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RESUMEN

Los estudios filogeograficos en biomas aridos han demostrado que la divergencia de
linajes y su diversificacion son resultado de eventos vicariantes y dispersion, los
cuales ocurrieron bajo el escenario de los cambios geoldgicos e incremento en la
aridez durante el Neogeno y el Cuaternario. Los pocos estudios sobre estructura
genética y filogeografia reportados en la familia Cactaceae sugieren que el
aislamiento geografico, fragmentacion poblacional, vicarianza y dispersion, debidos a
la actividad tectonica y fluctuaciones climaticas del Pleistoceno, han jugado un papel
importante en la divergencia genética de las especies, particularmente en aquellas
del norte de Sudamérica y noroeste de México.

Se estudio la estructura filogeografica de dos cactos endémicos del Valle de
Tehuacan-Cuicatlan, el centro de diversificacion de cactaceas mas importantes del
centro-sur de México, para inferir si la configuracion espacial y divergencia de
haplotipos ha sido dirigida por la evolucion geoldgica ocurrida durante la transicion
del Plioceno/Pleistoceno, periodo en el cual la region adquirié su geomorfologia y
clima actuales.

Mammillaria pectinifera, un cacto globoso, se distribuye exclusivamente al
norte del Valle dentro de un rango altitudinal de 1778-2130 m, en montafas planas
aisladas con pendiente suave y suelos tipo migajon arenoso. Se puso a prueba si el
origen y la divergencia haplotipica de M. pectinifera han sido dirigidas por los
procesos geomorfoldgicos acontecidos durante el Pleistoceno. El origen estimado y
edades de divergencia entre haplotipos se ubicaron entre 1.237 y 0.019 m.a., y
coinciden con eventos tectonicos y de erosion, ocurridos en el Pleistoceno. La alta
diferenciacion interpoblacional (Fst = 0.687, P < 0.00001), apoya la hipotesis de un
aislamiento geografico dirigido por eventos geomorfologicos, e indica que el
aislamiento y baja capacidad de dispersion restringen severamente el flujo génico e
intensifican los efectos de la deriva génica. La estabilidad demografica en los ultimos
miles de afos, indica que la persistencia en habitats confinados ha sido la principal
respuesta de la especie a la evolucion del paisaje.

Aunque el origen Cephalocereus columna-trajani, es reciente (0.99m.a.), es
una de las cataceas columnares mas abundantes en el Valle. La especie se
distribuye discontinuamente a lo largo del Valle de Tehuacan-Cuicatlan dentro de un
rango altitudinal de 800-1800 m, en laderas accidentadas, sobre afloramientos de
rocas calizas con suelos muy pedregosos, someros y una elevada cantidad de
materia organica, fésforo, sodio y magnesio. Se puso a prueba que conforme se
establecian las condiciones ambientales (topograficas y edaficas) de C. columna-
trajani, la especie experimentd una expansion demografica posiblemente en el
Pleistoceno. La diferenciacién poblacional fue baja (Fsr=0.124, P < 0.00001) pero
significativa y puede relacionarse con dispersion local de semillas. La hipotesis de
expansion poblacional fue apoyada por la red de haplotipos en forma de estrella y el
analisis mismatch. Este ultimo indica que las poblaciones han pasado por una
expansion demografica y espacial reciente, en la cual los murciélagos pueden tener
un papel clave. Asimismo, el analisis de demografia historica indica que las
poblaciones han crecido en los ultimos miles de afos.



Nuestros datos sugieren que el origen y aislamiento geografico de M.
pectinifera, asi como la expansién poblacional reciente de C. columna-trajani estan
relacionados con la evolucion geomorfica local del Cuaternario, y apoyan la hipétesis
de que la rapida especiacion de cactaceas se debe en parte a que la elevacion de
sistemas montafosos en Norte y Sudameérica origind un accidentado paisaje e
intensificé las condiciones regionales de aridez, creando la amplia variedad de
habitats que las cactaceas colonizaron exitosamente durante el Mioceno.



ABSTRACT

Phylogeographic studies in modern arid biomes have shown that the divergence of
lineages and diversification are the result of vicariant and dispersal events, which
occurred during the Neogene and Quaternary, under the scenary of geological
changes and increased aridity. The few studies on genetic structure and
phylogeography reported in the family Cactaceae suggest that geographic isolation,
population fragmentation, vicariance, and dispersal, due to tectonic activity and
Pleistocene climatic fluctuations have played a major role in the genetic divergence of
species, particularly those of northern South America and northwestern Mexico.

Phylogeographic structure was studied in two endemic cacti from Tehuacan-
Cuicatlan Valley, the major main center of diversification and endemism of family
Cactaceae in southern Mexico, to infer whether the spatial configuration and
haplotype divergence has been driven by the geological evolution occurred during the
transition from the Pliocene/Pleistocene period in which the region acquired its
current geomorphology.

Mammillaria pectinifera is distributed exclusively north of the Valley within an
altitude range of 1778-2130 m in isolated flat mountains with gentle slopes and sandy
loam soil type. It was tested if the origin and haplotype divergence of M. pectinifera
have been driven by geomorphologic processes that occurred during the Pleistocene.
The estimated origin and divergence times among haplotypes were 1.237 and 0.019
Ma, which are consistent with Pleistocene tectonic and erosion events. The high
differentiation between populations (Fsr = 0.687, P <0.00001), supporting a
hypothesis of geomorphically-driven geographical isolation, and indicates that
isolation and low dispersal ability severely restrict gene flow and intensify the effects
of genetic drift. Populations showed long term demographic stability, indicating that
the persistence in confined habitats has been the main response of the species to
landscape evolution.

Although the origin of Cephalocereus columna-trajani is recent (0.99 Ma), it is
one on the most abundant columnar cacti within the Valley. Species is distributed
discontinuously throughout the Tehuacan-Cuicatlan Valley within an altitudinal range
of 800- 1800 m, on mountain slopes with high stoniness and shallow soils with high
amount of organic matter, phosphorous, sodium and magnesium. We tested if C.
columna-trajani experienced a recent demographic expansion, possibly during the
Pleistocene when the suitable topographic and edaphic conditions for the species
were created.

Population differentiation was low (Fsr = 0.124, P <0.00001) but significant,
and it can be related to local seed dispersal. Our hypothesis of population expansion
was supported by star-like haplotype network and mismatch analysis. The latter
indicated that populations had undergone a recent demographic and spatial
expansion, which could be driven by seed dispersal mediated by bats. Furthermore,
analysis of historical demography indicates that populations have grown in the last
thousands of years.

Our data suggest that the origin and geographical isolation of M. pectinifera
and recent population expansion of C. column-trajani are related to local Quaternary



geomorphic evolution, and support the hypothesis that rapid speciation of cacti is
related to the tectonic uplifting of orogenic belts that formed intricate landscapes and
enhanced regional aridity creating a wide variety of new habitats that were
successfully colonized by this group during the Miocene.
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INTRODUCCION GENERAL

La radiacion evolutiva de cactaceas representa uno de los eventos evolutivos mas
llamativos de biomas aridos de América. Diferentes factores bioldgicos y fisicos
que acontecieron a lo largo del Cenozoico se han asociado con su rapida
diversificacion (Hernandez-Hernandez 2010; Arakaki et al., 2011). Entre ellos se
encuentran el surgimiento del sindrome suculento que en cactaceas alcanzo su
desarrollo extremo con tallos fotosintéticos y hojas modificadas en espinas; la
disminucién global en la temperatura que redujo la precipitacion (debido a la
dilacién del ciclo hidroldgico) e incremento la aridez (Arakaki et al., 2011); y la
elevacion de sistemas montafiosos en Norte y Sudamérica, los cuales indujeron
cambios en la circulacion atmosférica que disminuyeron el transporte de humedad
y modificaron los patrones precipitacion, como resultado se genero una fuerte
aridificacion regional (Hewit, 2001; Arakaki et al., 2011; Gregory-Wodzicki, 2010).

Las filogenias moleculares de la familia Cactaceae que incluyen arboles
calibrados, muestran evidencia de que la diversificacion ocurrio recientemente (en
el Mioceno) y arrojan tasas de especiacion altas para la familia (Hernandez-
Hernandez, 2010; Arakaki et al., 2011). Sin embargo, existen unos cuantos
estudios que analizan la relacion entre los procesos microevolutivos y los eventos
geolodgicos y geomorfoldgicos en los sitios considerados centros de diversificacion
del grupo, como la region arida de México y suroeste de Estados Unidos y los
andes centrales (Boyle y Anderson, 2002).

El analisis filogeografico puede ayudar a comprender como ha ocurrido el

proceso de especiacion en cactaceas a nivel de especies y sus poblaciones, bajo
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el contexto de los cambios geoldgicos que propiciaron el surgimiento y expansion
de habitats aridos, los cuales fueron colonizados por las cactaceas (Rzedowski,
1962; Hershkovitz y Zimmer, 1997; Ritz et al., 2007). La filogeografia analiza
coémo estan distribuidos espacialmente los linajes de genes, para deducir la
influencia de procesos histéricos y ecologicos sobre la evolucidn de poblaciones y
especies (Avise, 2000; 2009). La influencia de estos procesos puede deducirse
porque las condiciones ambientales cambiantes conducen a cambios en la
distribucion de las especies y éstos dejan huellas en la composicién genética de
las poblaciones y especies (Byrne, 2008).

La dispersion y flujo génico, expansion y colonizacién, contraccion y
fragmentacion son procesos que producen asociaciones genético-espaciales,
cuyas huellas pueden visualizarse mediante las técnicas moleculares modernas
(Avise 2000; Byrne, 2008). Por ejemplo, las especies que han experimentado
contraccion a refugios durante los cambios climaticos del Pleistoceno, muestran
poblaciones que retienen una alta diversidad genética y haplotipos ancestrales. El
aislamiento geografico debido las fluctuaciones climaticas y/o eventos
biogeograficos lleva a la divergencia genética entre poblaciones y a largo plazo al
desarrollo de distintos linajes; entre mayor sea el periodo de aislamiento mayor
sera esta divergencia. La expansion rapida, desde el limite de la distribucion de la
especies hacia habitats inhospitos, puede llevar a la pérdida progresiva de la
diversidad genética, conforme se expande el rango (Byrne, 2008)

Los estudios filogeograficos han permitido poner a prueba hipotesis
biogeograficas; comprender la evolucién del aislamiento reproductivo entre

poblaciones; determinar la influencia de los cambios historicos en el tamafio
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efectivo poblacional sobre los niveles de diversidad genética; e inferir el impacto
de las fluctuaciones climaticas del Pleistoceno sobre la distribucion actual de la
biota y su estructura genética (Beheregaray, 2008; Byrne, 2008). La mayoria de
estos estudios se han enfocado en especies del hemisferio norte, en regiones que
han estado afectadas directamente por las glaciaciones del Pleistoceno como las
zonas montafnosas de Europa (Hewit, 2000, Petit et al., 2002), este y oeste de
Norte América (Avise, 2000; Soltis ef al., 2006).

En los ultimos afios se ha comenzado a examinar la influencia de los
eventos climaticos y geoldgicos sobre la distribucion y estructura genética en
plantas de biomas aridos (Byrne 2008; Rebering et al., 2010). La estructura
genética de algunas especies de las familias Cactaceae, Papaveraceae,
Euphorbiaceae y Asteraceae de los ambientes aridos del suroeste de Estados
Unidos y zonas adyacentes de México muestran huellas tanto de vicarianza como
de las fluctuaciones climaticas del Pleistoceno (Nason et al., 2002; Clarck-Tapia y
Molina-Freaner, 2003; Sosa et al., 2009; Garrick et al., 2009; Fehlbert y Ranker,
2009; Rebernig et al., 2010). Con base en presencia de distintos grupos de
haplotipos, asi como una asociacién significativa entre haplotipos y localidades,
se ha inferido la contraccion hacia multiples refugios (parches de vegetacion
xerdfila con temperaturas calidas) donde persistieron las especies en los periodos
frios y humedos (Garrick et al., 2009; Fehlbert y Ranker, 2009). Asimismo, se ha
encontrado evidencia de flujo génico restringido, aislamiento por distancia,
fragmentacién alopatrica y expansion contigua post-glacial hacia los habitats
aridos recién formados, en un fase de aridificacion a gran escala en el Holoceno

(Rebernig et al., 2010).
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Estos trabajos representan los primeros estudios filogeograficos realizados
en plantas ambientes aridos del norte del pais, mientras que las especies de los
biomas aridos del centro y centro-sur de México han sido menos estudiadas
(Sosa et al., 2009). Se sabe poco sobre la influencia de los eventos historicos en
la estructura genética de especies del Valle de Tehuacan-Cuicatlan (VTC), el cual
ha experimentado una compleja evolucion geoldgica a lo largo del Cenozoico
(Davalos-Alvarez et al., 2007), y representa uno de los centros de diversificacion
de cactaceas mas importantes de Norte América (Hernandez y Godinez, 1994).

El surgimiento del VTC comenzé al final de Cretaceo, con la orogenia que
formo las tierras altas de la Sierra Madre del Sur (Nieto-Samaniego et al., 2006;
Cerca et al., 2007) y continuo su evolucion durante el Paleogeno hasta el
Cuaternario por la accion de eventos regionales como magmatismo extrusivo e
intrusivo, fallamiento extensivo y desplazamiento de bloques (Moran-Zenteno et
al., 1999; Martiny et al., 2000; en Beraldi-Campesi et al., 20006).

El Valle de Tehuacan es una fosa tectdnica que debe su origen al
hundimiento del bloque estructural al oeste de la falla de Oaxaca con respecto a
la Sierra Mazateca (Nieto-Samaniego et al., 2006; Davalos-Alvarez et al., 2007).
Este medio graben tectonico se constituyo inicialmente como un sistema
endorreico, formando un lago que perduré hasta finales del Terciario (Davalos-
Alvarez et al., 2007). El registro estratigrafico de la regién indica que la evolucién
del Valle de Tehuacan durante el Cenozoico se debe a re-activaciones de la falla
de Oaxaca, las cuales ampliaron la zona de valle, formaron cuencas menores e
interrumpieron la continuidad de algunas cadenas de montafias (Davalos-Alvarez

et al., 2007; Medina-Sanchez, 2010). La presencia de macizos montaiosos
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alrededor del medio graben de Tehuacan genero el aislamiento del valle que le
confirid el ambiente semiarido caracteristico de la region, desde por lo menos el
Eoceno tardio (Beraldi-Campesi et al., 2006) y que se incrementd durante el
Cuaternario (Valiente-Banuet et al., 2006). Debido a las diferencias altitudinales y
de topografia, el interior del Valle ha presentado una variedad de ambientes a
través del tiempo geoldgico (Valiente-Banuet et al., 2000).

Por otra parte, los pocos estudios sobre reconstruccion paleoecoldgica del
sur de México sugieren cambios en la distribucion de las comunidades vegetales
asi como un incremento regional en la aridez posiblemente desde el Oligoceno
(Ramirez-Arriaga et al., 2006). Se ha inferido la presencia de linajes adaptados a
ambientes secos, como cactaceas, agavaceas, leguminosas, compuestas y
gramineas que actualmente son elementos dominantes de los algunos de los
tipos vegetacion xerdfila en la region (Carranza 2001; Cevallos-Ferriz y Ramirez
2004). Es muy probable que en esta region las comunidades vegetales hayan
sido objeto de cambios de altitud, ubicacion y extensién debidas eventos
geoldgicos e incremento en la aridez (Beraldi-Campesi et al., 2006; Ramirez-
Arriaga et al., 2006).

A esta heterogeneidad ambiental a lo largo del tiempo geoldgico se ha
asociado la diversificacion de la flora, incluyendo las cactaceas (Davila et al.,
2002). Actualmente habitan en el VTC 28 géneros con 86 especies de la cuales
21 son endémicas (Arias et al., 2012). Es probable que conforme evolucionara la
geomorfologia del VTC, y se incremento la aridez, se desarrollara el mosaico de
habitats que promovio la evolucion de linajes independientes y, a largo plazo, la

especiacion de cactaceas.
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A este complejo escenario geologico y geomorfolodgico, con la configuracion
de una amplia variedad de paisajes y ambientes, puede estar asociado el
aislamiento geografico, la expansion, fragmentacion de poblaciones y cambios en
el tamafio poblacional de cactaceas. Asi, se evaluo si la estructura filogeografica
de dos especies endémicas con distribucion discontinua esta asociada a la
ampliacion de valles, formacion de cuencas, la interrupciéon de la continuidad de
cadenas montafiosas, que acontecieron en los ultimos millones afios, y en
general, a la amplia heterogeneidad topografica al interior del VTC.

