADN es necesario primero obtener
multiples copias de las regiones de interés mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), la cual conste en producir in vitro el proceso
de replicacion del ADN de manera ciclica. Asi cada ciclo multiplica exponencialmente
la cantidad de copias de la regiébn de ADN especificada por los primers (Espinosa
Asuar, 2007). Las reacciones PCR se realizaron en un volumen de 25 pL utilizando
12.5 yL de Taq Mastermix (RADIANT), 100 ng de ADN molde por reaccién, 10 ng de
cada primer y agua inyectable hasta completar el volumen. Se siguieron las
condiciones de reaccion indicadas por el fabricante: 60 segundos de desnaturalizacion
inicial a 94°C; 30 a 40 ciclos de 15 segundos de desnaturalizacion a 94°C, 15 segundos
de alineamiento con temperaturas segun los primers; 15 segundos de extension a
72°C. Para trnT-trnL se usaron 40 ciclos a 55 °C para el alineamiento y 30 ciclos a
60°C para rpl32-trnL. Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador
SelectCycler Il (Select BioProducts). La amplificacion de los fragmentos se verificd

mediante electroforesis horizontal en gel de agarosa 2% en Buffer TBE.



Posterior a la amplificacion se realizé una purificacion de los productos de PCR, para
llevar a cabo la reaccidon de secuenciacion. Estos procesos se realizaron con la
compafnia MACROGEN INC., mediante secuenciacion automatica.

Obtenidas las secuencias, se realiz6 una busqueda de similitudes en GenBank,
mediante un alineamiento en BLAST (Altschul, et al., 1990), para corroborar la
identidad de las secuencias. Adicionalmente, se descargaron del GenBank las
secuencias de las regiones intergénicas rpl32-trnL de C. totolapensis y C.
apicicephalium y trnT-trnL de C. columna-trajani para utilizar como referencia en el
alineamiento, el cual se llevo acabo en el programa MUSCLE, con el método de
agrupamiento UPGMB con hasta ocho iteraciones y penalizacion para la apertura de
gaps = 400 y 0.01 para la extension del gap (Edgar, 2004). La edicién de las

secuencias se realizé manualmente en MEGA 7 (Kumar, et al., 2016)

8.4 Amplificacion y lectura de los ISSR

Los Inter-microsatélites (ISSR) son marcadores dominantes, semi arbitrarios, que
amplifican los segmentos de ADN que se encuentran entre dos secuencias de un
microsatélite. Estos marcadores permiten observar la variabilidad dispersa en varios
genomas, principalmente el nuclear, y su resolucién llega a ser a nivel de individuo.
Funcionan con primers que no requieren conocer previamente el genoma, los cuales
se unen a las regiones con Repeticiones de Secuencias Simples (SSR, por sus siglas
en inglés) o microsateélites. Los ISSR se visualizan en geles de agarosa o acrilamida y
generan patrones de hasta 50 bandas, donde cada molécula de un tamafio

determinado se lee como un locus con dos alelos (Gonzéalez y Aguirre, 2007).



Se ensayaron 19 primers ISSR que han mostrado polimorfismos en otras especies de
la familia Cactaceae (Khattab, et al., 2014; Castro-Felix, et al., 2014; Ganopoulos, et
al., 2015; Valadez-Moctezuma, et al., 2015; Jana, et al.,, 2017). De ellos se
seleccionaron cinco de los mas variables para estimar la diversidad en C. nizandensis
(Tabla 1).

Tabla 1. Primers ISSR y sus respectivas secuencias usados en Cephalocereus
nizandensis.

Etiqueta Secuencia TA [°C] Referencia
Shil (GA)BCTC 55 Khattab et al., 2013
Sh3 (AC)8CTT 56 Khattab et al., 2013
I1S-01 AC(GACA)4 56 Valadez-Moctezuma et al., 2014
827 (AC)8G 54 Ganopoulos et al., 2015
Fero6 (GA8C 56 Castro-Felix et al., 2008

Temperatura de alineamiento (TA).

La amplificacion se realiz6 con 12.5 pL de Taq MasterMix (RADIANT), 50 ng de ADN
molde, 10 ng de primer y agua inyectable hasta completar el volumen de 25 puL. El
programa de la amplificacion consistié en 3 min de desnaturalizacion inicial; un ciclo
de 15 s a 94°C, 15 s a temperatura de alineamiento de acuerdo con el primer (Tabla
1) y 30 seg. a 72°C; nueve ciclos de touchdown disminuyendo 1°C/ciclo a partir de la
temperatura de alineamiento (Tabla 1); 30 ciclos idénticos al primero y dos min. de
extension final. Las reacciones se realizaron en un termociclador Prime (Techne). Los
productos de la amplificacibn se sometieron a electroforesis horizontal en gel de
agarosa 1.5% en solucion amortiguadora TBE y fueron observados por medio del
agente intercalante GelRed (Biotium) en un fotodocumentador Mini-Bis Pro (DNR Bio-
Imaging Systems). A partir de las capturas del fotodocumentador se elaboraron

matrices de presencia/ausencia para cada primer.



8.5 Analisis de Diversidad y Estructura Genética en Secuencias de ADNcp
La variacién dentro de las secuencias de ADN a nivel de poblacion se cuantifica
usualmente mediante datos de loci haploides provenientes de los organelos (Vazquez-
Dominguez et al., 2009). Los estimadores de la diversidad pueden reflejar la influencia
de diversos factores como la proporcion de reproduccion sexual/asexual, el tamafio y
la edad de las poblaciones, la conectividad genética, eventos de introgresion, la tasa
de mutacion y el impacto de la seleccion, entre otros (Goodall-Copestake, et al., 2012).
Para analizar la variabilidad genética a nivel de especie, dentro de las poblaciones y
de los grupos genéticos (obtenidos con STRUCTURE, como se menciona mas
adelante), se utilizaron los siguientes estimadores:

La diversidad nucleotidica (1), que estima el promedio de la diversidad genética por
loci, mediante las diferencias nucleotidicas por sitio entre dos secuencias
seleccionadas al azar y se calcula como la probabilidad de que dos nucle6tidos
homologos elegidos al azar sean distintos (Nei y Li, 1997).

La diversidad haplotipica (Hd), estima la probabilidad de seleccionar al azar dos
haplotipos diferentes. Los valores de este indice van del 0 al 1, 0 indica que todos los
individuos tienen el mismo haplotipo y 1 que todos los individuos tienen diferentes
haplotipos (Nei 1987). Para calcular estos indices se utilizé el software DNASP 5
(Librado y Rozas, 2009).

Para estimar la estructura genética se llevo a cabo un Analisis de Varianza Molecular
(AMOVA), el cual es un método estadistico que estima las diferencias genéticas entre
grupos, usando la informacion del contenido alélico de los haplotipos, asi como su

frecuencia. EI AMOVA permite estimar los componentes de la varianza, reflejando la



correlacion de la diversidad haplotipica en diferentes niveles de una subdivision
jerarquica (grupos y poblaciones) a partir de una matriz de distancias euclidianas
cuadraticas entre todos los pares de haplotipos (Excoffier, et al., 1992).