En el VTC se ha observado una notoria asociacion entre la distribucion de
cactaceas y el paisaje (Peters, 2000; Valiente-Banuet, 2001). Las mammillarias y
columnares muestran una fuerte asociacion con la altitud, la pendiente y el
sustrato. De acuerdo con Peters (2000), las mammillarias se pueden separar en
dos grupos: las de altura (2046-2219 m snm) y las de tierra caliente (763-1633 m
snm). Las primeras se establecen en zonas planas con pendiente poco
pronunciada (6-19°), mientras que las segundas en terrenos con pendientes
pronunciadas o acantilados (Peters, 2000). La distribucion de la mayoria de las
cactaceas de habito columnar muestra una fuerte asociacion con la altitud, la
mayor concentracion de ellas se ubica dentro del rango entre 1200-1400 m snm,
aunque algunas especies se encuentran a una altitud mayor, 1600-1900 m
(Serrano-Estrada, 2010), asi como a afloramientos litologicos y tipos de suelo
(Valiente-Banuet, 2001; Zavala-Hurtado, 1982).

Se emplearon dos cactaceas endémicas con distribucion geografica y
caracteristicas ecologicas contrastantes: un cacto globoso, Mammillaria

pectinifera F.A.C. Weber, Dict. Hort., y Cephalocereus columna-trajani (Karw. Ex
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Pfeiff.) K. Schum., Pflanzenr., un cacto columnar, para analizar la relacion entre la
estructura genética y evolucion del paisaje que ha dado lugar al mosaico de
habitats donde ocurri6 la radiacién de columnares mexicanas y algunas
mammillarias a lo largo del Neogeno (23.03 m.a.).

Mammillaria pectinifera se distribuye discontinuamente en el norte el VTC.
Las pequefas poblaciones restringen a montafas planas, dentro de un rango
altitudinal de 1778-2130 m (Zavala-Hurtado y Valverde-Padilla, 2003). Es posible
que dichas montafias hayan estado aisladas geograficamente por largos periodos
de tiempo. Por otra parte, la especie presenta baja capacidad de dispersién la
cual puede restringir flujo génico. En contraste, Cephalocereus columna-trajani se
distribuye ampliamente a lo largo del valle en laderas montafias a una altitud entre
800-1800 m sobre afloramientos de rocas calizas (Valiente-Banuet, 2001), en
terrenos muy accidentados (pendiente media = 10.7°), con suelos muy
pedregosos, someros y caracterizados por una elevada cantidad de materia
organica, fosforo, sodio y magnesio (Zavala-Hurtado, 1982). Aunque se ha
estimado que este cacto tiene un origen reciente (Pleistoceno), abunda dentro del
VTC, debido en parte a que la dispersion de semillas se ve favorecida por la
interaccidn que mantiene con murciélagos. Es probable que las poblaciones de C.
columna-trajani se expandieran conforme se ampliaba su habitat a lo largo del
VTC.

La hipdtesis general que se puso a prueba es que la distribucién actual, la
estructura genética y divergencia de linajes de Mammillaria pectinifera 'y

Cephalocereus columna-trajani han sido moldeadas por los eventos geoldgicos y
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geomorfolégicos del Valle de Tehuacan-Cuicatlan ocurridos a lo largo del
Neogeno.

El objetivo general de esta investigacion fue analizar la estructura
filogeografica de dos cactos endémicos con distribucion discontinua, mediante
secuencias de ADN de cloroplasto, para inferir eventos de aislamiento geografico,
expansion poblacional y cambios en el tamafio poblacional asociados a la
evolucion geomorfolégica reciente y contribuir a explicar los procesos que
subyacen al origen, distribucion, especiacién y mantenimiento de la biodiversidad
de cactaceas en el VTC.

Los objetivos especificos consistieron en: a) conocer el estado de
conocimiento de los estudios sobre estructura genética que han contribuido a
explicar la evolucion en cactaceas y sus poblaciones, b) determinar si en el cacto
globoso Mammillaria pectinifera, el aislamiento geografico ha sido un factor que
promueve la divergencia poblacional, y a largo plazo la especiacion y c) inferir si
la estructura genética de C. columna-trajani es resultado de un proceso de
expansion, posiblemente a causa la expansion de su habitat.

México alberga la mayor riqueza especies de cactaceas a nivel mundial
(660) y mayor numero de especies endémicas (78%), por lo que es considerado
un pais altamente prioritario para la conservacion de la familia (Ortega-Baez y
Godinez-Alvarez, 2006). Sin embargo, 263 especies que representan el 39.83%
de las especies se encuentran enlistadas en la NOM -059-ECOL-2001
(SEMARNAT, 2002) bajo alguna categoria de riesgo para su conservacion (Arias
et al., 2005; Ortega-Baez y Godinez-Alvarez, 2006). De de los cuatro principales

centros de diversidad (México y suroeste de Estados Unidos; Andes centrales;
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este de Brasil; Oeste y Sur de Brasil, Paraguay, Uruguay y sur y este de
Argentina), el mayor numero de especies amenazadas se encuentra en México
(Hernandez y Godinez, 1994; Boyle y Anderson 2002). La colecta ilegal, trafico
internacional y cambio de uso de suelo, son los principales factores que ponen en
riesgo su preservacion (Boyle y Anderson 2002).

Por otra parte, la combinacion de caracteristicas bioldgicas y ecologicas
gue presentan las cactaceas hace que la vulnerabilidad a las perturbaciones se
incremente. La mayoria de ellas presentan distribucion restringida a habitats
especificos, o presentan algun grado de rareza; ciclos de vida largos, tasas de
crecimiento y reclutamiento bajas o negativos, caracteristicas que dificultan el
restablecimiento demografico después de una perturbacion (Hernandez y
Godinez, 1994).

Aun nos encontramos lejos de comprender el patrén de rapida
diversificacion del grupo, por lo que es urgente implementar estudios
filogeograficos pueden contribuir a explicar los procesos responsables de su
origen y diversificacion. Esta informacion sera util para mejorar las acciones para
su preservacion. Dentro de las regiones aridas mexicanas consideradas
prioritarias para la conservacion del grupo es urgente contar con informacion
genética de las especies de estas zonas, que expliquen los procesos historicos,
ecoldgicos y evolutivos que mantienen su diversidad. Por otra parte, comprender
la diversificacion de cactaceas y su relacidon con evolucion geomorfologica
ayudara a comprender la diversificacion de la flora de ambientes aridos

mexicanos, que son reconocidos a nivel mundial como regiones con alta riqueza
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biolégica y endemismos, y al mismo tiempo a conservar las comunidades
vegetales.

Esta tesis se encuentra organizada en tres capitulos, en el Capitulo | se
presenta una sintesis de las investigaciones realizadas con especies silvestres,
las cuales se basan principalmente en el enfoque de la genética de poblaciones
clasica. Se mencionan algunas hipotesis preliminares sobre la importancia relativa
de las fuerzas evolutivas y su efecto en la estructura y especiacién de cactos. Se
discute la urgencia de implementar estudios filogeograficos que permitan poner a
prueba hipodtesis biogeograficas relacionadas con eventos geologicos y
geomorfoldgicos, particularmente aquellos ocurridos desde el Mioceno, y los
cambios climaticos del Pleistoceno.

En el Capitulo Il se presenta el analisis de la estructura genética y edades
de origen y divergencia de los haplotipos de Mammillaria pectinifera. En la
hipdtesis se plante6 que si el aislamiento poblacional, posiblemente durante
largos periodos de tiempo, y la baja capacidad de dispersion han restringido
fuertemente el flujo génico, entonces es posible encontrar linajes de haplotipos
estructurados geograficamente y una alta diferenciacion genética. El objetivo en
este capitulo fue determinar si el aislamiento geografico, debido a la evolucion del
paisaje a lo largo del Plioceno/Pleistoceno, ha sido un factor determinante de la
distribucion, origen y estructura genética de M. pectinifera.

En el Capitulo Ill se estudio la estructura filogeografica del cactus columnar
Cephalocereus columna-trajani En la hipdtesis se puso a prueba fue que si las
poblaciones de C. columna-trajani se han expandido conforme su habitat lo hizo,

la diferenciacién genética seria baja y se encontraria uno o varios haplotipos con
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distribucion amplia. Asi, el principal objetivo de este capitulo fue inferir C.
columna-trajani si la distribucion actual y estructura genética reflejan un proceso

de expansion, como resultado del surgimiento y expansion de su habitat.
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Capitulo |

Estructura genética y filogeografia en cactaceas

En este capitulo se presenta una sintesis de los estudios sobre genética de
poblaciones clasica y filogeografia que brindan informacion de los principales
procesos microevolutivos y factores histéricos que han moldeado la estructura
genética de cactaceas, los cuales representan el punto de partida para explicar la
especiacion en algunas especies.

Los estudios estan enfocados a especies de la subfamilia Cactoide, en
particular a especies de las tribus Cacteae, Cereeae y Pachycereeae. Dentro de
éstas, las columnares y muestran el flujo génico ha jugado un papel importante en su
evolucion y que en globosas, con distribucion restringida y tamafios poblacionales

pequefos, la deriva génica puede ser determinantes en su alta diferenciaciéon
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poblacional. Por otra parte, es notoria la falta de estudios sobre el papel de la
seleccion natural en la rapida especiacion de cactus.

Observamos que en la mayoria de los estudios no se han puesto a prueba
hipétesis biogeograficas relacionadas con eventos tecténicos ocurridos a lo largo del
Mioceno, particularmente en las regiones aridas del norte de América, centro de
México y la regidn andina las cuales presentan una compleja topografia y alta
diversidad de especies.

En la mayoria de las cactaceas estudiadas del norte de Sudamérica, ubicadas
en la region pericaribea, los cambios climaticos del Pleistoceno son considerados un
factor importante que ha moldeado la distribucién y la estructura genética. Sin
embargo, en el suroeste de Norte América se tiene un escaso de la influencia de los
cambios climaticos del Pleistoceno en la estructura genética de las especies. Se
discute la necesidad de ampliar los estudios filogeograficos, considerando los
eventos geo-climaticos a lo largo del Neogeno ocurridos en México, para poner a
prueba procesos de especiacidn por alopatria, eventos de expansion; ponderar la
importancia de seleccion natural y la deriva génica; y comprender el impacto de las
fluctuaciones climaticas del Pleistoceno.

El escrito que se presenta a continuacion consiste del articulo de revision

publicado en la revista Cactaceas y Suculentas Mexicanas.
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Estructura genética y filogeografia en cactaceas

Cornejo-Romero Amelia'2, Vargas-Mendoza Carlos Fabian?,
Valverde Pedro 2 & Rendén-Aguilar Beatriz? *

Resumen

Hay un creciente interés por identificar los procesos de especiacién de plantas de biomas aridos
mexicanos que originaron su alta diversidad florfstica, entre ellas destacan las cactaceas. El anélisis
de la genética de poblaciones y la filogeografia permiten inferir los procesos ecolégicos e histéricos
relacionados con el origen, distribucién de la diversidad y la especiacién a nivel infraespecifico. Se
presenta una revisién de los estudios sobre estructura genética que pueden contribuir a explicar
la especiacién de cactdceas. Se describio el papel que tienen los procesos microevolutivos (p.e.
seleccién natural, deriva génica) en la diversificacién de los cactus y se discute la importancia de
poner a prueba, desde el enfoque filogeografico, hipétesis histéricas sobre vicarianza y dispersion,
asi como determinar el efecto de las fluctuaciones climaticas del Pleistoceno en la divergencia de
linajes, para comprender el impacto de estos eventos histéricos en la evolucién del grupo.
Palabras clave: Cactaceae, estructura genética, filogeografia, mecanismos evolutivos, especiacién,
eventos histéricos.

Abstract

There is a growing interest in identifying plant speciation processes of Mexican arid biomes that
originated its high flora richness, including cacti. Population genetics and phylogeography analysis
allow to infer ecological and historical processes related to origin and distribution of diversity
and speciation at infra specific level. We provide a review of knowledge of genetic structure that
contributes to explain cacti speciation. We described the relative role of the different microevolutive
mechanisms (e.g., natural selection, genetic drift) in the diversification process of cactus and we
discuss how future phylogeography studies are likely to shed light on vicariance and dispersal, as
well as Pleistocene climatic fluctuations on lineage divergence and speciation.

Key words: Cactaceae, genetic structure, phylogeography, evolutive mecanisms, speciation,
historical events.

Introduccion los taxa de biomas dridos de América. Los

estudios basados en filogenias moleculares

La familia Cactaceae representa una delas  gefalan que este grupo monofilético presen-
radiaciones evolutivas mds llamativas de g altas tasas de especiacion y la radiacién
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6  CACTACEAS ysumlentas mexicinas

ocurrié recientemente durante la expansién
de ambientes dridos, probablemente en el
Mioceno/Plioceno (Herndndez-Herndndez
2010; Arakaki er al. 2011, Barcenas et al.
2011). La radiacién coincide con la re-
duccién global en la precipitacién y en la
concentracion de CO, (Arakakier al. 2011),
asf como eventos geolégicos continentales.
Estos incluyen la elevacién de sistemas
montafosos en norte y Sudamérica que
aislaron cuencas, intensificaron las condi-
ciones de aridez y configuraron la amplia
variedad de habitats que las cactéceas co-
lonizaron exitosamente (Rzedowski 1962;
Hershkovitz & Zimmer 1997; Ritz et al.
2007; Herndndez-Hernédndez 2010; Arakaki
etal. 2011). Sin embargo, se sabe poco sobre
el papel de los procesos microevolutivos
(seleccién natural, flujo génico, endogamia
y deriva génica) y su importancia relativa
en la especiacién de cactéceas a nivel in-
fraespecifico. La genética de poblaciones
y la filogeografia ofrecen las herramientas
para inferir los procesos microevolutivos,
los factores ecoldgicos e histéricos que
subyacen al origen y distribucién de la
diversidad genética y la especiacién (Avise
2000; Beheregaray 2008).

Durante mucho tiempo se ha mante-
nido la idea de que la seleccién natural es
una fuerza determinante en la evolucién de
cactéceas (Gibson & Nobel 1986; Landrum
2002). Sin embargo, no se han reportado
trabajos en los que se mida la seleccidn, se
muestre evidencia contundente de su papel
en la diversificacién y se determine el valor
de los caracteres adaptativos mdés alld de
los sindromes de polinizacién (Gibson &
Nobel 1986).

Recientemente, Gorelick (2009) propuso
que la deriva génica puede ser una fuerza
evolutiva mas importante que la seleccién

natural o reduce su intensidad, pues gran
parte de las cactéceas tienen tamafos efec-
tivos poblacionales () pequefios, son en-
démicas y se distribuyen de manera restrin-
gida. Otra condicién que da sustento a esta
hipétesis es que probablemente el tamafio
poblacional de los cactus se mantenga bajo
durante largos periodos de tiempo debido a
que el reclutamiento ocurre ocasionalmente
(en pulsos sincronizados con eventos de pre-
cipitacién) y que varias especies muestran
tasas de crecimiento poblacional negativo
(Godinez-Alvéarez et al. 2003).

Los N, reducidos, el endemismo y la
distribucién restringida propician una alta
endogamia local e incrementan la intensi-
dad de la deriva, en particular en especies
que presentan autofertilizacién (Gorelick
2009). Las cactdceas més propensas a la
endogamia son aquellas especies con ciclos
de vida cortos como las globosas que tien-
den a presentar sistemas de apareamiento
mixtoy autogamia, mientras que las menos
propensas son las Pachycereeae, especies en
las que predomina el entrecruzamiento y
presentan ciclos de vida largos (Mandujano
et al. 2010).

Entre mayor sea la endogamia menor
serd el N,y mayor el papel de la deriva
(Gorelick 2009). Por lo que puede esperarse
que en globosas la deriva y la endogamia
actten con gran intensidad y tengan un
efecto importante en su especiacién.

Los estudios genéticos realizados en
las cactdceas columnares que son polini-
zadas por murciélagos sefialan que el flujo
génico tiene un efecto homogeneizador
entre poblaciones (Hamrick er al. 2002).
Por otra parte, en especies polinizadas por
animales con baja vagilidad, el flujo génico
restringido puede intensificar la divergencia
poblacional. Es probable que en cactéceas
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con ciclo de vida corto y crecimiento globo-
so el flujo génico restringido sea un factor
que promueva la especiacién (Mandujano
et al. 2010).