La diferencia entre las poblaciones se obtiene como el indice Fsr, el cual indica la
proporcion de endogamia que es causada por la diferenciacion entre subpoblaciones.
Este indice tiene valores que van del 0 al 1, donde el cero indica que no hay diferencias
entre poblaciones y el 1 indica la mayor diferenciacion, donde las poblaciones no
comparten haplotipos. Ademas, este método permite probar la significancia de los
indices, usando procedimientos de permutaciones no paramétricas (Excoffier et al.,
1992).

Este analisis se realizd considerando cada una de las localidades como una
subdivision del mismo nivel jerarquico, es decir, cuatro poblaciones dentro de un grupo.
Se utilizaron 1000 permutaciones para probar la significancia. Adicionalmente, se
calculé el indice Fst para todos los pares de poblaciones, con la finalidad de probar la
diferencia entre cada una de estas. El andlisis se realiz6 mediante el programa
ARLEQUIN 3.5 (Excoffier y Lischer, 2010).

Para obtener una estimacion de la conectividad genética entre poblaciones, se calcul6
el flujo génico (Nm). El cual estima el nimero de migrantes a partir de los indices Fsr,
asumiendo una relacion simple entre la migracion y la deriva génica, con una tasa de
mutacion despreciable. El valor de Nm es directamente proporcional al nimero de
migrantes para las poblaciones haploides (Slatkin, 1991) y se obtuvo por medio del

software ARLEQUIN 3.5 (Excoffier, 2010).



Finalmente, se realiz6 un Analisis Bayesiano de Estructura Genética, ya que los
analisis tradicionales, como los indices F o las distancias genéticas, cuantifican la
variacion genética a partir de una estructura fija pre-asignada, mientras que los analisis
bayesianos no imponen una estructura a priori y consideran la posibilidad de formar
cualquier combinacion de grupos, buscando la subestructura empiricamente mas
plausible a partir de los datos (Corander, et al., 2013). Los métodos que arreglan una
muestra de individuos en grupos genéticos sin una caracterizacion a priori permiten
estimar la subestructura oculta. Estos operan minimizando el desequilibrio de Hardy-
Weinberg y el desequilibrio de ligamiento que podria resultar si individuos de diferentes
poblaciones con apareamiento aleatorio son incorrectamente agrupados en una
misma poblacién (Latch, et al., 2006).

El andlisis se hizo por agrupamiento con loci ligados, siguiendo un modelo de
ligamiento lineal, se probaron un maximo de 20 grupos probables, para lo cual se utilizé
el programa Bayesian Analysis of Population Structure (BAPS) v6.0 (Corander et al.,
2012). El andlisis utiliza un esqguema de muestreo Monte Carlo Cadenas de Markov
(MCMC), para combinar informacién de multiples loci en un solo modelo probabilistico.
La asignacién de la agrupacion mas probable se realiza a partir de la distribucion de la
probabilidad posterior para cada numero de grupos K inferidos (Corander et al., 2012).
Para analizar las diferencias en el nivel de variabilidad genética de los grupos
genéticos obtenidos, también se les calcularon los indices de diversidad genética.
Ademas, dado que la estructura genética fue significativa, los grupos genéticos fueron
considerados para los analisis de demografia historica, para cumplir con el supuesto
de panmixia y se sefalaron como referencia en la red de haplotipos y el arbol

filogenético obtenido en la estimacion de tiempos de divergencia.



Se estimo la relacion entre los haplotipos por medio de una red de haplotipos, el cual
es un meétodo de reconstruccion filogenética basado en el nimero minimo de
mutaciones (Vazquez-Dominguez, et al., 2009). Las redes de haplotipos permiten
describir relaciones evolutivas en forma de arboles multibifurcantes, donde un
haplotipo puede dar origen a muchos otros y las conexiones entre haplotipos
representan eventos de coalescencia que permiten hacer ciertas predicciones, por
ejemplo: 1) los haplotipos ancestrales tienen mayor probabilidad de aparecer con una
alta frecuencia y se espera que estén presentes en una distribucion geogréafica amplia,
2) los haplotipos con multiples conexiones tienen mayor probabilidad de ser
ancestrales, 3) los haplotipos ancestrales se encuentran al interior de la red, mientras
gue los haplotipos periféricos son probablemente mas recientes y 4) se espera que los
haplotipos con una sola conexién estén conectados con haplotipos de la misma
poblacién (Vazquez-Dominguez, et al., 2009).

Con los haplotipos formados por las secuencias de C. nizandensis y secuencias de C.
columna-trajani y Carnegiea gigantea obtenidas del GenBank, usadas como grupo
externo, se realizé una red de haplotipos mediante un algoritmo Median Joining. Este
algoritmo identifica grupos de haplotipos cercanamente relacionados e introduce una
hipétesis de ancestria, uniendo a los haplotipos en una red parsimoniosa regida por el
parametro épsilon que determina el agrupamiento inicial de haplotipos cercanos
(Bandelt, et al., 1999). La red se realizé con el programa NETWORK v4.613 (Fluxus
Technology Ltd, 2015), se le otorgd el mismo peso (10) a todos los sitios variables, el
peso entre transiciones y transversiones fue 1:1. Se utilizd el criterio de costo de

conexion y se uso el valor de épsilon = 10. Se crearon nodos proporcionales a la



frecuencia de los haplotipos y estos fueron indicados con colores de acuerdo con los

grupos genéticos del agrupamiento bayesiano.

8.6 Tiempo de divergencia

Con la finalidad de estimar el tiempo en el que se originaron los diferentes haplotipos
y contrastarlo con el tiempo en el que han ocurrido eventos climaticos, se realiz6 un
reloj molecular a partir de las secuencias de ADNcp. En el concepto de reloj molecular
se asume que las secuencias de ADN evolucionan a tasas constantes, por lo que se
puede estimar directamente el tiempo de divergencia ente dos secuencias, basado en
el numero de diferencias nucleotidicas y expresado como el porcentaje de sitios
variables entre pares de secuencias (Zuckerkandl y Pauling, 1965). Esta estimacion
se realiza, a grandes rasgos, considerando que las secuencias similares habran
divergido recientemente y las secuencias muy distintas habran sido evolutivamente
independientes por un tiempo relativamente largo. Para obtener las fechas de
divergencia se utiliza una calibracion con base en la fecha aproximada de cuando
divergieron dos linajes y a partir de esta fecha se calcula el valor de divergencia que
ha ocurrido en ese lapso (Vazquez-Dominguez et al., 2009).

Para la estimacién del tiempo de divergencia entre haplotipos, se realiz6 una
reconstruccién filogenética por el método de méaxima verosimilitud, utilizando el modelo
evolutivo HKY (Hasegawa, et al., 1985) con 0.05 parametros de distribucion gamma,
ya gue resultdo el modelo con menor valor de Criterio de Informacion Bayesiana, de
acuerdo con el analisis de seleccion de modelos disponible en MEGA 7 (Kamura et al.,

2016). Se utilizaron secuencias de C. columna-trajani y C. gigantea como grupo



externo. Esta reconstruccion filogenética se us6 como prior en un analisis bayesiano
de reloj molecular, para el cual se asumié un reloj estricto, con una tasa de substitucion
uniforme de 1.1x10° a 1.6x10° sustituciones por sitio por afio, de acuerdo con los
minimos y maximos estimados para genes de cloroplasto (Wolfe, et al., 1987);
adicionalmente, se utilizaron como calibracion secundaria la edad del grupo corona de
la subtribu Pachycereinae (5.28 Ma. [HPD 95% 7.74 - 3.47]; Hernandez-Hernandez, et
al., 2014). Se utilizé una cadena de Markov con 20,000,000 de pasos muestreados en
cada 1000. Los resultados fueron verificados visualmente en TRACER V. 1.7.1
(Rambaut, et al., 2018), los éarboles resultantes fueron condensados en
TREEANOTATOR V 1.10.4 (Rambaut y Drummond, 2018) utilizando un burn-in de
10%. Finalmente, el arbol resultante fue visualizado y editado en FIGTREE V1.4.4.