Con respecto a los eventos histéricos,
se conoce poco sobre el efecto de eventos
biogeogréficos, evolucién geomorfolégica
y fluctuaciones climéticas en la estructura
genética de cactdceas y su diversificacién
(Nason er al. 2002). A lo largo del tiempo,
los eventos histéricos modifican la distri-
bucién espacial propiciando el desarrollo
de diferencias genéticas entre poblaciones
como resultado del aislamiento espacial y
reproductivo, asf como de la seleccién local
adaptativa, los cuales a largo plazo pueden
llevar a la especiacién (Fox et al. 2001).
En Norte América a lo largo del Plioceno
y Pleistoceno los eventos biogedgraficos
y climéticos configuraron la distribucién
actual de los biomas aridos, de manera que
estos eventos pudieron tener un fuerte
impacto en la distribucién de la variacién
genética de cactus y su especiacién. Dado
que en algunas cactdceas cercanamente
emparentadas prevalece la distribucién
segregada, particularmente en aquéllas de
las regiones dridas y semiéridas del norte de
México, se ha planteado que la especiacién
alopétrica puede ser el modo dominante
de especiacién en las cactdceas de Norte
América, aunque es necesario poner a prue-
ba esta hipétesis (Gibson & Nobel 1986;
Herndndez & Gémez-Hinostrosa 2011).

En la presente revisién se analiza la
informacién disponible sobre estructura
genéticay filogeograffa en cactédceas a fin de
evaluar los principales patrones y procesos
microevolutivos que contribuyen a explicar
la especiacién. México es un sitio clave en
la radiacién evolutiva de cactéceas, pues
representa el principal centro de diversi-

dad a nivel mundial (Godinez-Alvarez &
Ortega-Baez 2007), por lo que es urgente
determinar como estd configurada espa-
cialmente la diversidad genética, analizar el
papel de las fuerzas microevolutivas e inferir
el impacto de los eventos geoclimaticos en
su evolucidn.

Material y métodos

Se realiz6 la busqueda de estudios sobre va-
riacién genética y estructura poblacional en
cactéceas publicados en bases de datos electré-
nicas como [SI WEB of Knowledge de Thompson
Scientfic 'y Biological Abstracts. La busqueda de
informacién se realiz6 empleando términos
como genetic diversity, genetic structure, genetic di-
fferentiation, phylogeography v Cactaceae en titulo,
resumen y palabras clave en todos los articulos
publicados de 1990 a 2012. Asimismo, se hizo
una bisqueda de tesis a nivel nacional en la base
de datos tesiunam.

La base de datos incluye estudios en los que
se reportan estimadores bésicos de la diversidad
y estructura genética (H_y F,) los cuales son
comparables entre estudios y permiten inferir las
fuerzas evolutivas. Los estimadores que reportan
los estudios se obtuvieron a partir de isoenzimas,
RAPD ’s y microsatélites. Esta base se ordené de
acuerdo a la subfamilia Pereskioideae, Opun-
tioideae y Cactoideae. En ésta tltima los datos
se ordenaron por tribus (Cacteae, Pachycereeae
y Cereeae). Se compararon los estimadores de
diversidad y estructura entre especies con base
en las caracterfsticas de historia de vida (sistemas
de apareamiento, polinizacién y dispersién) y
se describen las principales fuerzas evolutivas y
factores histéricos que han tenido una influencia
importante en la configuracién genética de las
especies. Se discute la urgencia de implementar
métodos y andlisis filogeogréficos para poner
a prueba hipdtesis biogeograficas relacionadas
con los eventos geoclimaticos que dieron origen
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FOTO 2. Neobuxbaumia tetetzo.

a la expansion de biomas dridos mexicanos y
puedan explicar la especiacién de cactdceas a
nivel infraespecifico.

Resultados
Los estudios sobre estructura genética y

filogeografia que contribuyen a explicar
la evolucién a nivel infraespecifico en la

familia Cactaceae se encuentran en su
etapa inicial. De las més de 2000 cactaceas
descritas, sélo se han analizado alrededor
de 28 especies silvestres, las cuales estdn
comprendidas en 14 de los cerca de 100
géneros reconocidos. Los estudios estédn
sesgados hacia la subfamilia Cactoideae, en
particular miembros de las tribus Cacteae,
Pachycereeae y Cereeae de los nueve que
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comprende la subfamilia. Los miembros
de Pereskioideae y Opuntioideae son los
menos estudiados y ninguna especie de
Maihueinioideae ha sido analizada (Cuadro
1). Por lo que los resultados descritos aqui
deben considerarse exploratorios.

En Norte América se han examinado
principalmente especies de la subfamilia
Cactoideae, cuatro pertenecen a la tribu
Cacteae y 12 a Pachycereeae. Estas se
distribuyen en los desiertos de Sonora y
Baja California y en la regién semidrida
del Valle de Tehuacan en Puebla, a excep-
cién de la globosa Astrophytum asterias del
desierto Chihuahuense (Cuadro 1). No se
han reportado estudios de la zona arida
Queretano-Hidalguense de México.

En Sudamérica se ha estudiado una es-
pecie de la subfamilia Pereskioideae y una
de Opuntioideae. Dentro de las Cactoideae
se incluye a un miembro de Pachycereeae y
nueve de Cereeae (Cuadro 1). Los estudios
se concentran en la regién drida pericari-
bena de Venezuela, la vegetacién brasilefia
denominada caatinga y las islas Galdpagos.
No se han reportado trabajos de la regién
arida andina. Tanto en Norte América
como en Sudamérica, la mayoria de las
cactéceas estudiadas son endémicas y de
distribucién restringida (Cuadro 1). En el
caso de las especies con distribucién amplia
sélo se han estudiado algunas poblaciones
dentro de un mismo pafs o region.

En el cuadro 2 se sintetiza la infor-
macién sobre los estimadores genéticos,
caracterfsticas de historia de vida, eventos
histéricos y fuerzas microevolutivas que
han moldeado la estructura genética en
cactus. Como se observa en el cuadro 2, las
isoenzimas son el principal marcador mole-
cular empleado, con el 72% de los trabajos,
mientras que los RAPD’s y microsatélites

se han utilizado en menor proporcién. Los
cactus de habito columnar y &rboreo son
los més estudiados, seguidos de los globosos
y arbustivos (Cuadro 2). En las especies
de Pachycereeae se observa cierta corres-
pondencia entre los atributos genéticos y
las caracteristicas ecolégicas, aunque en
Cereeae no sucede lo mismo (Cuadro 2).
Asimismo, se observa que en la mayoria
de las especies de Pachycereeae y Cacteae
no se ha profundizado en los aspectos his-
téricos que contribuyen a inferir el papel
de las fuerzas evolutivas (Cuadro 2). A
continuacién se describen en mayor detalle
los resultados de las especies reportadas y
algunas conclusiones relevantes sobre los
procesos microevolutivos.

Pereskioideae y Opuntioideae

El Gnico estudio reportado de la subfamilia
Pereskioideae se realiz6 en Pereskia gua-
macho. La especie presenté alta diversidad
genética (H =0.239), la cual se concentra
en poblaciones del noroeste de Venezuela.
En poblaciones de la peninsula de Paragua-
né la variacién fue menor, posiblemente
como resultado del aislamiento geogréfico
que impidié la reintroduccién de alelos
del continente y la reduccién del tamafo
poblacional (Nassar er al. 2002). La dife-
renciacién genética (0=0.112) se atribuyé
a la distribucién amplia y continua de las
poblaciones que favorecen el flujo de genes,
atn cuando la polinizacién y dispersion sea
mediada por insectos.

En la familia Opuntioideae, se evalto
el papel de la especiacién alopatrica a fina
escala de las tres variedades de Opuntia
echios (var. echios, var. gigantea y var. zaca-
na), distribuidas alrededor de la Isla Santa
Cruz e islas satélite en las Galdpagos (Hel-
sen et al. 2011). Se detectaron, mediante
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CUADRO 1. Cactéceas estudiadas con el enfoque de la genética de poblaciones y filogeografia. Las especies
estdn ordenadas de acuerdo a la subfamilia y tribu dentro de Cactoideae (Bércenas er al. 2011). Se indica
distribucién regional y continental. Fotos 1-7.

Especie Subfamilia/Tribu Distribucién

Pereskia guamacho P Endémica de Venezuela y Colombia ®

Opuntia echios O Endémica de las Islas Galdpagos, Ecuador ®

Astrophytum asterias C/Cac Edémica del desierto Chihuahuense &

Mammillaria crucigera C/Cac Endémica del VIC o

Mammillaria napina C/Cac Endémica del VIC o

Mammillaria sphacelata C/Cac Endémica del VIC o

Carnegfea gigantea C/Pac Endémica del Desierto Sonorense ¢

Cephalocereus columna-trajani C/Pac Endémica del VIC o

Cephalocereus totolapensis C/Pac Endémica de Oaxaca ¢

Lophocereus schottii C/Pac Amplia desde Sinaloa, Baja California y Arizona #

Neobuxbaumia macrocephala C/Pac Endémica del VIC o

Neobuxbaumia mezcalaensis C/Pac Amplia desde la Cuenca del Rio Balsas y el VIC o

Neobuxbaumia tetetzo C/Pac Endémica del VCT o

Pachycereus pringlei C/Pac Endémica del Desierto Sonorense ¢

Stenocereus eruca C/Pac Endémica, restringida a dreas costeras de las planicies
de Magdalena, Baja California Sur ¢

Stenocereus griseus C/Pac Amplia, en Venezuela ®

Stenocereus gummosus C/Pac Endémica del Desierto Sonorense ¢

Stenocereus stellatus C/Pac Endémica del Centro de México ¢

Stenocereus thurberi C/Pac Endémica del Desierto Sonorense ¢

Cereus repandus C/Cer Amplia, Venezuela ®

Melocactus concinnus C/Cer Amplia, Brasil ¢

Melocactus curvispinus C/Cer Ar{}ili,z ir;IaCe.ntro América, sur de México y

Melocactus glaucescens C/Cer Endémica de Brasil ©

Melocactus paucispinus C/Cer Endémica de Brasil (Bahia) ©

Pilosocereus lanuginosus C/Cer Arr/;};lii,laciersﬁeen;/reersle.zuela, Ecuador, Perd, Colombia,

Pilosocereus machrisii C/Cer Restringida al este de Brasil en poblaciones agregadas ®

Pilosocereus tillianus C/Cer Endémica de Venezuela ¢

Praccereus euchlorus C/Cer Amplia (sureste de Brasil, Andes y Venezuela), con

poblaciones agregadas *

Subfamilia: Pereskioideae, P; Opuntioideae, O; Cactoideae, C. Tribus dentro de Cactoideae: Cacteae, Cac;
Cereeae, Cer; Pachyceereae, Pac. Norte América ¢; Sudamérica ; Valle de Tehuacdn-Cuicatldn, VIC
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FOTO 5. Cephalocereus totolapensis.

microsatélites, dos grupos genéticos: el
primero formado por todas las opuntias
de Santa Cruz (var. echios y var. gigantea)
y el segundo por las opuntias de las islas
satélite Syemour Norte y Daphne Mayor
(var. echios y var. zacana). La formacion de
estos dos grupos puede ser resultado del
aislamiento de Daphne Mayor del resto de
las islas, en el Gltimo méaximo glacial. Por
otra parte, el patrén de aislamiento por
distancia observado entre las poblaciones
del noroeste y el resto de la Isla Santa Cruz

se explica a partir de la hipdtesis sobre la
presencia de barreras locales al flujo génico.
Dichas barreras consistieron de campos de
lava estéril, originadas por la actividad vol-
cénica, que impidieron la colonizacién de O.
echios hasta que cambiaron las condiciones
ecolégicas.

Cactioideae

Cacteae. En Norte América el género
més estudiado de esta tribu corresponde
a Mammillaria. Los atributos genéticos
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observados de Mammillaria crucigera, M.
napinay M. sphacelata, endémicas del Valle
de Tehuacidn-Cuicatlan (VTC), consisten
en una alta diversidad (H,=0.591, 0.722 y
0.699, respectivamente) y baja diferencia-
cién genética, a excepcion de M. crucigera
(R;;,=0.591) que mostré la diferenciacién
més alta de todas las globosas (Cuadro 2).
La estructura genética de M. crucigera, M.
napina se asocia con la distribucién discon-
tinua y la endogamia local que promueven
los insectos (himenopteros, dipteros y
coleépteros) que de acuerdo con la morfo-
logfa floral, probablemente las polinizan.
La deriva génica puede ser un factor deter-
minante en la estructura genetica pues las
poblaciones estan formadas por un ndmero
reducido de individuos, a excepcién de M.
sphacelata (Ibarra 2009; Tapia 2011). Dado
que M. sphacelata presenta reproduccién
mixta, se sugiere que la endogamia puede
ser favorecida por la reproduccién asexual y
dispersién de rametos (Tapia 2011).

Pachyceereae. Independientemente del
marcador molecular empleado, la mayor
parte de las especies de la tribu Pachy-
cereeae muestran una alta diversidad
genética (H, =0.129-0.402) y un nivel de
estructuracién bajo (F.,=0.017-0.281)
(Cuadro 2). Estos valores estdn dentro de
los rangos de diversidad y diferenciacién
genética reportados para especies lefiosas
de vida larga, polinizadas y dispersadas
por animales, as{ como en los rangos ob-
tenidos para columnares norte americanas
(Hamrick er al. 2002). Cerca de la mitad de
las especies presentan entrecruzamiento
obligado, dispersién a larga distancia y
polinizacién por animales, principalmente
murciélagos (Cuadro 2). Estos son con-
siderados los polinizadores efectivos de

columnares y son capaces de desplazase
grandes distancias, hasta 40 km por noche
(Rojas-Martf-nez & Valiente-Banuet 1996,
2002; Nassaret al. 1997). Este intenso flujo
de genes puede evitar la acumulacién de
diferencias genéticas que llevan a la diver-
gencia poblacional.

Dentro de los estudios realizados en
especies norteamericanas, el de Esparza-
Olguin (2005) puede ilustrar sobre la alta
diversidad que muestran las cactéceas co-
lumnares. Se comparé la diversidad genética
y el grado de rareza (en relacién al rango de
distribucién) de Neobuxbaumia macrocepha-
la, N. mezcalaensis y N. teterzo, siendo la
primera la de distribucién maés restringida
dentro del VIC y la tltima de distribucién
més amplia. La diversidad genética de las
tres columnares es alta (H _=0.335, 0.402
v 0.307, respectivamente) e independiente
del grado de rareza. Dado que la diversidad
genética es mayor a la reportada en otras
especies raras, se concluyé que en estas
especies, la diversidad genética no esta re-
lacionada con el nivel de rareza. Debido a
que N. macrocephala presenta una variacién
genética mayor a la esperada, se considera
que la especie proviene de poblaciones més
amplias y diversas; los resultados positivos
de un analisis de cuello de botella reciente
apoyan esta hipétesis.

En cuatro poblaciones de Stenocereus
stellatus, establecidas en un abanico aluvial
de posible origen holocénico, se estudié si
la estructura genética estaba influenciada
por el grado de evolucién edéfica de las
cuatro terrazas que forman dicho abanico
(Cornejo-Romero 2004). Se encontrd una
alta diferenciacién local (F.,=0.106) que
se relacioné con el reclutamiento diferen-
cial en las terrazas, el cual a su vez estéd
condicionado por el desarrollo edéfico.
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Este originé un gradiente de aridez, en el
cual las terrazas antiguas tienen suelos
mads éaridos y en ellos predomina el recluta-
miento clonal. Mientras que el resto de los
suelos, de formacién mds reciente, ofrece
un microambiente més himedo que favo-
rece el reclutamiento via semillas. El tipo
de reclutamiento predominante entre los
pisos del abanico pudo originar una com-
posicién genética distinta y llevar a la alta
diferenciacién local. Por lo que es probable
que la heterogeniedad microambiental sea
un factor que contribuya a la divergencia
de las poblaciones de S. stellatus y limite el
flujo génico dentro de esta geoforma. Otra
posible explicacién, que requiere ponerse a
prueba, esté relacionada con la seleccién na-
tural dirigida por estrés hidrico entre pisos
que promovié la diferenciacién genotipica.

Los dos estudios con enfoque filo-
geogréfico que ponen a prueba hipotesis
biogeograficas pertenecen al Desierto So-
norense y corresponden a Lophocereus schottis
y Stenocereus gummosus. Las poblaciones de
estas especies muestran linajes genéticos,
estructurados geograficamente a causa de
la vicarianza y dispersién, asi como a los
cambios climdticos del Pleistoceno. En
L. schottii se encontré evidencia de vicarian-
zay dispersién. La divisién de los filogrupos
de Baja California y Sonora se explican por
dos eventos de vicarianza, uno asociado con
la separacién de la peninsula del continente
y el segundo por la invasién del mar a la
peninsula (Nason et al. 2002). Asimismo, se
infirié que las poblaciones se expandieron
hacia el norte de Baja California a partir de
un Gnico refugio ubicado al sur, durante los
ciclos de contraccién y expansién del Pleis-
toceno. Lo anterior se basé en el hecho de
que los pardmetros de diversidad genética
disminuyen conforme aumenta la latitud;

y que las poblaciones del norte (derivadas)
se anidan dentro del filogrupo formado por
las poblaciones del sur (ancestrales).

En S. gummosus el origen disyunto de las
poblaciones de la peninsula y las islas de
Baja California, asf como las de Sonora, se
atribuye, en parte, a la dispersién histérica.
En las poblaciones peninsulares de S. gum-
mosus también se observéd una correlacién
entre diversidad genética y latitud, la di-
versidad genética disminuye conforme au-
menta la latitud aunque esta correlacién es
maés débil que la reportada en L. schottii. Lo
anterior sugiere que ambas especies presen-
tan una estructura genética concordante,
derivada de una historia ambiental comdn
(Clark-Tapia & Molina-Freaner 2003).

Hasta la fecha sélo se ha publicado un
trabajo donde se encuentra evidencia de
especiacién (Molina-Freaner & Clark-Tapia
2009). Dado que la composicién alélica de
S.eruca es un subgrupo de lade S. gummosus
v que el porcentaje de loci polimérficos,
ntmero de alelos promedio por locus y
heterocigosis son menores en S. eruca que
en S. gummosus (H, =0.154 y 0.261, respec-
tivamente), se determiné que S. eruca derivé
recientemente de S. gummosus.

La moderada variacién genética y baja
diferenciacién de la especie venezolana
Stenocereus griseus (H,=0.182 y G,=0.092
respectivamente) se relacioné con el sin-
drome quireptéfilo y se considera que las
barreras geograficas que actualmente sepa-
ran a las poblaciones son insuficientes para
promover la especiacién.

Cereeae. Las especies estudiadas de la tribu
Cereeae pertenecen a los géneros Cereus, Pi-
losocereus, Praecereus y Melocactus, los cuales
mostraron una diversidad de moderada a
alta (H,=0.145-0.443), y una divergencia
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=
FOTO 6. Astrophytum asterias.

poblacional con la misma tendencia (0.126—
0.484), si se excluyen las tres especies de
melocactos brasilefios sujetos a un fuerte
impacto antropogénico (M. glaucescens, M.
paucispinus 'y M. concisnus) (Cuadro 2).

El patréon de diversidad en Melocactus
se asocid a caracterfsticas como sistema
reproductivo mixto, auto-compatibilidad;
polinizacién y dispersién restringidas, me-
diadas por colibries territoriales e insectos.
Se planted que la diferenciacién genética se
debe a que las poblaciones se encuentran
aisladas como resultado de las contrac-
ciones y expansiones de las zonas dridas,
hace aproximadamente 18000 afios, y han
impedido el contacto genético (Nassar et al.
2001; Moraes et al. 2005; Mota-Lambert et
al. 2006a, b). En general, la diferenciacién
interpoblacional se relacioné con la accién
de deriva génica, escaso flujo de genes y
endogamia (Nassar er al. 2001; Moraes et
al. 2005; Mota-Lambert et al. 2006a, b).
La deriva génica puede ser resultado de la
reduccién del tamafio poblacional asociado
a la fragmentacién y el aislamiento pobla-
cional. El flujo génico local se favorece por la
conducta territorial del colibri polinizador,
Chlorostilbon aureoventris. Es muy probable
que ocurra endogamia biparental pues la

dispersién de semillas la realizan lagartijas
v hormigas, cuya capacidad de dispersién
es limitada.

La diversidad del melocacto venezolano,
M. curvispinus, es moderada (H =0.145)
y sus poblaciones mostraron niveles de
heterocigosidad variables. Es probable que
aquellas poblaciones con alta heterocigosi-
dad formaran parte de una vegetacién arida
mas amplia que mantenia poblaciones gran-
des durante el Gltimo glacial maximo. En
cambio, en las poblaciones menos diversas,
aisladas geogréficamente, es posible que la
deriva génica haya reducido la variacién
(Nassar er al. 2001).

La alta diversidad y baja diferenciacién
genética de la columnar venezolana Pifoso-
cereus lanuginosus (H, =0.274 y G_,=0.043,
respectivamente) pueden deberse al alto
flujo génico que promueve el murciélago
nectarivoro Leptonycteris curasoae (Cuadro
2). La alta diversidad encontrada en el no-
roeste de Venezuela y su mantenimiento
se asocié con la disponibilidad de hébitats
grandes y estables que se distribuyen de
manera continua, posiblemente desde el
Terciario Tardio (Nassar et al. 2003).

Al este de Brasil, las poblaciones de
Pilosocereus machrisii presentan una alta
diversidad genética (H, =0.38) y un gran
nimero de alelos raros (Cuadro 2, Moraes
et al. 2005). Es posible que las poblaciones
aisladas se diferenciaran genéticamente
como resultado de los eventos de expan-
sién-contraccién de ambientes aridos y, al
re-establecer el contacto, incrementaran
su variacién. La pronunciada diferencia-
cién genética de P. machrissii (0=0.281)
puede atribuirse a que sus poblaciones
son pequefas y aisladas, as{ como a la
endogamia biparental, la seleccién contra
heterocigotos y al flujo génico restringido
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por largos periodos (Moraes er al. 2005).
Esta diferenciacién y el hecho de que no
se detecté un patrén de aislamiento por
distancia, apoyan la hipdtesis de fragmen-
tacién de poblaciones grandes, distribuidas
ampliamente en el Cuaternario cuando el
clima frio y seco favorecié la expansion de
hébitats xéricos (Pennington er al. 2000;
Moraes et al. 2005).

La diversidad genética de la columnar
Pilosocereus tillanus (H,_=0.352) es alta 'y se
explica no solo la poliploidia, por el alto flujo
de genes que promueven los murciélagos y
aves, sino también porque es posible que las
dos poblaciones fragmentadas representan
relictos de una distribucién mas amplia que
han mantenido altos niveles de diversidad.
Se considera que es probable que las pobla-
ciones se contrajeran durante los cambios
ciclicos del Cuaternario y que la diversidad
refleje al mismo tiempo una relativa esta-
bilidad demogréfica (Figueredo er al. 2010).

Dentro de la tribu Cereeae, Praecereus
euchlorus mostré la diversidad genética
més alta y al mismo tiempo la mayor
diferenciacién (H,=0.443 y G.,=0.484),
estos atributos genéticos se relacionan
con fragmentacién, tamafio poblacional
reducido, endogamia biparental, asi como
seleccion natural y flujo génico restringi-
do. En contraste, Cereus repandus mostrd
valores similares a columnares de la tribu
Pachycereeae (H,=0.242 y G,,=0.126),
posiblemente debido a la disponibilidad de
hébitats grandes, estables y continuos, asi
como al alto flujo génico que promueven
los murciélagos polinizadores (Cuadro 2).

Finalmente, los trabajos en cactéceas
sudamericanas coinciden en que las re-
giones aridas son hébitats remanentes,
aislados espacialmente que albergan in-
formacién genética tnica y pueden fungir

como reservorios genéticos de la vegetacion
xeréfila de Venezuela y Brasil (Nassar ez al.
2002; Moraes et al. 2005).

Discusion

Los estudios de genética de poblaciones
y filogeografia realizados hasta ahora son
escasos lo cual dificulta la posibilidad de
establecer patrones sobre su evolucién a
nivel infraespecifico y expliquen la alta
diversidad. La mayor parte de los estudios
de genética de poblaciones no incluyen
el componente histérico, a pesar de que
existe evidencia de que dicho componente
ha moldeado la estructura genética, ha di-
rigido la especiacién y ha originado un alto
endemismo en biomas aridos(Riddle ez al.
2000; Byrne 2008). Considerando que este
trabajo representa un andlisis exploratorio,
se discuten posibles tendencias de la evolu-
cién en cactus, y se proponen los sistemas
mexicanos que podrian utilizarse para anali-
zar en detalle los procesos microevolutivos.

La evolucién de las cactéceas se ha
explicado fundamentalmente como un
proceso adaptativo a las condiciones de
aridez, mediado por la seleccién natural.
Paradéjicamente, no se han reportado estu-
dios que muestren que la seleccién natural
ha sido la principal fuerza promotora de la
especiacién. Varias especies de cactéceas
que muestran distribucién restringida a
hébitats especificos pueden emplearse con
este fin. En la regién semiérida del VIC
algunas columnares y mammillarias se dis-
tribuyen en afloramientos litolégicos, tipos
de suelo, altitud y pendiente particulares
(Peters 2000). Estas podrian utilizarse para
inferir si estos factores ambientales dirigen
la seleccién natural y cuél es su influencia
en la evolucién de miembros de la tribu



Vol. 58 No. 1 2013 23

Pachycereeae, la cual se origind y diversificé
en este lugar (Barba-Montoya 2009).

En las mammillarias con poblaciones
aisladas y baja capacidad de dispersion, se
puede poner a prueba si estas caracteristicas
junto con la seleccién natural promueven
la divergencia interpoblacional y propician
la especiacion en la heterdgenea topografia
del VIC.

En las especies de suculentas de los
géneros africanos Lithops v Argyroderma
(Aizoaceae) se demostrd que la seleccién
de caracteres morfolégicos es una respuesta
adaptativa a la variacién edafica entre las
cuencas que habitan. Al igual que algunas
especies de Mammillaria, estas especies
africanas presentan distribucién disconti-
nua, aislamiento poblacional y dispersion
limitada. Los estudios revelan que seleccién
en combinacién con la heterogeneidad
topogréfica y edafica han sido factores
importantes en la especiacién alopétrica
de Lithops y Argiroderma (Ellis er al. 2006;
Kellner et al. 2011).

Los estudios sobre estructura genética
resumidos aqui apoyan la hipétesis de que la
deriva génica y la endogamia pueden ser dos
fuerzas que tienen un efecto significativo
en la divergencia poblacional de cactéceas,
como en los géneros Mammillaria y Melo-
cactus. Estos cactos globosos presentan dis-
tribucién agregada y tamafios poblacionales
pequerios. Asimismo, las especies muestran
sistemas de apareamiento mixto y autofe-
cundacién (Mandujano et al. 2010; Tapia
2011), caracteristicas que incrementan la
probabilidad de apareamientos consangui-
neos. Las especies con estas caracteristicas
deben seguir estudidndose, desde el enfoque
filogeogréfico, para inferir cambios histé-
ricos en el N, y describir ampliamente la
importancia de la deriva en la especiacion.

De acuerdo con los estudios reportados
hasta ahora, el flujo génico puede reducir
la divergencia interpoblacional en algunas
especies, pero en otras actuar como factor
que intensifica la divergencia, lo cual a lar-
go plazo puede llevar a la especiacién. Las
especies de la tribu Pachycereeae tienden
a presentar bajas tasas de diferenciacién
genética (Cuadro 2). Inclusive en especies
domesticadas de dicha tribu y que también
son polinizadas por murciélagos, los estu-
dios de genética de poblaciones revelan una
baja diferenciacién y un efecto homogenei-
zador del flujo génico sobre caracteristicas
morfoldgicas que estan bajo seleccién arti-
ficial (Casas et al. 2007). Estos resultados
sugieren que en columnares con alto flujo
génico, la seleccién natural y posiblemente
la alopatria pueden ser determintantes en
la especiacién. En cambio, en especies con
habito globoso el flujo génico es restringido
porque las especies muestran una marcada
distribucién en parches y presentan baja
capacidad de dispersién de polen y semillas
(Moraeser al. 2005, Mandujanoer al. 2010).
La combinacién de flujo génico restringi-
do, deriva génica y endogamia, asi como
distribucién en parches pueden estar rela-
cionadas la especiacién de mammillarias,
las cuales presentan una de las tasas de
especiacién maés altas dentro de cactdceas
(Herndndez-Herndndez 2010).

La mayorfa de los estudios realizados
en cactdceas de Norte América adolecen
de las explicaciones histéricas, un aspecto
fundamental para comprender la evolu-
cién del grupo. Los estudios filogeogréficos
realizados en Lophocereus schoitii, Stenocereus
gummosus'y S. eruca en los desiertos del norte
del pafs, muestran patrones de variacién
genética y estructura consistentes con
cambios en la distribucién debido tanto a



24 CACTACEAS ysuulemtzs mevicans

eventos biogeogréficos como a las fluctua-
ciones climdticas del Pleistoceno (Nason et
al. 2002; Fehlbert & Ranker 2009; Garrick er
al. 2009; Reberniger al. 2010). Los estudios
filogeogréficos que pongan a prueba hipdte-
sis de este tipo contribuirdn a comprender la
respuesta de las cactéceas a los eventos his-
téricos, ocurridos durante el Neogeno como
la elevacién de las Sierras Madre Oriental
y Occidental y el Eje Transmexicano, que
han promovido el aislamiento geografico y
restringido el flujo génico en especies o gé-
neros con amplia distribucién o endémicas.
Asimismo, este tipo de estudios permitirdn
establecer o confirmar posibles rutas de
colonizacién para poner a prueba hipétesis
de migracién en los miembros de la tribu
Pachycereeae y del género Ferocactus (Barba-
Montoya 2009; Cota-Sanchez 2008).
Recientemente, se han publicado es-
tudios sobre la influencia de los cambios
climéticos del Pleistoceno en la estructura
filogeografica de plantas de la familia
Asteraceae y Euphorbiaceae de los desier-
tos del norte de México. Los cambios en
distribucién de las biotas han provocado
contracciones, expansiones, fragmentacién
poblacional y aislamiento geografico que a
suvez han generado divergencias genéticas
entre los linajes que conforman a las espe-
cies. Este patrén sugiere que las especies han
persistido en mdultiples refugios durante los
periodos mas frios y himedos, a partir de los
cuales se han expandido, dando lugar a una
alta diversidad genética y linajes geogréfi-
camente diferenciados por interrupciones
del flujo génico y deriva génica (Fehlbert &
Ranker 2009; Garricket al. 2009; Rebernig et
al. 2010). Estas evidencias pueden tomarse
como referencia para plantear los posibles
escenarios evolutivos para cactus que se
distribuyen en dichos desiertos.

El estado de conservacién de las cac-
téceas es critico debido principalmente a
actividades humanas como alteracién del
hébitat, tréfico internacional y colecta ile-
gal que amenazan a las poblaciones (Boyle
& Anderson 2002). Un gran nimero de
cactéceas estan incluidas en listas de espe-
cies amenazadas de varias organizaciones
internacionales y nacionales (Hunt 1999;
SEMARNAT 2002; IUCN 2004). En México
se enlistan 239 especies y 16 subespecies en
tres de las cuatro categorias de riesgo (en
peligro de extincién=27; amenazadas=81y
sujetas a proteccion especial =157 taxones)
que representan el 39.83% de las especies
del pafs (Arias et al. 2005; Godinez-Alvarez
& Ortega-Baes 2007). Por otra parte, los
cactos presentan caracteristicas ecoldgicas
que los hacen vulnerables a perturbaciones
ambientales (distribucién restringida, ciclos
de vida largos y tasas de crecimiento bajas)
y pueden dificultar el mantenimiento de sus
poblaciones (Godinez-Alvarez et al. 2003;
Arias et al. 2005; Ortega-Baes & Godinez-
Alvarez 2006). Estos hechos resaltan la
necesidad de implementar informacién
genética para planear estrategias de con-
servacién que permitan mantener el acervo
genético de las especies y los procesos evolu-
tivos que han dirigido la diversificacién del
grupo. Las cactéceas son especies clave de
los sistemas dridos mexicanos, por lo que
los estudios sobre genética de poblaciones
y particularmente sobre filogeografia, con-
tribuirdn a explicar y conservar a dichas
especies y a la alta diversidad florfstica que
caracteriza a las regiones ridas mexicanas.
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Capitulo |l

Origen cuaternario y divergencia genética del cacto
endémico Mammiilliaria pectinifera en un paisaje
cambiante en el Valle de Tehuacan, México

La diversificacion de cactaceas coincide con la expansiéon de los ambientes aridos
de Ameérica, la cual se asocia con el incremento global en la aridez y la actividad
tectonica que ocurrieron a partir del Mioceno. El Valle de Tehuacan-Cuicatlan
(VTC), en el centro-sur de México, ofrece un sistema ideal para poner a prueba la
hipétesis de la influencia de la evolucién del paisaje sobre la diversificacion de
cactaceas, debido a que esta region ha estado sujeta a una compleja dinamica
actividad geoldgica y geomorfoldgica a lo largo del Cenozoico y es considerado
uno de los principales centros de diversidad y endemismo de Norte América.