(Rambaut, 2018)

8.7 Demografia historica

Con la finalidad de inferir los procesos demograficos que dieron origen a la diversidad
genética actual de C. nizandensis, se realizaron distintas pruebas. Inicialmente se
explord la probabilidad de una expansion poblacional reciente mediante las pruebas
de neutralidad, esto se puede estimar a partir de distintos indices de variabilidad
genética (Vazquez-Dominguez et al., 2009).Se utilizaron las pruebas D de Tajima,
basada en la proporcion de sitios segregantes, respecto al promedio de diferencias
pareadas (Tajima, 1989) y Fs de Fu, basada en las frecuencias haplotipicas (Fu, 1997)

Para ambos indices, los valores negativos indican un incremento reciente en el tamafio



poblacional histdrico. Estos estadisticos se obtuvieron con el programa DNASP 5.0
(Rozas, 2009), utilizando 10,000 remuestreos simulados para probar la significancia.
Para probar expansion demografica y espacial, se realizé un analisis de distribucion
mismatch, el cual permite estimar los parametros de expansion poblacional a partir de
la distribucion de las diferencias por pares de haplotipos (distancias genéticas; Rogers
y Harpending, 1992), calculando el numero de diferencias observado en una muestra
y utiliza una aproximacion generalizada, no lineal, de minimos cuadrados para estimar
los parametros de una expansion repentina. Lo anterior permite observar si la
distribucion de las diferencias nucleotidicas es la esperada bajo un escenario de
expansion poblacional (Schneider y Excoffier, 1999). La distribucién observada suele
ser multimodal para poblaciones en equilibrio demogréfico, lo cual refleja una
configuracion de arboles de genes altamente estocastica, mientras que la distribucién
suele ser unimodal en poblaciones que han pasado por eventos de expansion
demografica reciente (Slatkin y Hudson, 1991; Rogres y Hapending, 1992). La
expansion poblacional se estima a partir del indice de Rugosidad R de Harpending
(1994), el cual es una medida ad hoc de la variacién de alta frecuencia en una serie
de numeros, permite distinguir entre poblaciones estacionarias y en expansion,
cuantificando la lisura de la distribucion mismatch observada. El andlisis fue realizado
con el programa ARLEQUIN 3.5 (Excoffier y Lischer, 2010), utilizando 3000
permutaciones para probar la significancia.

Finalmente, se estimaron los cambios historicos en el tamafio poblacional efectivo,
usando un analisis Bayesiano de skyline plot, que permite extraer la informacion de la
dinamica poblacional pasada a partir de un arbol filogenético. Esto se logra estimando

la media armonica del tamafo poblacional efectivo para intervalos de tiempo medidos



en eventos mutacionales y brinda una estimacion no paramétrica del tamafio efectivo
de la poblacion a través del tiempo (Drummond, et al., 2005). Se utilizo el programa
BEAST (Drummond et al., 2012), asumiendo un reloj molecular estricto, el cual supone
una tasa de mutacion igual para todas las ramas del arbol; la tasa de mutacion utilizada
fue de 1.1 X 10°a 1.6 X 107 sustituciones por sitio por afio. Se utilizé una cadena
MCMC con 10,000,000 de réplicas muestreadas cada 1000 pasos, con un burn-in de
10%. Los resultados fueron verificados y visualizados en TRACER V. 1.7.1 (Rambaut

et al., 2018)

8.8 Analisis de Diversidad y Estructura Genética en ISSRs

La variabilidad genética proporcionada por el nacleo se estimo a partir de los indices
de diversidad He, el cual indica la heterocigosidad esperada en un locus promedio si
los apareamientos fueran al azar (Nei, 1976) y la proporcion de loci polimorficos (%P),
la cual indica el porcentaje total de loci que son polimorficos, es decir los que poseen
ambas variantes de los alelos. Estos calculos se realizaron en POPGEN V 1.32 (Yeh,
et al., 1997) y ARLEQUIN (Excoffier, 2010). Se probd la estructura genética a través
del AMOVA vy se calculé el flujo génico con ARLEQUIN 3.5 (Excoffier, 2010).
Finalmente, se busc6 el numeré mas probable de grupos genéticos mediante un
analisis bayesiano de mezcla genética con frecuencias de alelos independientes, en
el programa STRUCTURE 2.3 (Pritchard, et al.,, 2010). Se utiliz6 una cadena de
Markov con 50,000 repeticiones y una longitud de burn-in de 5000, se usaron 20

réplicas para probar de 1 a 10 grupos genéticos. Se infirié el nUmero mas probable de



grupos, estimando la Delta K (Evanno, et al., 2005) en STRUCTURE HARVESTER

(Earl, 2012) y finalmente se visualiz6 en DISTRUCT V 1.1 (Rosenberg, 2004).



9. Resultados

9.1 Extraccion y amplificacion del ADN

Se logré extraer ADN genomico de 97 individuos de C. nizandensis. La integridad fue
heterogénea, como puede observarse por las bandas de diferente intensidad en el gel
(Figura 2), la concentracion promedio de ADN fue de 33.63 ng/pL, de acuerdo con la
espectrofotometria. Ademas, la pureza fue baja, con un promedio de 0.98 en la

relacion Alzeo/A22s0.

Se obtuvieron las secuencias de ADNcp para 40 individuos. El tamafio de las
secuencias después de la edicion fue de 523 pb para trnT-trnL y de 969 pb para rpl32-

trnL (Figura 3), resultando en una secuencia concatenada de 1492 bases.

M2-13 M2-23 M2-34 M

Figura 2. Prueba de integridad de ADN extraido de individuos de
cuatro poblaciones de Cephalocereus nizandensis. Se observan
bandas de ADN > 2000 pb con distintos niveles de intensidad.
Marcador de talla molecular 100pb (a la izquierda), Etiquetas de los
individuos, sefialando la poblacion de procedencia (parte superior).



Nueve de los ISSR probados fueron polimorficos, de estos de seleccionaron cinco
para los analisis posteriores (Tabla 1), con los cuales se obtuvieron un total de 77
bandas entre 300 y 2,000 pb (Figura 4). El primer 1ISO1 obtuvo 16 bandas; el Sh01,

15; el Sh03, 19, el Fero06, 12y el 827, 15 bandas.
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Figura 3. Amplificados de las regiones de ADNcp, rpl32-trnL (a) y trnT-trnL (b)
en Cephalocereus nizandensis. Se muestran los geles de agarosa con los
productos de la amplificacion de rpl32-trnL (a) y trnT-trnL (b) con bandas entre 1200
y 1500 pb y 600 y 800 pb, respectivamente. Marcador de talla molecular 100pb (a
la izquierda), Etiquetas de los individuos, sefialando la poblaciéon de procedencia
(parte superior).
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Figura 4. Patrones de bandeo obtenidos al amplificar cinco ISSRs en Cephalocereus
nizandensis. Se muestra un ejemplo de los productos amplificados con los primres Sh01 (a),
Sh03 (b), Fero06 (c), 827 (d) e 1S01 (d). El marcador de talla molecular utilizado fue de 100
pb, en la parte superior de cada gel se sefialan las etiquetas de los individuos.