En este estudio integramos el analisis filogeografico y filogenético para

determinar si el origen la distribucion y divergencia de haplotipos de Mammillaria
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pectinifera ocurrieron bajo el escenario de la evolucion geomorfoldgica del Valle.
Analizamos la diversidad haplotipica y diferenciacion genética. Se incluyé una
filogenia calibrada del clado Mammilloide para estimar las edades de origen y
divergenica haplotipica de M. pectinifera. Finalmente, se hizo un analisis de
demografia histérica para detectar cambios en el tamano efectivo poblacional en
respuesta a los cambios del ambiente.

La edad de origen y divergencia de haplotipos coincide con los cambios
geomorfolégicos que dieron la configuracion actual al Valle de Tehuacan durante
la transicion Plioceno/Pleistoceno. Es probable que durante esta Epoca se
originara el habitat de M. pectinifera. Los cambios en las geoformas y edaficos
ocurridos a lo largo del Pleistoceno (2.58 m.a.) pueden ser responsables de la alta
divergencia haplotipica observada. El aislamiento geografico de las poblaciones y
la baja capacidad de dispersién limitan fuertemente el flujo génico. Este en
combinacion con la deriva pueden ser las principales fuerzas evolutivas que han
moldeado la evolucion de M. pectinifera.

Se discute la necesidad ampliar estudios filogeograficos a otras especies
del género Mammillaria, incluyendo especies con caracteristicas similares a M.
pectinifera para inferir si los cambios geoldgicos y geomorfoldgicos del VTC han
contribuido especiacion de uno de los géneros con mayores tasas de especiacion
dentro de la familia Cactaceae.

El escrito que se presenta a continuacién consiste del articulo de
investigacion que ha sido aceptado para su publicacion en la revista Genetics and
Molecular Research (se anexa carta de aceptacion).
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ABSTRACT

The endemic Mexican cactus, Mammillaria pectinifera, shows low dispersal capabilities
and isolated populations within the highly dissected landscape of Tehuacén Valley, these
characteristics can restrict gene flow and act upon the genetic divergence and speciation in
arid plants. We conducted a phylogeographic study to determine if the origin, current
distribution, and genetic structure of M. pectinifera were driven by Quaternary geomorphic
processes. Sequences of the plastids psbA-trnH and trnT-trnL obtained from 66 individuals
from seven populations were used to estimate genetic diversity. Population differentiation
was assessed by an analysis of molecular variance. We applied a stepwise phylogenetic
calibration test to determine whether species origin and genetic divergence among
haplotypes were temporally concordant with recognizable episodes of geomorphic
evolution. The combination of plastid markers yielded six haplotypes, with high levels of
haplotype diversity (2 = 0.622) and low nucleotide diversity (z = 0.00085). The populations
were found to be genetically structured (Fsr = 0.687; P <0.00001), indicating that
geographic isolation and limited dispersal were the primary causes of genetic population
differentiation. The estimated origin and divergence time among haplotypes were 1.237 and
0.019 Ma, which correlates with Pleistocene tectonics and erosion events, supporting a
hypothesis of geomorphically-driven geographical isolation. Based on a Bayesian skyline
plot, these populations showed long term demographic stability, indicating that persistence
in confined habitats has been the main response of this species to landscape changes. We
conclude that the origin and haplotype divergence of M. pectinifera were a response to
local Quaternary geomorphic evolution.

Key words: Genetic structure; Population isolation; Divergence time; Geomorphic
evolution; Tehuacan Valley; Mammillaria pectinifera