9.2 Diversidad y Estructura Genética en Secuencias de ADNcp

Se obtuvo una secuencia concatenada de 1492 bases, en la cual se encontraron 12
sitios polimérficos, todos fueron singletones, 10 de los cuales se encontraron en la
region rpl32-trnL. La diversidad nucleotidica de C. nizandensis fue m = 0.0013. Los
valores mas altos se encontraron en M2 (i = 0.0015) y los més bajos en M1 ( T =
0.0007). El promedio de sustituciones nucleotidicas varié entre k = 2.18 en M2 y k =

1.0 en M1. Por su parte, la diversidad haplotipica total fue alta (Hd = 0.75), el valor

mayor se registré en N1 (Hd = 0.84) y el menor en M1 (Hd = 0.25; Tabla 2).

Las poblaciones mas diversas a nivel nucleotidico y haplotipico fueron M2 y N1. La
poblacion N1 present6 el mayor nUmero de haplotipos, pero tiene una baja diversidad

nucleotidica (Tabla 2). Mientras que M2 presenta una diversidad haplotipica moderada

con el promedio de diferencias nucleotidicas (k) méas alto (Tabla 2).

Tabla 2. Diversidad genéticaen ADNcp en las poblaciones de Cephalocereus

nizandensis
Poblaciones N W sd k h Hd sd
M1 8 0.0007 0.0005 1.0 2 0.25 0.18
M2 11 0.0015 0.0006 2.18 5 0.62 0.16
N1 12 0.0009 0.0002 1.27 6 0.80 0.10
N2 9 0.0011 0.0005 161 3 0.42 0.19
Total 40 0.0013 0.0003 1.91 14 0.75 0.07

Numero de individuos (N), Diversidad nucleotidica ( 1), Promedio de diferencias
nucleotidicas (k), namero de haplotipos (h), Diversidad haplotipica (Hd),

desviacion estandar (sd).



Se obtuvieron 14 haplotipos distintos, el haplotipo HO2 esta presente en 47.5% de los
individuos, el HO4 en 17.5% y el HO9 en 7.5%, el resto de los individuos presentan
haplotipos uUnicos. Trece de los haplotipos son exclusivos de alguna poblacién, las

poblaciones M1, N1 y N2 comparten el haplotipo HO2, mientras que M2 no comparte

haplotipos con ninguna poblacién (Figura 5).
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Figura 5. Mapa de distribucion de haplotipos de Cephalocereus nizandensis en la

region de Nizanda, Oaxaca. Se muestran las frecuencias haplotipicas en las poblaciones.
Cada color representa un haplotipo distinto.




En cuanto a la estructura poblacional, el AMOVA indicé que el 78.9% de la variabilidad
genética esta dada por las diferencias al interior de las poblaciones, mientras que las
diferencias entre las poblaciones solo explican 21.1% de la variabilidad (Tabla 3). Se
encontré que la diferenciacion genética entre las poblaciones de C. nizandensis fue
elevada y significativamente distinta de cero (Fst = 0.211; p < 0.001). La prueba Fsr
por pares indicé que no habia diferencia significativa entre las poblaciones M1, N1y
N2, mientras que las diferencias entre M2 respecto a las otras tres poblaciones si

fueron significativamente distintas (Tabla 4).

Tabla 3. AMOVA de las regiones intergénicas de ADNcp, rpl32-
trnL y trnT-L de Cephalocereus nizandensis.

Fuente de variacion Gl SC % Var. Com. Var.
Entre poblaciones 3 9.57 211 0.234
Dentro de las poblaciones 36 3143 78.9 0.873
Total 39 41 1.107

Grados de libertad (Gl), suma de cuadrados (SC), porcentaje de
varianza explicada (%Var.), componente de la varianza (Com. Var.)

Tabla 4. Diferenciacién genética (Fst) por pares de
poblaciones en Cephalocereus nizandensis, obtenidas
a partir de las regiones rpl32-trnL y trnT-L de ADNcp.
Se muestran en negritas los valores significativos p < 0.05

M1 M2 N1 N2
M1
M2 0.252
N1 -0.019 0.313

N2 0.014 0.348 -0.345




El flujo génico entre pares de poblaciones fue muy elevado entre M1, N1y N2, incluso
fue infinito entre M1 con N1y N1 con N2, indicando panmixia entre estas poblaciones.
Es decir, que el flujo de semillas es igualmente probable entre estas tres poblaciones,
por lo que se comportan como una sola poblacion con apareamientos al azar. Aunque
M2 tiene menores niveles de flujo génico, estos son superiores a uno, por lo que esta
poblacién mantiene la conectividad con todas las poblaciones, ya que los valores de

Nm estimados son cercanos a uno (Tabla 5).

De acuerdo con el Andlisis Bayesiano de Agrupamiento, se tuvo la mayor probabilidad
(0.98 con un valor log(ml) de -134.0645) para el agrupamiento de C. nizandensis en
cuatro grupos genéticos distintos. Se formé un grupo con individuos en las poblaciones
M1, N1y N2, representado en color verde; un grupo restringido a M2, en color amatrillo;
y dos grupos pequefios con pocos individuos en diferentes poblaciones: el grupo en
rojo, incluye los individuos que corresponden al haplotipo HO1 de M1, HO5 y HO6 de
M2 y el grupo azul incluye a los haplotipos HO8 de N1, H13, H14 de N2 y HO3 de M2
(Figura 6). Estos resultados son consistentes con el AMOVA vy el flujo génico en que
N1 y N2 son las poblaciones méas similares, mientras que M2 es la poblacién mas

diferenciada.



Tabla 5. Flujo génico de ADNcp entre pares de
poblaciones de Cephalocereus nizandensis.

M1 M2 N1 N2
M1
M2 1.48
N1 Inf. 596
N2 3368 1.1 inf.

Numero de migrantes por generacion (Nm), Infinitos(Inf)

l J | J | J | |

M1 M2 N1 N2

Figura 6. Estructura genética del ADNcp de Cephalocereus nizandensis. Se
muestra la asignacion de grupos genéticos para los individuos de C. nizandensis,
obtenida mediante Analisis Bayesiano (BAPS) de las regiones intergénicas de
ADNCcp rpl32-trnL y trnT-L. Cada linea representa un individuo y cada color
representa un grupo.

La red de haplotipos tiene una forma de estrella en su parte central, con dos grupos
periféricos. La posiciéon central, frecuencia y conectividad del haplotipo HO2 sugieren
una expansion poblacional reciente; HO2 esta conectado por un paso mutacional a los
cuatro haplotipos con los que se conforma el torso de la red (HO4, HO9, H10 y H12), el

primero perteneciente a la poblaciéon M2 y el resto a N1. Los dos grupos de haplotipos



periféricos, derivados de HO5 y HO8, conectan individuos de distintas poblaciones y

acumulan multiples pasos mutacionales, lo cual puede indicar un flujo génico constante

(Figura 7).
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Figura 7. Red de haplotipos de Cephalocereus nizandensis. Se muestra
una red median joining generada a partir de las secuencias de ADNcp. Los
colores representan los grupos genéticos del analisis BAPS y el tamafio de
los circulos es proporcional a su frecuencia. Ccol, Cephalocereus columna-

trajani; Cgig, Carnegiea gigantea.



La abundancia de HO2 en tres poblaciones y su posicion central en la red podrian
indicar que este haplotipo representa la condicion mas ancestral de C. nizandensis.
Sin embargo, al incluir secuencias de C. columna-trajani y C. gigantea como grupo
externo, estas son mas cercanas a HO4, por lo que se considera que la condicién

ancestral de C. nizandensis esta representada en la localidad o los alrededores de M2.

9.3 Tiempo de divergencia

El origen de la diversidad genética de C. nizandensis es anterior a los ciclos climéticos
del Cuaternario Tardio, los cuales se hipotetiz6 que pudieron tener un impacto en la
diversidad genética de la especie, de acuerdo con las hipétesis de refugios. El origen
de C. nizandensis se estim6é en 2.15 Ma. (HPD 95% 3.47-1.11), los haplotipos
divergieron en dos grupos (amarillo/rojo y verde/azul) aproximadamente 1.37 Ma.
(HPD 95%: 2.27-0.686). Los haplotipos rojos divergieron de los amarillos alrededor de
0.968 Ma. (HPD 95%: 1.7-0.363). En la rama verde/azul, los haplotipos HO2, H10 y
H12 divergieron del resto en 0.833 Ma. (HPD 95%: 1.43-0.362); a su vez, en la rama
restante, el haplotipo HO9 se separé de los demas hace 0.577 Ma. (HPD 95%: 1.08-
0.234) y H11 se separ6 de los haplotipos azules hace 0.418 (HPD 95%: 0.781-0.141).
Los tiempos de divergencia estimados para la mayoria de los haplotipos al interior de
los grupos genéticos se estimg entre 0.2 y 0.4 Ma., desde la divergencia de los
haplotipos rojos en 0.428 Ma. (95% HPD 0.925-0.073), hasta la divergencia mas
reciente del grupo azul en 0.293 Ma. (HPD 95%: 0.581-0.086; Figura 8). Todos los
tiempos de divergencia estimados para los haplotipos de C. nizandensis son anteriores

al ultimo ciclo interglacial-glacial-interglacial (130 Ka).
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Figura 8. Cronograma bayesiano de haplotipos de Cephalocereus nizandensis. Se
muestra un arbol calibrado de C. nizandensis construido con BEAST. En los nodos se indican
las edades de divergencia; en las barras azules, la densidad posterior mas alta al 95% (HPD);
sobre las ramas, la Probabilidad posterior; y los recuadros de colores resaltan los grupos
genéticos del BAPS. La escala representa el tiempo en millones de afios (Ma).

9.4 Demografia historica

Los linajes genéticos de C. nizandensis han presentado diferentes tendencias
demograficas. Las pruebas de neutralidad indican que a nivel de especie se ha
producido una expansion poblacional (Fs =-7.224; p < 0.001), sin embargo, al realizar
las pruebas independientemente en cada poblacion solo N1 mostré indicios de

expansion. (Fs =-2.59; p = 0.011). Los resultados de D y Fs son contradictorios para



M1. En cuanto a los grupos genéticos, en el grupo verde y el amarillo se encontro
expansion poblacional (Fs = -3.40x10%; p < 0.001; Fs = -18.835; p < 0.001;
respectivamente, Tabla 6). Por su parte, el analisis de distribucién mismatch mostré
una desviacion significativa respecto al modelo de expansion para toda la especie y

solo la poblacion N1 mostré expansion poblacional (Figura 11, Anexos).

Tabla 6. Pruebas de neutralidad D (Tajima, 1989) y Fs (Fu,
1997) para Cephalocereus nizandensis. Se muestran los
resultados por poblacién y grupos genéticos.

Poblaciones D ds p Fs p

M1 -1.64 0.9196 0.02 0.9714 0.727

M2 -1.219 0.9289 0.116 -0.194 0.421

N1 -0.138 0.9347 0.486 -2.594 0.011

N2 -0.526 0.9457 0.326 1.304 0.771

Grupos genéticos

Amarillo -1.055 0.767 0.206 -18.835 < 0.001

Azul -0.212 0.921 0.556 -1.414 0.066

Rojo -0.693 0.131
Verde -0.879 0.924 0.21 -3.40E38 < 0.001
Total -1.236 0.90075 0.098 -7.224 <0.001

Desviacién estandar (ds) y valor de significancia (p), se muestran
en negritas los valores significativos, los valores negativos
indican expansion .

Los resultados de la distribucibn mismatch muestran que hay una desviacion
significativa del modelo esperado de expansion demografica (Total: SSD = 0.214; p <
0.05; Figura 9), Sin embargo, C. nizandensis se ajusta al modelo de expansién
espacial (Total: SSD = 0.007; p > 0.05; Figura 10), Unicamente la poblacion N1 se
ajusta a los modelos de expansion demografica y espacial, el resto de las poblaciones

presento distribuciones multimodales y/o desviaciones significativas de los modelos.
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Figura 9. Expansion demogréafica de las poblaciones de Cephalocereus nizandensis. Se
muestran los resultados del andlisis mismatch. Datos observados (obs), el modelo de
expansion (mod), las simulaciones (sim), la desviacion de suma de cuadrados (SSD) y el indice
de rugosidad (R), los valores significativos (p < 0.05) estan en negritas.
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Figura 10. Expansion espacial de las poblaciones de Cephalocereus nizandensis. Se
muestran los resultados del andlisis mismatch. Datos observados (obs), el modelo de
expansion (mod), las simulaciones (sim), la desviacion de suma de cuadrados (SSD) y el
indice de rugosidad (R), los valores significativos (p < 0.05) estan en negritas.



Cehpalocereus nizandensis ha experimentado un incremento de tamafo poblacional
sostenido desde aproximadamente 0.175 Ma. (Figura 11 y 12b). Al analizar por
separado a los dos linajes principales arrojados en el analisis filogenético, ramas
verde/azul y rojo/amarillo (Figura 8), encontramos que estas tienen tendencias
demogréficas distintas. Por una parte, el linaje amarillo-rojo ha mantenido un tamafio
poblacional constante los ultimos 0.175 Ma., mientras que el linaje verde-azul ha
sostenido un crecimiento poblacional constante desde hace 0.150 Ma. (Figura 12). Las
tendencias demograficas de ambos linajes de C. nizandensis se han mantenido desde
antes del ultimo ciclo interglacial-glacial-interglacial, por lo que aparentemente los
tamafos poblacionales de esta especie no han sido afectados por los ciclos climéticos

recientes.
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Figura 11. Andlisis de demografia histérica de Cephalocereus
nizandensis. Se muestra la media del tamafio poblacional efectivo (linea
azul obscuro) y el Intervalo de confianza 95% (area azul claro).
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Figura 12. Andlisis de demografia histérica de los linajes de
Cephalocereus nizandensis. Se muestra la media del tamafio poblacional
efectivo (linea azul obscuro) y el Intervalo de confianza 95% (area azul
claro). Linaje rojo/amarillo (a), verde/azul (b).