INTRODUCTION

The remarkable plant diversification and speciation that gave rise to many modern dry-land
communities was the product of complex climatic and geologic phenomena that caused the
well-documented Neogene global expansion of arid regions (Cowling et al., 2009; Arakaki
et al., 2011). The rapid speciation of North and South American cacti has been related to
the tectonic uplifting of orogenic belts that formed intricate landscapes and enhanced
aridity due to rain shadow in some of the interior basins, creating a wide variety of new
habitats that were successfully colonized by this group (Hershskovitz and Zimmer, 1997;
Ritz et al., 2007). According to the estimated speciation rates and divergence times of the
family Cactaceae based on molecular phylogeny, the radiation of Mexican cacti coincided
with the tectonically driven Miocene-Pliocene expansion of arid environments (Hernandez-
Hernéndez, 2010). However, to date, there are no studies at the species level testing this
idea and explaining the mechanisms by which the geomorphic deformations could produce
geographical isolation, fragmentation, expansion, contraction, colonization and/or
interruption of the gene flow that could lead to independent evolution of lineages,
promoting the diversification of cacti. Under the general hypothesis that geomorphic
evolution had been the main driver of cacti diversification, we present a phylogeographic
analysis of the cactus Mammillaria pectinifera (Weber), in the northern sector of the
Tehuacan Valley region (TVr).
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The combination of a highly dynamic Cenozoic geologic history (Davalos-Alvarez et al.,
2007), plus significant processes of diversification and speciation that have occurred in the
TVr (Davila et al., 2002), provide an ideal system for reconstructing the phylogeographic
trends of plant species. This 10,000 km? semi-arid region hosts 10 to 14% of the modern
Mexican flowering plants and stands out as a main center of diversification and endemism
of the family Cactaceae (Davila et al., 2002). Within this family, the genus Mammillaria is
represented by 16 endemic species, all adapted to the mosaic-like arrangement of specific
habitats of TVr (Peters, 2000). The fact that the patchy distribution of M. pectinifera
coincides almost exclusively with one particular type of landform strongly suggest that the
current distribution and genetic features of this species have been shaped by the same long-
term geomorphic processes that have transformed the physical landscape.
After the rise of the “Sierra Madre del Sur” highlands, continuous Cenozoic tectonic
activity formed a series of intramontane basins, enhancing the local aridity since the Eocene
(Beraldi-Campesi et al., 2006). Further activity of the Oaxaca and Caltepec and other minor
faults during most of the Cenozoic widened the valley zones, formed other minor basins
and interrupted the topographic continuum of some highland chains, resulting in a variety
of micro-environments within this semi-arid region. Most importantly, tectonic, volcanic
and erosive geomorphic processes have been actively affecting the regional landscape as
recently as the Holocene (Medina-Sanchez, 2010).
Mammillaria pectinifera was used as a model to study the conditions related to cactus
diversification, because it shows isolated populations within the highly dissected TVr
landscape and because it shows limited dispersal. It is known that when combined, these
characteristics can restrict gene flow, acting as a driving force for genetic divergence and
speciation in arid lands (Ellis et al., 2006). The species grows exclusively at 1,778 to 2,130
m a.s.l. on plateaus with very gentle slopes (Zavala-Hurtado and Valverde, 2003).
Populations are distributed in the northern sector of the TVr, and separated by 3.66 to 62.68
km (Valverde and Zavala-Hurtado, 2006). Pollination is carried out by small insects
(Valverde PL, unpublished results), and seeds can be retained several years within mature
fruits limiting dispersal in space and time (Peters et al., 2009). To date, there have been no
attempts to explain the processes responsible for the diversification of mammillarias in the
TVr.
Some of the likely consequences of the Quaternary geomorphic change on M. pectinifera
could have been an irreversible isolation of its populations to restricted habitats and the
formation of geographical barriers that prevented gene flow. At the molecular level, the
interruption of gene flow would have resulted in populations of M. pectinifera showing
different and geographically structured haplotype lineages, as well as high haplotype
differentiation. We tested these hypotheses by using the chloroplast DNA intergenic
sequences trnT-trnL and psbA-trnH to infer if: a) the landscape evolution of the TVr
influenced the phylogeographical structure of M. pectinifera, b) if its populations
experienced demographic historical changes, and c) if there is a temporal correspondence
between the origin of M. pectinifera and its haplotypes and the Pleistocene geomorphic
processes.
METHODS
Study species
Mammillaria pectinifera is a rare and endemic globose cactus (Bravo-Hollis and Sanchez-
Mejorada, 1991), whose rarity is due to high habitat specificity, restricted geographical
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distribution and small population sizes (Zavala-Hurtado and Valverde, 2003). The main
environmental variables that define the high habitat specificity of M. pectinifera, besides
altitude and limestone summit plateaus, include xerophytic communities with relatively low
species richness and coverage; high stoniness and shallow, sandy loam soil with relatively
low organic matter and basic pH (Table 1; Zavala-Hurtado and Valverde, 2003; Zavala-
Hurtado A, unpublished results). These environmental variables are similar among
populations, particularly soil characteristics, supporting field observations of the strong
association between Mammillaria species and edaphic characteristics (Peters, 2000). The
xenogamic nature of M. pectinifera (determined from O/P ratios and OIC index) imposes a
strong dependency on bees and flies for pollen dispersal (Valverde PL, unpublished results)
and consequently restricts gene flow to relatively short distances. Mature fruits and seeds
can be retained within the maternal plant for several years, a phenomenon known as
serotiny. Seeds are only released during episodes of high precipitation, increasing the
chances of germination and establishment (Peters et al., 2009). Pollination by small insects,
serotiny, and gravity dispersal can strongly limit pollen and seed mobility among
populations, constraining genetic interchange. Mammillaria pectinifera populations are
under serious extinction risk due to livestock, human activities and habitat deterioration, as
well as illegal trade (Table 1). Although this species is included in CITES Appendix I, it
should also be granted the extinction risk category by the Mexican environmental laws for
wild species protection (SEMARNAT, 2002), and should be re-introduced on the Red List
of [IUNC (Valverde et al., 2009).
Study site
The study was carried out on the northern part of the TVr, which encompasses part of the
Puebla and Oaxaca states in Central Mexico (Figure 1A). Most of the known populations
are within the Tehuacan-Cuicatlan Biosphere Reserve polygon. The seven populations
studied are spatially segregated and cover all the distribution range of the species (Figure
1A). Climate in the TVr is semi-arid according to Koppen’s classification
(BSOhw’’(w)(e)(g)). Most rain falls in early summer (May and June) and early autumn
(September) with an annual average precipitation of 380 mm and mean annual temperature
of 21°C (Garcia, 1973).
Sampling, DNA extraction, amplification and sequencing
A total of 98 individuals of M. pectinifera from the seven populations were included in the
present study. Populations were labeled Coapan (COA), Texcala (TEX), El Riego (RIE),
Frontera (FRON), Tecamachalco (TECA), Teteletitlan (TETE) and Zapotitlan (ZAP)
(Table 1, Figure 1A). Due to the risk of illegal extraction, geographic coordinates of the
populations are not reported here. Approximately 100 mg fresh vegetative tissue were
collected from each individual, frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C.
Total genomic DNA was isolated from the stem tissue using the DNeasy Plant Mini kit
(Qiagen, Valencia, CA, USA) protocol. Two gene cpDNA non-coding regions were
amplified and sequenced using the psbA-trnH primers reported by Butterworth and Wallace
(2004), and the trnT-trnL using universal a and b primers described by Taberlet et al.
(1991). PCR was carried out in a total volume of 25 pL containing 10 ng genomic DNA,
0.5 U/uL Taq polymerase (Invitrogen Carlsbad, CA, USA), 1X PCR buffer, 0.2 mM
dNTPs, 10 pM each primer, and 2 mM MgCl, for the psbA-trnH region. For the trnT-trnL
region the same protocol was followed, except for 14 pM each primer and 1.75 mM MgCl,.
PCR products were checked on 0.8% (w/v) gels and cleaned using the QIAquick PCR
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Purification kit (Qiagen) or Montage PCR Centrifugal Filter Devices (Millipore,
Darmstadt, Germany). The purified amplicons were sequenced in both directions with an
ABI Prism Avant 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
using the standard methods for the Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
kit (Applied Biosystems). Sequences were assembled and edited using SEQUENCHER 4.8
(Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI, USA) and alignment in MEGA 5.05 (Tamura et
al., 2011). The chloroplast intergenic spacers were sequenced for only 66 individuals from
the seven populations. The nucleotide sequences of derived haplotypes were deposited in
the GenBank database with accession numbers JX974817, JX974818, JX974819 and
JX974820 for the trnT-trnL region and JX974821, JX974822, JX974823 and JX974824 for
the psbA-trnH region.
Data analysis
Genetic diversity and structure
Standard diversity indices were calculated at the species and population levels. Haplotype
diversity (/) and nucleotide diversity () were obtained using the software DnaSP 5
(Librado and Rozas, 2009). The mean number of pairwise differences from the infinite-site
equilibrium relationships (8;) was estimated using ARLEQUIN 3.11 (Excoffier et al.,
2005).
To determine hierarchical population structure, an analysis of molecular variance
(AMOVA) was performed using pairwise differences and haplotype frequencies with
ARLEQUIN 3.11. Measures of DNA divergence between populations and groups (Fsr)
were calculated, and the level of significance was tested using 1000 permutations.
Demographic analysis
Fu’s F; statistic was calculated to test demographic expansion. A significantly large
negative value for F;is expected in cases of population expansion. F; values were
considered significant at P < 0.02, which was calculated with DnaSP 5. The demographic
history of M. pectinifera was inferred from the genealogy of cpDNA sequences using the
Bayesian skyline plot (BSP) model, which estimates historical changes in effective
population size, N.. This model employs a Markov Chain Monte Carlo (MCMC) sampling
procedure to estimate a posterior distribution of N, through time based on temporal
distribution of coalescent events in gene genealogies, moving backwards from the present.
This analysis was performed using the BEAST 1.6.1 software (Drummond et al., 2002-
2011); with prior settings that included the GTR substitution model for psbA-trnH and
trnT-trn-L regions and uncorrelated lognormal clock models with an estimated rate of
nucleotide substitution of 1 = 1.0 x 10~ substitutions per neutral site per million years (s*s
My™), based on a comparison of eight chloroplast genes (Wolfe et al., 1987). Multiple
replicates of MCMC were performed with 10 million steps with a burn-in of 10%,
genealogies and parameters sampled every 1000 steps. The rest of the parameters were
specified by default values. Finally, estimates of N,u and confidence intervals were
calculated from the posterior probability distributions with TRACER 1.4.1(Rambaut and
Drummond, 2003-2009) and summarized as a BSP.
Phylogenetic analysis and divergence time estimations
The phylogenetic relationships among M. pectinifera haplotypes were reconstructed under
a Bayesian approach. This analysis was performed using a concatenated sequence dataset
where all individuals with the same haplotype were considered as one. The JMODELTEST
0.1.1software (Posada, 2008), set with the AIC criterion was used to select the best fit
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model of molecular evolution for each region. Selected models were HKY and GTR for the
psbA-trnH and trnT-trnL regions, respectively. Relationships among haplotypes were
calculated using MRBAYES 3.2.1 (Ronquist and Huelsenbeck, 2003) with different
partitions in each region. Two parallel MCMC were run simultaneously for 2 x 10°
generations. We computed the 50% majority rule consensus tree in MR BAYES 3.2.1 and
used the Bayesian estimates of posterior probabilities to evaluate clade support.
To determine if the origin of M. pectinifera and its haplotypes could be related to the
Plio/Pleistocene events occurring in the TVr, we estimated the age origin of the species and
the timing of haplotypes' divergence under a Bayesian approach as implemented in BEAST
v 1.6.2. We used a stepwise approach. As a first step, we assembled a DNA sequence
matrix for the Mammilloyd clade and used it to estimate the age of origin of M. pectinifera.
This matrix was assembled with sequences obtained from GenBank. We used the matK-
trnL and psbA-trnH introns and the rp/16 intergenetic spacer sequences reported by
Barcenas et al. (2011) and Butterworth and Wallace (2004), and employed the sequences of
Ferocactus robustus as the functional outgroup (accession numbers in Supplementary
Data). With this dataset, we implemented an uncorrelated lognormal relaxed clock in
BEAST 1.6.2 with a partitioned dataset, setting a GTR+G substitution model for each
region based on the results of AIC comparisons from J]MODELTEST 0.1.1. The Birth-
Death speciation process was used to model the tree prior. We used a secondary calibration
point obtained from a previous estimation of divergence of Cactaceae (Hernandez-
Hernéndez T, unpublished results; see also Herndndez-Hernandez, 2010 for a preliminary
dating analysis of Cactaceae). We assigned a uniform age prior between 7.97 and 16.14
mya (million years ago) to constrain the crown Mammilloyd.
In a separate step of the dating analyses, and to determine the times when M. pectinifera
haplotypes started to diverge, we performed a second estimation of divergence times for the
M. pectinifera haplotypes with the trnT-trnL and psbA-trnH concatenated matrix described
previously. We implemented an uncorrelated lognormal relaxed clock in BEAST 1.6.2 with
a partitioned dataset, selecting a coalescent model assuming constant population growth for
the tree prior. To calibrate the root, we used the dates estimated for the divergence of M.
pectinfiera derived from the previous step. For both divergence time estimations, we ran
three independent 2* and 5° generation runs for the Mammiloyd and the M. pectinifera
datasets, respectively. In both cases, the results were analyzed using TRACER 1.5 to assess
convergence and effective sample sizes (ESS) for all parameters. In both cases, individual
runs were combined using LogCombiner 1.6.1 (Drummond and Rambaut, 2007). Resulting
dates were summarized in TreeAnnotator 1.6.1 (Drummond and Rambaut, 2007) by
discharging a conservative 50% of trees as burning.
RESULTS
Haplotype distribution, genetic diversity and structure
Sequences of psbA-trnH and trnT-trnL ranged from 378 and 597 bp, respectively. The total
length of the two combining fragments was 957 bp. Site mutations were detected at
alignment positions 18, 542,743 and 918. Insertion-deletion polymorphisms included single
mononucleotide mutations. These mutations defined six haplotypes, which are shown in
Figure 1B.
The distribution and frequencies of cpDNA haplotypes defines a pattern of geographic
structuring of the genetic variation (Figure 1B). The number of individuals carrying each
haplotype varied from 1 to 38. Haplotype 4 was carried by 57.57% of all individuals
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sampled and had the widest distribution range, covering all populations except COA.
Haplotype B was detected only in TEX and ZAP with a frequency of 18.2%. FRON, TEX
and RIE shared haplotype C. Haplotypes D, E and F’ were exclusive of the COA population
(Figure 1B).
Haplotype diversity (%) was variable among populations and ranged from 0.000 in TECA
and TETE to 0.667 in FRON with a total # = 0.622 for all populations (Table 2).
Nucleotide diversity () was low in all populations indicating a few mutations among
haplotypes. It ranged from 0.000 in the TECA and TETE to 0.0007 in TEX and FRON
populations, and an overall of 0.00085. The average value for pairwise differences at the
species level was 6, = 0.368 and differences among haplotypes within populations ranged
from 0.167 to 0.667. The lowest 6, value was detected in RIE and the highest in TEX and
FRON, as shows in Table 2.
Genetic variation in M. pectinifera was structured geographically. AMOVA (Table 3)
revealed that most of the total cpDNA variation (68.19%, P < 0.00001) was explained by
differences among populations, whereas a smaller fraction was found within populations
(31.81%).
Historical demography
F values were not statistically significant, indicating no excess of recent mutations; thus,
the hypothesis of population stasis was accepted. Values reported in Table 2 indicate that
most of the populations sampled are currently not under expansion. BSP showed neither
population expansion nor contraction of M. pectinifera since at least 0.25 Ma. Effective
population size showed a long-term stability, a pattern indicative of regional persistence
(Figure 2).
Divergence times
Divergence times estimation using Birth-Death speciation prior showed that M. pectinifera
diverged from M. carmenae around 0.5878 mya (0.0172-2.3902 mya, 95% highest
posterior density [HPD]), during Pleistocene (Figure 3A). Based on this result, M.
carmenae was used as the outgroup of the M. pectinifera haplotypes, and a divergence time
0f 0.0172-2.3902 mya was set to calibrate the root. Under the coalescent model, M.
pectinifera originated 0.1759 mya (0.019-1.237 mya, 95% HPD), as shown in Figure 3B.
The haplotypes 4, B, D and F diverged from the ancestral clade formed by the C and £
haplotypes at ca. 0.0336 mya (0.019-0.22639 mya, 95% HPD), showing a very recent
haplotype divergence time.
Haplotype relationships showed two poorly resolved clades (Figure 3B). The topology of
the tree showed no correspondence with haplotype distribution. Haplotype C is found in
RIE, TEX and FRON, whereas haplotype E is only present in COA. The second clade is
form by 4, B, D and F haplotypes, from which haplotype 4 shows the widest distribution
and frequency among populations and can represent the ancestral one of this clade.
Haplotype B is found in ZAP and TEX, while D and F haplotypes are private of COA. This
result can be related to a recent divergence and suggests that divergence occurred by
geographic isolation and genetic drift.
DISCUSSION
The Pleistocene origin of M. pectinifera estimated through dating of the Mammilloyd clade
[0.5878 mya (0.0172-2.3902 mya)] corresponds to the time when the broad structural
geomorphology of the northern sector of the Tehuacan Valley was close to the current one
(Davalos-Alvarez et al., 2007), but was still experiencing significant erosional, alluvial and
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volcanic processes (Figure 3A; Medina-Sanchez, 2010). If this age is reliable, it is very
likely that at that time, geomorphic changes, combined with the regional increase in aridity,
produced new micro-habitats in some flat summits of the evolving highlands, creating
suitable conditions for the appearance of M. pectinifera. The ability of these cacti to
colonize successfully new drier conditions was due to their adaptations to high levels of
water deficit, in a similar way to that described in other regions where coupled geomorphic-
climatic changes have promoted divergence (Hershkovitz and Zimmer, 1997). However,
our coalescence model showed that M. pectinifera diverged from M. carmenae more
recently (0.1759 mya [0.019-1.237 mya]). It also shows that the haplotypes studied
diverged during the Upper Pleistocene (Figure. 3B). This earlier origin age could be related
of the low nucleotide diversity detected from the trnT-trnL and psbA-trnH regions.
According to the dating of the Mammilloyd clade, based on three chloroplast regions and
3896 bp, other endemic species of the TVr, such as M. carnea, M. hernandezii and M.
sphacelata, diverged earlier during the Pleistocene (Figure 3B), suggesting that the most
realistic age of M. pectinifera correlates with that of its related species. An earlier date of
origin (Upper Pleistocene) is difficult to reconcile with the timing and rate of the local
geomorphic events that established the initial habitat conditions where M. pectinifera
diverged. We believe that the tectonic and climatic changes during the Pliocene-Pleistocene
transition can explain the formation of new habitats and the appearance of the species,
whereas the volcanic, erosive, alluvial and the minor tectonic events that affected the area
through the Quaternary better explain the divergence of the haplotypes.
Although a definite correspondence between the haplotype relationships and the
geographical distribution of M. pectinifera could not be established due to low nucleotide
variation, the divergence of the haplotypes could have occurred under population isolation.
The analysis of variance revealed a strong population structure, suggesting a significant
influence of landform evolution. Most of the variance was due to the variability among
populations (F, = 68.19) and was interpreted as a result of restricted gene flow imposed by
the isolation and limited dispersion of the populations.
No other factor can account for the confinement of the populations to such specific habitats,
and the concomitant limited gene flow and genetic differentiation, better than geomorphic
evolution. Even though the modern distribution of the habitats that host M. pectinifera is
clearly patchy, the geomorphological evidence suggests the presence of an environmental
continuum during the early Quaternary. Following the regression of the Neogene lake that
covered an important part of the Tehuacdn basin (Déavalos-Alvarez et al., 2007), the soil
conditions that characterize the upper flat highlands were probably shared by the
intramontane valley areas that nowadays separate some of the populations. Widening of
minor basins, pyroclastic deposits and alluvial valley fillings that characterized the
Quaternary geology of the area (Davalos-Alvarez et al., 2007; Medina-Sanchez, 2010)
could have caused fragmentation of the primary environmental habitats and alteration of the
original edaphic conditions, restricting M. pectinifera to isolated patches (Figure 1A).With
the current knowledge on the geomorphic evolution of the region, it is possible to outline
the history of the geographical isolation of the known populations of M. pectinifera.
The geographical and genetic isolation of TECA, the most distant population, was probably
the outcome of the enormous amounts of volcanic ash erupted during the peaks of activity
of some of the Trans Mexican Volcanic Belt structures located at distances on the order of
tens of kilometers north of the study area. These pyroclastic products were deposited during
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the Pleistocene and covered vast valley areas in the northern part of the distribution range
of the species, including the valley between Cordon Tierra Colorada (Htc) and Cordén
Nopala (Hnop) highlands (Figure 1A). Notably, these thick deposits are not found in the
stratigraphic records south of this valley, except for a thin layer of Holocene age south of
the Nopala highlands (Medina-Sanchez, 2010), indicating that other geomorphic processes
rather than volcanism and ash deposition governed the depositional dynamics below 18°
30’ and were more significant in causing isolation of the rest of the populations.
The TETE population is found in a summit of the Cerro Gordo, which is a semi-conic
mountain, relatively isolated from the Hnop (Figure 1A). The structure that divides Cerro
Gordo from Hnop corresponds to a normal fault. The Pleistocene activity of this fault
caused partial subsidence of the Cerro Gordo block relative to Hnop giving rise to the San
Juan Raya basin (Medina-Sanchez, 2010). In this case, given the strong restrictions for seed
dispersal, the opening of a small “v”-shaped basin between Cerro Gordo and Hnop could
prevent gene flow. The Pleistocene tectonic activity that configured the geometry of the
San Juan Raya basin could also explain the isolation of the FRON population. It is thought
that this tectonic activity enhanced sediment release from Cerro Gordo and Hnop and
promoted deposition in the valley zones that separate FRON from the rest (Medina-
Sanchez, 2010). The presence of alluvial fillings covered by a thick calcrete (at least 1.5 m)
south of Cerro Gordo (Medina-Sanchez, 2010), in what at present is the continental water
divide, confirms significant sedimentary and geochemical alteration of the former soil that
allowed M. pectinifera to expand its geographical range at least up to the area around
FRON.
The populations COA, TEX, RIE and ZAP are also separated by small “v”’-shaped basins
without a defined valley area. Similar to the one formed between Gerro Gordo and Hnop,
the shape and size of these basins indicate a recent formation. Considering that these
populations are distributed within the influence zone of the Oaxaca and Caltepec faults, two
of the most active tectonic faults in the country, and the pre-existing geometry caused by
the orogenic folding of the structures, it is likely that the formation of these basins was
related to the localized erosion of intramontane depressions and/or to newly-formed
fractures associated with tectonic activity. It has been documented that the Caltepec fault
was very active during most of the Cenozoic, with traceable episodes as recently as the
Holocene (Elias-Herrera et al., 2007). In particular, the activity of the Caltepec fault and/or
associated faults could cause minor fracturing of the limestone highlands, initiating the
processes of formation of these small basins.
The high number of haplotypes exclusive to COA could represent an extreme case of
haplotype divergence under geographical isolation. The apparent independent evolution of
this population can be the product of a longer period of isolation of this population, caused
primarily by tectonic activity. The northward continuation of the Caltepec fault coincides
with the alignment of faults that form the spatial separation of COA with respect to the
other groups (Figure 1A). A similar pattern has been observed among populations of
Eucalyptus caesia, in the southwest arid part of Australia (Byrne and Hopper, 2008). In that
case, the granitic rocks that form the substrate, and hence the habitat for the species, have
been weathered and fragmented since the Cretaceous.
On the other hand, the low seed and pollen dispersal capacity is an important ecological
factor limiting gene flow, and at the same time increases the likelihood of the genetic drift
to be a driving mechanism of population divergence. Gravity-dependent seed dispersal and
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serotiny constrain seedling recruitment to very local distances, preventing colonization of
potential areas and promoting genetic divergence on a small geographical scale (Ellis et al.,
2006). Even if seed dispersal to long distances can eventually occur, this has proven to be
extremely rare. The case of M. pectinifera shows the predominant role of the evolution of
the physical landscape on the genetic divergence of isolated populations, indicating that
under a history of reduced gene flow, a strong genetic drift is the response mechanism
shown by its populations. Other succulent plants that are shown to have experienced the
same process belong to the African genus Argyroderma (Aizoaceae). These species show
small but significant levels of genetic differentiation among populations, associated with
long-term restrictions of gene flow, caused in turn by the confinement of the populations to
quartz-rich soils, as well as to dispersal-limiting fruit retention by the mother plant (Ellis et
al., 2000).

Our reconstruction of the historical demography indicates that at the population level M.
pectinifera has persisted in highly specific habitats in response to geomorphic evolution.
The BSP and demographic expansion analyses indicate that M. pectinifera has maintained
populations historically stable. Low temporal and spatial seed dispersal capacity plus the
high habitat specificity were probably the main functional causes of this habitat persistence.
Population persistence has also been reported previously as a response mechanism to geo-
climatic changes in arid environments. The cases of Acacia lobulata and Eucalyptus caesia
in Australia and Discorea biloba in Chile illustrate persistence in isolated regions or
specific habitats with relative long-term stability (Byrne, 2008; Viruel et al., 2012). On the
other hand, the demographic stability of M. pectinifera contrasts with the contraction and
expansion pattern of refugia observed in desert plants of southwestern USA and northern
Mexico in response to Pleistocene climatic instability (Rebernig et al., 2010).

The close relationships between the landscape structure (population isolation) and the
genetic structure observed in the African species of Lithops and Argyroderma, support the
idea that the limited gene flow and the edaphic and topographic heterogeneity of the
landscape played a major role in species radiation (Ellis et al., 2006; Kellner et al., 2011). It
has also been proven that morphological divergence is an alternative adaptive response to
the edaphic complexity across different basins, constituting an important factor of species
radiation. Under this scenario, local adaptation can be facilitated by limited gene flow. In
the groups studied by Ellis et al. (2006), serotiny favored local dispersion, facilitating
genetic divergence and adaptations to local habitats in fragmented geographies.

The present study showed that limited genetic flow imposed by the configuration of the
landscape and the peculiar reproductive biology of M. pectinifera may have played a
predominant role in the origin and genetic divergence of this plant species. Because most of
the endemic species of Mammillaria in the TVr present a restricted spatial distribution, high
habitat specificity related to altitudinal limits, soil and vegetation type (Peters, 2000), and
since some of them show serotiny (M. hernandezii, M. napina and M. solisioides;
Rodriguez-Ortega et al., 2000), it is likely that the genetic pattern described for M.
pectinifera can be found in other related species. The confirmation of an extended pattern
would provide additional support to the claim that geomorphological evolution was a
crucial factor of diversification of the cacti in this region. It is also essential to carry out
further studies on the role of natural selection in the diversification of this group. It is of
particular interest to expand our understanding of the relative importance of individual
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components of the physical environment, such as soil conditions in promoting processes of
local adaptation.

CONCLUSIONS

Mammillaria pectinifera originated during the Pleistocene. It shows a high genetic
diversity, spatially structured and with haplotypes restricted or exclusive to some
populations. The persistence of small populations in spatially-limited habitats has been the
main response of the species to landscape evolution. Our results suggest that geomorphic
evolution can play a determinant role in origin, haplotype divergence and speciation
because of its indirect effect of restricting gene flow even over small geographical
distances. It is essential to take this approach forward and to analyze the phylogeographic
pattern of other species of Mammillaria endemic to the TVr to gain a better understanding
of the mechanisms that lead to speciation within this tribe, which shows one of the highest
speciation rates within the family Cactaceae.

Given the observed high haplotype diversity and its structure, as well as the divergence
ages, it is crucial to highlight the importance of preserving and protecting the majority of
the known wild populations and their environments to maintain the ongoing evolutionary
processes that drive the diversification of this group. We urge the implementation of
strategies to preserve in situ and ex situ most of the gene pool of the species, prioritizing the
COA and TEX populations because of their high haplotype diversity and perhaps most
importantly because of the high disturbance rates reported for their habitats.
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Table 1. Population, population code, key shared environmental factors and Disturbance Index (IDg) of the studied
populations of Mammillaria pectinifera.