9.5 Diversidad y Estructura Genética en ISSRs

Se obtuvieron un total de 77 bandas para toda la especie, con una proporcion de loci
polimorficos de P = 98.7%, la proporcién de loci raros, presentes en menos de 50% de
la muestra fue baja, entre 6 y 12 loci por poblacién, asi como los loci exclusivos, de 2
a 7 loci. La diversidad genética estimada para el genoma nuclear de C. nizandensis
fue He =0.296, todas las poblaciones poseen una diversidad moderada, el valor de
heterocigosidad esperada mas alto se encontré en M1 (He = 0.25) y el menor en M2

(He=0.21; Tabla 7).

Tabla 7. indices de diversidad genética de Cephalocereus
nizandensis, obtenidos con ISSR.

Loci % P. Lociraros (<=50%) Lociexclusivos He

M1 55 71.43 7 7 0.251
M2 47 58.44 5 2 0.211
N1 56 68.83 12 6 0.235
N2 49 55.84 6 4 0.216
Total 77 98.70 0 - 0.296

Porcentaje de polimorfismo (%P) y Heterocigocidad esperada (He)

La diferenciacion entre las poblaciones de C. nizandensis fue alta (Fst = 0.228; p <
0.001) y resulto significativa entre todos los pares de poblaciones, con valores desde
Fst = 0.156, entre M1 y N2, hasta Fst = 0.334, entre M2 y N1 (Tabla 9). Aun asi, la
mayoria de la variabilidad es explicada por las diferencias dentro de las poblaciones
(77.2%), mientras que la diferencia entre estas solo explica una proporcién menor de

la variabilidad (22.8%; Tabla 8).



Tabla 8. AMOVA en ISSRs de Cephalocereus nizandensis.

Fuente de variacion Gl SC % Var.  Com. Var.
Entre poblaciones 3 94.93 22.8 2.165
Dentro de las poblaciones 41  300.6 77.2 7.332
Total 44  395.53 9.437

Grados de libertad (Gl), suma de cuadrados (SC), porcentaje de
varianza explicada (%Var.), componente de la varianza (Com. Var.)

Tabla 9. Diferenciacién genética (Fst) por pares de
poblaciones en ISSRs de Cephalocereus nizandensis.

M1 M2 N1 N2
M1
M2 0.214
N1 0.246 0.334
N2 0.158 0.212 0.017

Se muestran en negritas los valores significativos p < 0.05

El nivel de flujo genético es igual o mayor a uno entre todos los pares de poblaciones,
lo cual indica que el flujo de polen mantiene la cohesién entre todas las poblaciones.
El menor valor se encontré entre M2 y N1 (Nm = 0.996) y el mayor valor, entre M1y
N1 (Nm = 2.672; Tabla 10). Estos niveles son suficientes para mantener la cohesién

entre las cuatro poblaciones.



Tabla 10. Numero de migrantes por generacion
(Nm), entre pares de poblaciones de
Cephalocereus nizandensis, obtenido con cinco

ISSR.
M1 M2 N1 N2
M1
M2 1.835

N1 1.53 0.996

N2 2.672 1.86 2411

Con base en el analisis de agrupamiento, se reconocen dos grupos genéticos de C.
nizandensis (Figura 13), de acuerdo con el valor mas alto de Delta K (Figura 14). Estos
grupos no se corresponden con las poblaciones geograficas. Ambas estructuras
genéticas, de ADNcp y nuclear, coinciden en diferenciar mas a los individos de la
poblacion M2 del resto. Los ISSRs mostraron que los individoos de M2 tienen
asignacion a un solo grupo (naranja), mientras que el resto de las poblaciones incluyen
individuos asignados a ambos grupos (Figura 13). También coinciden en que la

diferenciacion es mas elevada entre M2 y las poblaciones de Nizanda (N1y N2).

Figura 13. Estructura genética del ADNn de Cephalocereus nizandensis. Se
muestra la asignacion de grupos genéticos para los individuos de C. nizandensis,
obtenida mediante Andlisis Bayesiano (STRUCTURE) a partir de la informacion de
cinco ISSR. Cada linea representa un individuo y cada color representa un grupo.
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10. Discusion

10.1 Diversidad

Para este estudio la diversidad genética encontrada fue moderada o elevada para la
familia Cactaceae. La variabilidad en el ADNcp de C. nizandensis fue moderada a nivel
nucleotidico y elevada a nivel haplotipico (im = 0.0013; Hd = 0.75) respecto a lo
reportado en otras cactaceas (7 = 0.0001 - 0.0043; Hd = 0.19 — 0.51; Bonatelli et al.,
2014; Ornelas y Rodriguez-Gomez, 2015; Cornejo-Romero et al., 2017; Quipildor et
al.,, 2017; Silva et al., 2017). Mientras que en el ADN nuclear, los ISSR mostraron
heterocigocidad moderada y el porcentaje de polimorfismo fue elevado (He = 0.296;
%P = 98.7) respecto a lo reportado en otros trabajos (He = 0.178 — 0.207; %P = 56 —
83.08; Castro-Felix, et al., 2014; Bustamante, et al., 2016; Jana, et al., 2017).

Los elevados niveles de diversidad genética se pueden relacionar a las caracteristicas
biolégicas de las cactaceas columnares (Hamrick y Godt, 1996; Charlesworth y Wright,
2001). Por ejemplo, los ciclos de vida largos que permiten la permanencia de genotipos
en la poblacion, reduciendo asi el efecto de la deriva génica; el entrecruzamiento, que
reduce la endogamia (Boyle, 1997); asi como la polinizacion y dispersiéon a larga
distancia promovida por animales, la cual incrementa el flujo génico (Alvarado-Sizzo,
2019), tal parece ser el caso observado aqui con C. nizandensis a nivel de cloroplasto
(Hd = 0.75; Tabla 2). Por su parte, los ISSRs brindan pistas sobre la reproduccion de
la especie, la cual, al no haberse encontrado clones, parece ser exclusivamente
sexual, lo que coincide con observaciones morfoldégicas que reportan escasa

clonalidad en esta especie (Tovar, 2005). Esta caracteristica reproductiva puede



aportar al mantenimiento de una variabilidad genética moderada, por medio de la
recombinacion genética (Hamrick et al., 1992).

Los niveles de diversidad genética de C. nizandensis son notorios dado lo restringido
de su distribucion. Este patron se ha observado en otras cactaceas de distribucion
restringida, como Neobuxbaumia macrocephala, en el Valle de Tehuacan (He = 0.335;
Esparza-Olguin, 2005), Pilosocereus machrisii, Facheiroa squamosa en el este de
Brasil (He = 0.38 y 0.401, respectivamente; Moraes et al., 2005) y P. tillianuslos en los
Andes de Venezuela (He = 0.352; Figueredo et al., 2010). Es de resaltar que todas las
especies antes mencionadas presentan restricciones edaficas, al igual que C.
nizandensis (Barcenas-Arguello, et al., 2010), N. macrocephala se restringe a suelos
con alto contenido en calcio y materia organica (Esparza-Olguin, 2005), P. machrisii,
F. squamosa y P. tillianuslos, se restringen a parches xéricos con suelos someros y
rocosos (Moraes et al., 2005; Figueredo et al., 2010). Se han planteado hipotesis para
explicar la alta variabilidad genética en estas especies restringidas, basadas en
factores histéricos (Esparza-Olguin, 2005) o cambios climaticos (Moraes et al., 2005;
Figueredo et al., 2010), se considera que estas especies tuvieron una mayor
distribucion en el pasado, como se hipotetizd para C. nizandensis.