Population Population Altitude Slope Stone Sand Silt Clay Soil Deep OrganicpH  Vegetative DI
Code (mas.l) (°) Content(%) (%) (%) texture soil Matter coverage
(%) (cm) (%)

Coapan COA 1778 50 40.0 504 338 158 Sandy 3.4 4.6 80 350 91.11
loam

Texcala TEX 1914 19. 73.0 551 369 8 Sandy 2.7 11.7 7.9  30.0 52.19
loam

El Riego RIE 1950 10.0 683 56.75 354 79 Sandy 6.8 138 7.7  60.0 21.21
loam

Frontera FRON 1950 10.0 61.7 63.1 289 8 Sandy 4.1 7.3 80 73.0 0.39
loam

Tecamachalco TECA 2070 20.0 9.0 46.4 46.8 6.8 Sandy 5.8 29 7.7  20.0 100
loam

Teteletitlan ~ TETE 2100 150 77.0 662 29 48 Sandy 7.5 13.1 7.8  30.0 39.64
loam

Zapotitlan ZAP 2110 12.0 75.0 474 39.7 13.0 Sandy 7.1 9.7 79  60.0 0.0
loam

Soil samples (n=2) were analyzed commercially. All other variables were measured in the field. Disturbance Index
(IDgR) is an estimate of three disturbance agents: livestock, human activities and habitat deterioration. It ranges from no
impact (0.0) to the highest recorded impact (100.0) according to Valverde et al. (2009).
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Table 2. Population code sample size (V) and standard genetic statistics of the studied
populations of Mammillaria pectinifera. The haplotypes, number of individuals carrying
each haplotype and the standard genetic statistics were based on psbA-trnH and trnT-
trnL intergenic sequences. Numbers among parenthesis represent standard error.

Population N Haplotypes H 1 o, Fy P

Code

COA 14  D(1), E(3), F(9) 0.500  0.00056 0.538 -0.413 0.263
(0.136) (0.00018) (0.534)

TEX 15 A(7),B(5), C(1) 0.603  0.0007 0.667 -0.021 0.295
(0.088) (0.00015) (0.613)

RIE 16 A(11),C(1) 0.167  0.00017 0.167 -0.476 0.310
(0.134) (0.00014) (0.270)

FRON 15 A(2),C(1) 0.667  0.0007 0.667 "n.a. n.a.
(0.314) (0.0007)  (0.831)

TECA 10 A(10) 0.0000  0.0000 - n.a. n.a.

TETE 14  AQl) 0.0000  0.0000 n.a. n.a. n.a.

ZAP 14 A(7),B(7) 0.538  0.00056 0.538 1.287 0.370
(0.052) (0.00005) (0.531)

Total 98 66 0.622  0.00085 0.368 -1.397 0.114

(0.055) (0.0000)  (0.397)

h, haplotype diversity; z, nucleotide diversity; 6, mean number of pairwise differences
from the infinite-site equilibrium; F;, neutrality test according to Fu (1997); P,
probability of neutrality test; *n.a. not analysed because of a lack of variation.
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Table 3. Analysis of molecular variance (AMOVA) based on the psbA-trnH and trnT-
trnL sequencing of Mammillaria pectinifera. Levels of significance are based on 1023
random permutations.

Source of variation df. Sum of Variance Percentage of
squares components variation

Among populations 6 25.44 0.447 68.19

Within populations 59 12.31 0.208 31.81

Total 65 37.76 0.656

Fixation index Fgr 0.682

P-value <0.00001
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Figure 1. A. Approximate location of the seven populations of Mammillaria pectinifera
under study and some tectonic faults mentioned in the text. B. Distribution and frequencies
of the cpDNA haplotypes of in the TVr. Population names correspond to those listed in
Table 1. San Juan Raya Basin (Bsjr); Cordon Tierra Colorada highlands (Htc); Cordon
Nopala highlands (Hno). Dotted line encloses the TVr Biosphere Reserve; bold dashed
lines show the Oaxaca and Caltepec faults and thin dashed line shows associated minor
faults at the northern sector of the TVr. Inner polygon enclosed by a continuous line
represents Bsjr. These faults have shown activity until the Holocene and are considered
likely major drivers of deformation of highlands and valleys across the distribution range of
M. pectinifera in the northern sector of the TVr.

Figure 2. BSP showed changes in population size of Mammillaria pectinifera through time
(mutation per site). The black line represents the median estimate; gray line shows the 95%
HPD limits.

Figure 3. Chronograms based on a Bayesian approach. A. Mammilloyd clade. Closed black
circle shows the calibration point. B. Mammillaria pectinifera haplotypes. Numbers above
branches denote posterior probabilities.
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Supplementary Data
Taxa, Genbank Accession Number matK-trnL, psbA-trnH, rpl16
- not available

Coryphantha durangensis (Riinge ex K.Schum.) Britton & Rose, gb FN997271.1,
AY545338.1, -
Cochemiea halei (K. Brandegee) Walton, gb FIN997310.1, AY545386.1, AY545269.1
Cochemiea senilis (Lodd. ex Salm-Dyck) Orcutt, gb FN997161.1, AY545440.1,
AY545318.1
Coryphantha elephantidens (Lem.) Lem., gb FN997355.1, AY545339.1, AY545231.1
Coryphantha pallida Britton & Rose, gb -, -, AY545232.1
Escobaria chihuahuensis Britton & Rose, gb FN997000.1, AY545341.1, AY545233.1
Escobaria tuberculosa (Engelmann) Britton & Rose, gb FN997185.1, AY545343.1,
AY545235.1
Ferocactus robustus Britton & Rose, gb FN997491.1, AY545345.1, AY545237.1
Mammillaria beneckei Ehrenb., gb FN997206.1, AY545353.1, AY545244.1
Mammillaria candida (Scheidw.) Buxb, gb AY545250.1, AY545360.1, AY545250.1
Mammillaria carmenae Castaneda & Nufiez, gb FN997156.1, AY545362.1, AY545252.1
Mammillaria carnea Zuccarini ex Pfeiffer, gb FN997360.1, AY545363.1, AY545253.1
Mammillaria decipiens Scheidweiler, gb FN997324.1, AY545369.1, AY545255.1
Mammillaria geminispina Haw., gb FN997280.1, AY545379.1, AY545262.1
Mammillaria haageana Wolf., gb FN997493.1, AY545385.1, AY545268.1
Mammillaria hernandezii Glass & R.C. Foster, gb FN997190.1, AY545387.1, AY545270.1
Mammillaria longimamma A. P. de Candolle, gb FN997555.1, AY545399.1, AY545281.1
Mammillaria luethyi Hinton, gb -, AY545400.1, -
Mammillaria magnifica Buchenau, gb FN997404.1, AY545401.1, AY545283.1
Mammillaria magnimamma Haworth, gb FN997573.1, -, AY545284.1
Mammillaria nana Backeberg, gb -, AY545415.1, -
Mammillaria pectinifera Weber, gb FN997165.1, AY545421.1, AY545300.1
Mammillaria picta Meinshausen, gb FN997130.1, AY545427.1, AY545306.1
Mammillaria pondii Greene, gb FN997416.1, AY545431.1, AY545310.1
Mammillaria poselgeri (Hildmann) Britton & Rose, gb -, AY545432.1, -AY545311.1
Mammillaria pottsii Scheer ex Salm-Dyck, gb FN997505.1, AY545433.1, AY545312.1
Mammillaria prolifera (Mill.) Haw., gb FN997087.1, AY545434.1, AY545313.1
Mammillaria rhodantha (Mill.) Haw., gb FN997210.1, AY545437.1, AY545316.1
Mammillaria sinistrohamata Boedeker., gb FN997066.1, AY545441.1, AY545319.1
Mammillaria sphacelata Mart., gb FN997483.1, AY545442.1, AY545320.1
Mammillaria wrightii Engelmann, gb FN997410.1, AY545454.1, AY545331.1
Neolloydia conoidea (A. P. de Candolle) Britton & Rose, gb FN997107.1, AY545458.1,
AY545334.1
Ortegocactus macdougallii Edward Alexander, gb FN997009.1, AY545459.1,
AY545335.1
Pelecyphora aselliformis Ehrenberg, gb FN997134.1, AY545460.1, AY545336.1
Stenocactus lloydii (Britton & Rose) A. Berger ex A.W. Hill., gb -, -, AY545337.1
Turbinicarpus viereckii (Werderm.) John & Riha, gb FN997095.1 -, -
Turbinicarpus pseudomacrochele (Backeb.) Buxb. & Backeb., gb M041792.1|, -, -
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Figure 1A
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Figure 3A.
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Figure 3B.
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Capitulo Il

Expansion poblacional reciente de Cephalocereus
columna—trajani en el Valle de Tehuacan-Cuicatlan

Cephalocereus columna-trajani se distribuye discontinuamente a todo lo largo del
Valle de Tehuacan-Cuicatlan a 800-1800 m snm, en laderas de montanas con
pendientes pronunciadas, suelos muy pedregosos, ricos en materia organica. Este
cacto gigante, polinizado y dispersado por murciélagos, es una de las especies mas
abundantes dentro del Valle, no obstante de que su origen es reciente (0.99 m.a.).
En este capitulo se empleé a C. columna-trajani para inferir si ha experimentado una
expansion poblacional reciente, conforme se establecian las condiciones
microambientales (topograficas y edaficas) necesarias para su desarrollo,
posiblemente a lo largo del Pleistoceno (2.58 m.a.), cuando el VTC adquirié su

geomorfologia y condiciones climaticas actuales.
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Se encontrd que la especie y sus poblaciones han pasado por una expansion
poblacional y espacial reciente, posiblemente en el Pleistoceno superior (0.126-0.01
m.a.). Aunque no fue posible determinar a la poblacién ancestral, ni alguna ruta de
expansion hipotética, es probable que la especie colonizara rapidamente el habitat
disponible. La baja diferenciacion poblacional indica que el flujo génico mediado
murciélagos ha evitado una fuerte estructuracién poblacional. A nivel regional, la
diferenciacion genética es independiente de la distancia, sugiriendo que los
murciélagos han jugado un papel determinante en la expansion. Este resultado
también puede reflejar que el tiempo transcurrido no ha sido suficiente para que los

linajes diverjan.
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INTRODUCCION

El Valle de Tehuacan-Cuicatlan (VTC) junto con la Cuenca del Rio Balsas es el
centro de diversificacion de cactaceas columnares de la tribu Pachycereeae mas
importante de Norte América (Valiente-Banuet et al., 1996). Esta regién alberga a 45
de las 124 especies que se distribuyen exclusivamente en México (Valiente-Banuet
et al., 1996; Barba-Montoya, 2012) y algunas llegan a ser elementos dominantes de
los bosques de suculentas (Valiente-Banuet et al., 2001).

La filogenia molecular calibrada de la tribu Pachycereeae muestra una
radiacion reciente (9.07-6.68 m.a.) y una tasa de especiacion alta, la cual alcanzo su
maximo valor hace aproximadamente 6 millones de afos, en el Mioceno tardio
(Barba-Montoya, 2012). Estas estimaciones coinciden con el incremento en la aridez
en el centro de México que inicié hace aproximadamente 10 millones de afos
(Barba-Montoya, 2009; 2012) y con un periodo de intensa actividad tectonica en la
Fosa de Tehuacan, en la cual esta inmerso el VTC (Davalos-Alvarez et al., 2007). En
combinacion, los eventos geo-climaticos originaron un mosaico de habitats que con
toda probabilidad favorecieron la rapida diversificacion del grupo en los ultimos
millones de afios (Rzedowski, 1962; Hernandez-Hernandez, 2010).

La evolucion geolodgica y geomorfologica del VTC produjo escalones
hipsométricos que han creado variaciones por pisos altitudinales de elementos fisico-
geograficos, como el clima, aguas superficiales y subterraneas, suelos, geoformas y
tipos de vegetacion (Ortiz-Pérez et al., 2004). El rango altitudinal donde

preferentemente habitan la mayoria de las cactaceas de la tribu Pachycereeae, se
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encuentra es a 1600-1900 m en planices o laderas de cerros pedregosos con rocas
igneas o calizas, sobre suelos aluviales (Torres-Colin, 2004).

Los estudios filogeograficos y filogenéticos son un poderosa herramienta que
permiten inferir la importancia relativa del incremento en la aridez y la configuracién
geomorfolédgica sobre la divergencia de linajes, y ofrecen la posibilidad de
correlacionar eventos de especiacion (a partir de las estimaciones de la divergencia
genética dentro de y entre linajes) con eventos geomorfolodgicos (Schénhuth et al.,
2011). Estos estudios son particularmente utiles en sitios donde el escaso
conocimiento climatico, geomorfolégico y paleontolégico dificultan la reconstruccion
evolutiva de linajes, como sucede en el centro de México y en las cactaceas de las
cuales el registro fosil es pobre (Barba-Montoya, 2012). No obstante, hasta ahora no
se han reportado estudios filogeograficos que amplien nuestra comprensién sobre
influencia de estos eventos histéricos en la evolucion a nivel infraespecifico de los
miembros de la tribu Pachyceereae en el principal centro de diversificacion.

El analisis filogeografico permitiria inferir el papel de los eventos geoldgicos y
procesos microevolutivos responsables de la diversificacién de columnares, por
ejemplo permitirian determinar si en especies con amplia distribucion dentro del VTC
han ocurrido eventos de colonizacion, expansién, contracciéon o fragmentacion
poblacional asociados a la configuracion del paisaje.

Aunque se han reportado estudios descriptivos sobre genética de poblaciones
en cactaceas columnares del VTC como Neobuxbaumia tetetzo, N. mezcalensis, N.
macrocephala y la misma Cephalocereus columna-trajani (Alejos, 2002; Rivera-

Montoya, 2003; Esparza-Olguin, 2005; Vazquez-Montiel, 2005), éstos no incluyen
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todo el rango de distribucion de las especies, lo cual no permite hacer inferencias
sobre la historia evolutiva a escala regional. Dichas especies muestran una alta
diversidad genética y baja diferenciacién interpoblacional, atributos genéticos que
son consistentes con caracteristicas de historia de vida como entrecruzamiento y
sindrome de dispersion quireptofilo que favorecen un flujo génico intenso (ver
Capitulo I).

La cactacea columnar Cephalocereus columna-trajani (Karw.) K. Schum se
distribuye desde Texcala hasta Cuicatlan, en un area aproximada de 70 km de norte
a sury 40 km de este a oeste (P. L. Valverde, datos no publicados), habita en
laderas de montanas que se ubican dentro de un rango altitudinal de 800-1800 m
(Arias et al., 2012), sobre afloramientos de rocas calizas, en terrenos muy
accidentados (pendiente media = 10.7°) con suelos muy pedregosos, someros y
caracterizados por una elevada cantidad de materia organica, fésforo, sodio y
magnesio (Zavala-Hurtado, 1982). Este cacto representa uno de los elementos mas
abundantes del VTC (540 = 180 en Tetitlan y 470 + 157 plantas/ha en Cuicatlan,
Valverde et al., 2007), a pesar de tener un origen reciente.

La edad de divergencia estimada del género (2.13-1.89 m.a.) y la especie
[0.99 m.a. (~1.89-0.19 m.a.)] (Barba-Montoya, 2012), coinciden con el tiempo en el
cual el VTC adquirié su configuracién geomorfolégica actual, en la transicion del
Plio/Pleistoceno (Davalos-Alvarez et al., 2007, Medina-Sanchez, 2010). Es probable
que conforme se establecian o expandian los nuevos habitats ocurriera una rapida
colonizacion de C. columna-trajani a lo largo del VTC, se moldeara su distribucion y

estructura genética. De acuerdo con estudios empiricos y simulaciones, la expansion
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poblacional, a partir de los extremos de la distribucidn de las poblaciones y con
multiples eventos de fundador, puede reflejarse en el acervo genético como una
pérdida progresiva de la diversidad genética conforme las poblaciones expanden su
rango (Hewitt 1996).