En el caso de C. nizandensis se proponen dos escenarios histéricos que pueden
explicar la variabilidad genética, partiendo de las evidencias demogréficas
encontradas para los dos linajes observados en el andlisis filogenético. La elevada
diversidad nucleotidica del linaje denominado amarillo-rojo (17 = 0.00109; Tabla 11), con
haplotipos separados por multiples mutaciones (Figura 7; H1, H4, H5, H6 y H7), refleja
la acumulacion de mutaciones por un amplio periodo de tiempo, lo cual es coherente

con la demografia histérica constante durante los ultimos 170 mil afios (Figura 12 a).



El efecto de la deriva génica se ve reducido en las poblaciones que conservan
elevados tamafos poblacionales por un prolongado periodo de tiempo, como en el
caso de C. nizandensis (Figura 10). Asimismo, se ha encontrado en otras especies
gue habitan sistemas rocosos insulares, que sus poblaciones han mantenido un
tamafo constante, el cual no se vio afectado por las fluctuaciones climéaticas (Byrne et
al., 2018). Por lo cual C. nizandensis también podria haber sido resiliente ante los
cambios climaticos del Cuaternario Tardio, lo cual permitiria la acumulacion de una
elevada variabilidad genética.

Por otro lado, el denominado linaje verde-azul posee menor diversidad nucleotidica (rr
=0.00101; Tabla 11), con cuatro de sus haplotipos (H03, HO8, H13 y H14) separados
por un paso mutacional (Figura 7), lo cual es consistente con una acumulacion de
variabilidad en un periodo de tiempo corto, en coherencia con la expansion
demografica estimada para los ultimos 150 mil afios (Figura 12b). De las tres
poblaciones que formaron este linaje, N1 es la que posee mayor diversidad haplotipica

(Hd = 0.80; Tabla 2), esto se debe a la expansion poblacional (Tabla 6 y Figura 12).

10.2 Estructura genética

Respecto a la estructura genética, la diferenciaciébn entre las poblaciones de C.
nizandensis encontrada con ambos marcadores es elevada (Fst = 0.211; Fst = 0.228
con ADNcp e ISSRs, respectivamente) respecto a lo encontrado en general para
cactaceas (Fst = 0.124 - 0.47; Fst = 0.144 — 0.19 con ADNcp e ISSRs,
respectivamente; Cornejo-Romero et al., 2017; Palleiro-Dutrenit 2008; Ornelas y

Rodriguez-Gomez, 2015; Bustamante, et al., 2016).



El ADNcp separa a M2 del resto de las poblaciones (Tabla 4), mientras que el ADN
nuclear presento diferencias significativas entre todas las poblaciones (Tabla 9). Pero
ambos marcadores coinciden en que el flujo génico mediado tanto por semillas como
por polen, es menor entre las poblaciones M2 y N1 (Tablas 5 y 10), por lo que la
distancia y tipo de vegetacion que hay entre estas dos poblaciones podrian representar
una limitante para el flujo génico.

Ambos analisis bayesianos de estructura genética encontraron grupos genéticos que
no se ajustan a las localidades geograficas, el ADNcp formé cuatro grupos genéticos,
mientras que los ISSRs solo formaron dos grupos (Figuras 6 y 13). El programa BAPS
utilizado para el ADNcp, suele sobreestimar el nimero de grupos genéticos, asignando
la mayoria de los individuos a grupos genéticos con muchos representantes y
formando algunos grupos con pocos individuos (Latch, et al., 2006) como se observo
en este estudio (Figura 6). Tomando en cuenta el andlisis filogenético (Figura 8),
observamos que C. nizandensis también se puede separar en dos grupos por el
ADNCcp, juntando los grupos formados por BAPS, amarillo con rojo y azul con verde.
Asi, tenemos que ambos marcadores muestran que M2 es la poblacion mas
diferenciada, ya que en ADNcp el grupo verde-azul incluye individuos de las cuatro
poblaciones y el grupo amarillo-rojo solo incluye individuos de las poblaciones M2 con
un individuo de M1 (Figura 6) y por su parte, con los ISSR, M2 es la Unica poblacion
con individuos asignados a un solo grupo, mientras el resto de las poblaciones
representan una mezcla de ambos grupos (Figura 13).

La diferenciacion de la poblacion M2 puede deberse a la permanencia prolongada en
el tiempo, que al mantener un tamafo poblacional constante (Figura 12 a), le ha

permitido mantener haplotipos ancestrales, como el HO4, que también se encontro en



C. totolapensis y C. apicicephalium. La diferenciacién de esta poblacion (M2) también
es apreciable en campo, ya que la morfologia de los individuos de este sitio es un poco
diferente a la del resto; con tallos menos robustos y de color mas obscuro, las flores
son en su mayoria de tonos claros, mientras que en las otras poblaciones son
predominantemente rozadas. Aunque las diferencias morfolégicas pueden deberse a
otros factores, como las condiciones ambientales distintas y no son necesariamente
reflejo de la variacion genética, si resulta interesante que se vea este patron de
diferenciacion genética y morfolégica.

La posibilidad de que el sitio M2 se trate de una especie distinta es poco factible ya
gue se ha mantenido un flujo génico entre M2 y el resto de las poblaciones (Tabla 5),
como se puede apreciar por la asignacion de individuos de multiples poblaciones a los
grupos genéticos rojo y azul (Figura 6). Aunque el flujo génico sea esporadico, este
puede mantener la cohesion entre las poblaciones, ya que tedricamente basta un
individuo migrante para reestablecer la conectividad (Slatkin, 1985).

La diferenciacién poblacional en otras cactaceas columnares, como C. columna-trajani
es probablemente debida a la dispersion de las semillas a corta distancia que
promueven los murciélagos, lo que hace que los individuos genéticamente mas
cercanos se encuentren en la misma poblacién (Cornejo Romero et al., 2017). Los
valores mas altos de diferenciacion de C. nizandensis (Fst = 0.211) respecto a C.
columna-trajani (Fst = 0.124; Cornejo Romero et al., 2017) en un area de distribucion
mas reducida, sugieren la participacion de dispersores con una menor vagilidad. Por
ejemplo, aves pequefas, las cuales son capaces de percharse sobre los mismos
cactus mientras ingieren rapidamente la pulpa de un solo fruto, estas dispersan poco

las semillas de Stenocereus eichlamii y Pilosocereus maxonii (Wendelken y Martin,



1988) y suelen trasladar las semillas a una distancia de 10.6 m del fruto antes de
descartar la pulpa (Gomes, et al., 2014).

Adicionalmente, el valor de diferenciacion observado en C. nizandensis (Fst = 0.2) es
mas similar a lo reportado en cactaceas columnares de polinizacion mediada por
insectos (Gst = 0.102 - 0.352; Parker y Hamrick. 1992; Nason et al., 2002; Clark-Tapia
y Molina-Freaner, 2003; Ossa et al., 2019). Aunque también, se ha encontrado
diferenciacion poblacional elevada (@st = 0.19) en la cactacea columnar de
polinizacion quiropterdfila, Stenocereus turberii, usando marcadores ISSR
(Bustamante et al. 2016).

En este sentido, la baja movilidad de los polinizadores podria explicar el origen de la
diferenciacion (Fleming y Holland, 1998). La observacion de flores abiertas después
de mediodia en C. nizandensis durante el muestreo sugiere la participacion de
polinizadores diurnos, como las abejas que ya han sido reportadas como polinizadores
de columnares (Valiente-Banuet, et al., 2002; Clark-Tapia y Molina Freaner, 2003),
esta clase de polinizadores mueve poco el polen como se vio en el caso de

Stenocereus turberii (Bustamante et al. 2016).

10.3 Demografia histérica

La reconstruccion demografica de C. nizandensis indicé un incremento sostenido en
el tamafo poblacional efectivo desde hace méas de 0.150 Ma. (Figura 11), en el mismo
sentido, las divergencias de haplotipos mas recientes de C. nizandensis se estimaron
en 0.293 Ma. (HPD 95%: 0.581-0.086). Tal parece que, a pesar de que las condiciones

ambientales de la region durante el altimo periodo glacial pudieron ser favorables para



la expansion espacial de C. nizandensis y sus congéneres C. totolapensis y C.
apicicephalium (Juarez Miranda, 2017), las fluctuaciones climaticas de los ultimos
ciclos interglacial-glacial-interglacial, cuyas etapas glaciales tuvieron lugar entre 180-
150 Ka (Curry, et al., 2011) y 30 -19 Ka (Clark, et al., 2009), no han tenido un efecto
observable en la demografia y diversificacion de haplotipos de esta especie. Esto
puede deberse a la alta especializacion edéafica que restringe la distribucion de C.
nizandensis (Barcenas-Arguello et al., 2010), ya que los trabajos floristicos de Nizanda
solo reportan a esta especie en las simas de roca expuesta y con frecuencia incidental
en la selva baja que se desarrolla sobre roca (Tovar, 2005). Asi las condiciones del
suelo pudieron ser un factor limitante para el establecimiento de C. nizandensis aun
bajo condiciones ambientales idéneas.

Se ha planteado para el caso de otra cactacea columnar, Cereus hildmannianus, que
las fluctuaciones climaticas del Cuaternario Tardio poseen un papel secundario en el
origen de la diversidad y estructuracion genética, siendo mas influyentes las
fluctuaciones climéticas tempranas (Silva et al. 2018). La expansion poblacional del
linaje verde-azul se estimd hace 0.150 Ma, lo cual coincide con el fin del Pendltimo
periodo glacial (Curry et al. 2011), también el tiempo de divergencia del grupo verde
se estimo6 en 0.833 Ma. (HPD 95%: 1.43-0.362) y la divergencia mas reciente, grupo
azul, en 0.293 Ma. (95% HPD 0.581-0.086; Figura 7). Por lo que cabria plantear si
otros eventos climaticos e histéricos que transcurrieron en este periodo de tiempo
pudieron afectar a C. nizandensis como lo hicieron con C. hildmannianus.

Se ha encontrado un patron similar de variabilidad genética elevada con diferenciacion
poblacional, en otras especies de plantas con restricciones edaficas asociadas a

enclaves rocosos, estas especies no presentan evidencia de cambios en su



distribucion, ni cambios recientes en sus tamafios poblacionales efectivos
relacionados con los cambios climaticos del Cuaternario y su diversidad es explicada
por permanencia prolongada a traves del tiempo (Turchetto-Zolet et al., 2013; Bryne
et al., 2008). Esto podria adecuarse a lo observado en C. nizandensis, al menos para
el linaje amarillo-rojo, dada su divergencia temprana (Figura 8) y su tamafo
poblacional constante (Figura 12 a). Sin embargo, C. nizandensis también presenta
evidencia de expansion demogréfica (Figuras 9 y 11) y espacial (Figura 10). Ambos
procesos de expansion solo se rastrearon en la poblacién N1 (Figuras 9 y 10). La
diferencia en las tendencias demograficas puede explicarse si las poblaciones M2 y
N1 son resultado de un evento fundador antiguo, producto de la dispersion a larga
distancia, como lo sugiere la elevada diferenciacion poblacional (Bialozyt et al., 2006),
ya que las poblaciones resultantes de estos eventos pueden diferenciarse por efecto
de la reduccion en su diversidad genética a causa de la deriva génica, si el flujo génico
es restringido (Petit et al., 1997), como se observa para ambos marcadores entre M2
y N1 (Tablas 5 y 10); también pueden diferenciarse por efecto de las presiones
selectivas de los nuevos habitats colonizados (Kirkpatrick y Barton, 1997). Por otro
lado, La diversidad genética compartida entre las poblaciones sugiere una expansion
gradual de un frente de expansion (Ibrahim et al., 1996), el cual en el caso de C.

nizandensis seria de N1 hace M1y N2.



11. Conclusiones

Los resultados encontrados en este estudio no permitieron verificar la hipotesis de que
C. nizandensis estuvo confinada a refugios interglaciares, en virtud de que no se
encontraron pruebas de que las poblaciones se hayan contraido y expandido en

sincronia con los ciclos glaciales-interglaciales del Cuaternario Tardio.

A pesar de que la diversidad genética fue elevada, se observd que la estructura

genética presenta diferencias significativas entre las poblaciones.

Las poblaciones de C. nizandensis estan genéticamente estructuradas. La dispersion
de semillas ha diferenciado a la poblacion M2 en un grupo de ADNcp separado del
resto de las poblaciones. Sin embargd, el flujo génico, ha sido lo suficientemente alto
para mantener la cohesion entre las cuatro poblaciones.

La alta diversidad presente en ambos linajes, ademas de deberse a las caracteristicas
bioldgicas de la especie, tiene origenes historicos distintos, en la permanencia a través

del tiempo y la expansion espacial y demografica.

Cephalocereus nizandensis es una especie de origen pleistocénico y esta formado por
dos linajes de ADNcp que divergieron de manera temprana aproximadamente hace

1.37 Ma.

Las tendencias demogréficas y el tiempo de divergencia de los haplotipos son

anteriores al ultimo ciclo glacial
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Anexos

Diversidad genética en grupos genéticos de ADNcp
Los valores de diversidad genética de los grupos azul y rojo son muy elevados ya que
cada uno de los individuos que los conforman poseen un haplotipo diferente. De los
dos grupos restantes, el verde posee una mayor diversidad genética y esta
conformado por cinco haplotipos distintos, mientras que el grupo amarillo solo esta

formado por dos haplotipos (Tabla 6).

Tabla 11. Diversidad genética en grupos genéticos de Cephalocereus
nizandensis

Grupos
genéticos Pi sd Hd sd k

N

Amarillo 8 0.0002 0.0001 0.25 0.18 0.25
4
3

h
2
Azul 0.0018 0.0006 4 1.00 0.18 2.67
Rojo 0.0014 0.0005 3 1.00 0.27 2.00
Verde 25 0.0004 0.0001 5 0.42 0.12 0.51
Amarillo/Rojo 11 0.00109 0.0004 5 0.618 0.16 1.6
Verde/Azul 29 0.00101 0.0003 9 0.571 0.12 1.48

Total 40 0.0013 0.0003 14 0.75 0.07 191
Numero de individuos (N), Diversidad nucleotidica (Pi), nimero de haplotipos (h), Diversidad
haplotipica (Hd), Promedio de diferencias nucleotidicas (k), desviacion estandar (sd).
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