Los dispersores de semillas de cactaceas columnares en el VTC, incluyendo a
C. columna-trajani, son los murciélagos Choeronycteris mexicana, Leptonycteris
nivalis, y Artibeus jamaicensis (Godinez-Alvarez et al, 2000; 2002). Es probable que
estos murciélagos tengan un papel importante en la colonizacion y establecimiento
de la especie, por ejemplo, se sabe que la germinacidn de las semillas de N. tetetzo
que pasan por el tracto digestivo de C. mexicana, es afectada positivamente, ademas
el murciélago deposita las semillas en arbustos que funcionan como nodrizas,
promoviendo el reclutamiento de plantulas (Godinez-Alvarez et al., 2002). Sin
embargo, es altamente probable que la dispersién de semillas ocurra localmente y/o
entre poblaciones vecinas, debido a que las semillas son diseminadas por los
murciélagos durante su desplazamiento hacia los arbustos que emplean para
descansar y en el mismo lugar de descanso; al hecho de que las semillas
permanezcan en el tracto digestivo de los murciélagos por un breve periodo de
tiempo (15-35 min en Artiveus jamaicensis, Morrison, 1980) y sean defecadas
inmediatamente, asi como la distancia de traslado estimada entre un evento de
alimentacion y otro, que es de hasta 8 Km (A. jamaicensis, Heer et al., 2010). Por lo
que se puede favorecer un vecindario genético reducido y con ello cierto grado de

endogamia local, la cual puede promover la diferenciacidén genética a escala regional.
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Los polinizadores efectivos de C. columna-trajani, son Choeronycteris
mexicana, Leptonycteris curasoae, Glossophaga soricina y Artibeus jamaicensis, de
las cuales las dos primeras consumen del 60 al 50% del polen (Valverde et al.,
2008). Como recurso alimenticio, el polen de C. columna trajani esta disponible
desde febrero hasta septiembre cuando ocurre la floracién. Los picos de produccién
de flores a lo largo del VTC coinciden en los meses de mayo a julio (Valverde et al.,
2008). Aunque se ha reportado que los murciélagos se pueden desplazar
aproximadamente 40 Km en una sola noche (Rojas-Martinez y Valiente-Banuet,
1996), es poco probable que la polinizacién ocurra entre las poblaciones ubicadas en
los extremos de la distribucion, pues la distancia que separa a las poblaciones del
norte y el sur va de ~60 a 82.67 Km, lo cual restringe la polinizacion en los extremos
de la distribucion de la especie.

En el presente estudio se analiza por primera vez la estructura filogeografica
de un cactus columnar incluyendo todo su rango de distribucion dentro del VTC. Se
espera que conforme se haya expandido el habitat de C. columna-trajani la
estructura genética muestre un patrén de aislamiento por distancia y la especie haya
experimentado una expansion demografica lo cual pudo ocurrir recientemente. Dado
que es probable que la dispersidn de semillas sea local, se espera encontrar que en
C. columna trajani exista cierto grado de diferenciacion poblacional.

A partir de estas hipotesis se planted el siguiente objetivo general:

Analizar la estructura genética y relaciones filogeograficas de C. columna-trajani a lo

largo de su rango de distribucion, mediante secuencias de ADN de cloroplasto, para
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inferir el efecto de la evolucion del paisaje sobre la configuracion de la diversidad
genética y divergencia de linajes.

Objetivos particulares:
a. Analizar la asociacién entre variacion genética y la distribucién geografica de C.
columna-trajani,
b. Determinar si existe un patron de aislamiento por distancia e
c. Inferir eventos de expansién demografica, mediante el analisis de la demografia

historica.

MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio

El estudio se llevd a cabo en de la Reserva de la Bidsfera Tehuacan-Cuicatlan, la
cual se ubica en el sureste del estado de Puebla y noroeste de Oaxaca, entre los
17°39’ y 18°53’ de latitud norte y los 96°55’ y 97°44’ longitud oeste (Figura 1). El
clima es semiarido BSOhw”(w)(e)(g) de acuerdo con la clasificacion de Képen, con
lluvias en verano y otofo; la precipitacion media anual es de 3800 mm y la
temperatura media anual de 21°C (Garcia, 1973). Las comunidades vegetales donde
se encuentra C. columna-trajani son bosque tropical caducifolio, matorral xerdfilo y
“organales”, cuando es la especie dominante (Arias et al., 2012). Cephalocereus
columna-trajani es uno de los dos de cactus columnares gigantes (10-16 m),
endémicos del VTC (Bravo-Hollis 1978). Una de las caracteristicas que lo distingue

del resto de las columnares es que el tallo no ramifica y, en las poblaciones del norte
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del Valle, su apice esta inclinado en direccion norte-noroeste (Zavala-Hurtado et al.,

1998).

Métodos

Se muestrearon diez poblaciones abarcando todo el rango de distribucién de la

especie (Tabla 1). Se colectaron muestras de tejido fotosintético de 14 individuos

elegidos al azar en cada una de las localidades. Se extrajeron aproximadamente 5

cm de costilla de cada individuo y se sell6 la herida con cera de Campeche (Tabla 1).

El material se transporté en un termo para nitrégeno liquido y se almacené en el

laboratorio en un ultra congelador a -80°C hasta que se proceso.

Tabla 1. Localidades de colecta tejido de Cephalocereus columna-trajani en diez poblaciones del

Valle de Tehuacan-Cuicatlan.

Localidad Municipio Estado Altitud (m) Coordenadas
Zapotitlan Zapotitlan Puebla 1500 97° 28 20.00" N, 18° 19° 43.00"0
Tilapa Coxcatlan Puebla 861 97° 07' 00.01" N, 18° 10’ 00.01"O
Texcala Zapotitlan Puebla 1714 97° 26’ 01.21" N, 18° 23'57.01" O
San Martin Puebla 1225 97° 03' 06.50” N, 18° 06’ 12.60"O
Toxpalan Toxpalan
Arrialco Tehuacan Puebla 1422 97° 22’ 05.99" N, 18° 23 14.39" O
San José Puebla 1197 97° 19 44 40"N, 18° 16’ 39.61" O
Tetitlan Miahuatlan
San José Puebla 1174 97° 17 04.81" N, 18° 12° 43.20" O
Acatepec Miahuatlan
Cuicatlan Valerio Trujano  Oaxaca 1110 97° 00’ 02.41"N, 17° 48' 48.60" O
Tomellin San Pedro Oaxaca - 97° 06' 00.00" N, 17° 43 25.79" O
Jocotipac

Santa Lucia  Tepelmeme

Oaxaca 1793

97° 21’ 03.60" N, 18° 04’ 59.40" O

Analisis genético

Extraccion, amplificacion, purificacion y secuenciacion de ADN
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Se hizo la extraccion de ADN total de cada individuo empleando el protocolo de
extraccion de ADN vegetal DNEasy Plant Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) con
modificaciones menores. El ADN extraido se almacend a 4°C.

Se amplificé la region psbA-trnH del cloroplasto en un volumen total de 25 ul
de reaccion que incluia 2.5 ul de buffer para PCR 10X, 0.75 ul de MgCl,, 50 pl de
una solucion equimolar de dNTP’s 10 mM, 14 pmol de cada primer (psbA-F
[GTTATGCATGGACGTAATGCT] Butterworth y Wallace, 2004; trnH-R
[CGCGCATGGTGGATTCACAAATC] Sang et al., 1997), 0.5 ul de Taq polimerasa
(Invitrogen Carlsbad, CA, USA) y 10 ng/ul de ADN molde (Butterworth y Wallace,
2004). En los casos en los que se dificultd la amplificacion se utilizo el protocolo
Readdy Mix PCR Master Mix (AB-0575/LD/A de Thermo Scientific). El volumen total
de esta reaccion fue de 25 pl, de los cuales 22.5 ul correspondian a la solucién
Master Mix, 0.5 pl de cada primer 14 pmol/ul, 0.25 yl de MgCl, 25 mM, 0.25 ul de
ABS 400 ng/ ul y 1 ul de ADN molde. El programa en el termociclador (Hybaid
HBPXEO02110 Thermo Scientific) consistié del precalentamiento de las muestras a
94°C durante 2 minutos; 25 ciclos con las siguientes especificaciones:
desnaturalizacion del ADN a 94°C durante 1 min; el alineamiento a 50°C por 2 min; y
la amplificacion se llevé a cabo en un lapso de 1 min a 72°C. El tiempo adicional de
extension fue de 10 min a 72°C.

La region trnT-trnL se amplificd en un volumen total de 25 ul que incluia 2.5 pl
de buffer para PCR 10X, 0.875 pl de MgCl, 50 mM, 0.5 pl de una solucion equimolar

de dNTP’s 10 mM, 14 pmol de cada primer (B48557-F
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[CATTACAAATGCGATGCTCT] y B49291-R [TCTACCGATTTCGCCATATC],

Taberlet et al., 1991), 0.5 yl de Taq polimerasa y 10 ng/ul de ADN molde. Se recurrio
al protocolo de la solucion Master Mix con las especificaciones anteriores cuando no
era posible obtener la regién. Se obtuvo la regién trnT-trnL de acuerdo con el
siguiente programa: precalentamiento a 94°C por 2 min, 25 ciclos que consistieron en
una desnaturalizacion a 94°C por 1 min; alineamiento 55°C por 1 min; extensién a
72°C por 1 min y una de extensioén final a 72°C durante 15 min. Se llevod a cabo una
electroforesis de los productos de amplificacion de cada region en buffer TBE 1X,
para asegurarse de que la regidon habia amplificado y continuar con la purificacion.

Los productos de la amplificacion fueron purificados mediante los protocolos
de purificacién de QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) y
Montage PCR Centrifugal Filter Devices (Millipore Corporation, Beaford, MA, USA).
En ambos el purificado se re-suspendié en 20-30 ul de agua ultrapura y se llevo a
cabo la segunda electroforesis a fin de constatar la obtencién del fragmento de
interés.

Las secuencias de cada regidn se obtuvieron mediante reacciones con
interrupcién controlada de la replicacion, empelando para ello Big Dye Terminador
BDT V3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Se utilizaron
aproximadamente 100 ng de producto de PCR purificado de cada region. La
electroforesis y secuenciacion se llevaron a cabo en el secuenciador automatico ABI
Prism Avant 3100 (Applied Biosystems) del Laboratorio Divisional de Biologia

Molecular de la UAM-Iztapalapa. Las secuencias fueron alineadas manualmente y
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editadas en el programa SEQUENCHER 4.8 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor,

MI, USA) para su posterior analisis.

Anilisis estadistico
Diversidad genética
Se obtuvieron los descriptores estandar de la diversidad genética por poblacién y
especie, entre ellos la diversidad nucleotidica y haplotipica (Nei, 1983). Se uso el
programa DNAsp 5 (Librado y Rozas, 2009) para obtener estos estimadores.

La diversidad nucleotidica (1), es el numero promedio de diferencias
nucleotidicas por sitio entre dos secuencias entre dos secuencias de ADN elegidas al

azar en un poblacién (Nei 1987).

n

T = Z xixjﬂ'ij

ij
donde, x; y x; son las frecuencias de la secuencia iésima y jotaésima,
respectivamente y 17; el numero de diferencias nucleotidicas por sitio entre las
secuencias iésima y jotaésima, y n el numero de secuencias en la muestra.

Para calcular la diversidad haplotipica (h) se empled un estimador no-sesgado
de la diversidad haplotipica, el cual calcula la probabilidad de elegir al azar dos
secuencias o haplotipos diferentes de una poblacién (ecuacion 8.5 de Nei, 1987). Los
valores de diversidad van de 0 a 1, el O representa el valor minimo (por ejemplo, un
haplotipo unico, fijo en una poblacion) y 1 representa la variabilidad genética maxima

(por ejemplo, una frecuencia igual de cada uno de los haplotipos).
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Estructura genética
La estructura genética se estimé mediante un Analisis de Varianza Molecular
(AMOVA), el cual se basa en el calculo de la varianza de las frecuencias génicas
considerando el numero de mutaciones entre haplotipos. A partir de una matriz de
distancias al cuadrado entre todos los pares de haplotipos se construye un analisis
jerarquico de la varianza molecular. En el AMOVA, la varianza total se divide en
componentes de covarianza debido a diferencias intra-individuales, inter-individuales
y/o inter-poblacionales. Los componentes de covarianza se utilizan para calcular
indices de fijacion, los cuales se definen en términos de coeficientes de endogamia
(estadisticos Fsr de Wright).

Oa

2
or

For =

donde o2 es el componente de varianza debido a diferencias entre las G poblaciones
y a2 es la varianza molecular total.

Fsrtoma valores que tienden a 0 cuando las diferencias entre poblaciones
son bajas y si se acerca a 1 indica que las poblaciones estan completamente
diferenciadas y existe una alta endogamia local.

La significancia estadistica de los indices de fijacion se hicieron usando
permutaciones no-parameétricas que consisten en permutar haplotipos, individuos o
poblaciones (1000 permutaciones son el numero recomendado) para obtener una
distribucion de probabilidades correspondientes al azar (Excoffier et al., 1992). Este

analisis se hizo mediante los programas ARLEQUIN 3.5 (Excoffier, 2011).
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Aislamiento por distancia
El aislamiento por distancia ocurre en poblaciones subdivididas, en las que la tasa de
intercambio de genes depende de la distancia o bien dentro de una poblacion
distribuida continuamente con dispersion de polen o semillas restringidas
espacialmente (Wright, 1943). El aislamiento por distancia genera una estructura
genética debido a que ocurre deriva local y puede cuantificarse mediante el
coeficiente de endogamia estimado a lo largo del area de distribucion de la especie.
Se empled el programa IBDWS 3.23 para evaluar la existencia de un patrén
por distancia en C. columna-trajani. Se calcularon los valores de Fsrentre todos los
pares de poblaciones como medida de diferencia genética. Se realizé una prueba de
Mantel para determinar la asociacidén no-aleatoria entre la matriz de distancias
genéticas entre todos los pares de poblaciones con la matriz de distancias
geograficas pareadas y se incluy6 un analisis de regresion (Reduced Major Axis,

RMA) para calcular la pendiente e intercepcion de la curva (Jensen et al., 2005).

Red de haplotipos

En una red de haplotipos se representan las relaciones filogenéticas, en forma de
arboles multibifurcantes, entre secuencias de la misma especie con un numero
pequefio de sustituciones y altos niveles de homoplasia (mutaciones paralelas o
convergentes). En contraste a los arboles estandar, donde solo las puntas estan
etiquetadas, los nodos en una red representan haplotipos muestreados o haplotipos

intermedios inferidos. Este analisis permite inferir haplotipos ancestrales, derivados e
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intermedios hipotéticos. Se basa en métodos de distancia genética y minimiza la
distancia entre haplotipos para establecer las relaciones.

Se empleod el programa NETWORK 4.6.1.1 (2012) para resolver las relaciones
entre haplotipos e inferir el haplotipo ancestral. Las redes de haplotipos proporcionan
una representacion de datos intraespecificos que se caracterizan por un numero
pequeno de substituciones y altos niveles de homoplasia. La red de maxima
parsimonia se construyé mediante el algoritmo median-joining (MJ). La distancia
genética entre dos secuencias se calculd simplemente como el numero de caracteres
diferentes entre éstas. De acuerdo con el programa, se incremento el peso de los
eventos que son mucho menos probables que ocurran porque éstos son
significativos cuando suceden. Asi se asigné un peso de 3 a las transversiones y 1 a

las transiciones.

Analisis demografico

Analisis grafica de cielo

Se estimaron la magnitud y tiempo en qué ocurrieron cambios en el tamafio efectivo
poblacional (periodos de expansién o reduccion poblacional) para analizarlos en el
contexto de los eventos geomorfoldgicos del Pleistoceno, mediante un analisis
grafica de cielo o Bayesian Skyland Plot, BSP. Con base en la teoria de la
coalescencia (unién de linajes) se infirié el tamano efectivo poblacional (Ne) en
diferentes puntos a lo largo del tiempo. A partir del arbol de genes de se identifican
los cambios en el N, pues todos los haplotipos de una poblacion se unen o

coalescen hacia el ancestro comun mas reciente (ACMR).
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Se utilizé el programa BEAST 1.6.1 (Drumond et al., 2011) con las siguientes
premisas: modelo de sustitucion HKY para ambas regiones, reloj relajado log normal
(uncorrelated log normal) con una tasa estimada de sustitucion nucleotidica de u =
1.0x10°® sustituciones por sitio neutral por millén de afio (s/s/m.a.) (Wolfe et al.,
1987). Las réplicas de la cadena MCMC se llevaron a cabo en 10 millones de pasos
con un burnin de 10%, mientras que los arboles y los parametros se muestrearon
cada 1000 pasos. El resto de los parametros fueron especificados con valores por
default. Las estimacion de Ngu y los intervalos de confianza se calcularon a partir de
las probabilidades de distribucion con TRACER 1.4.1 y sintetizadas como una BSP

(Rambaut y Drummond, 2009).

Analisis de mismatch

Para inferir cambios en el tamafo poblacional de C. columna-trajani a través del
tiempo, se hizo un analisis de mismatch, en el cual se grafico la distribucion de
frecuencias de diferencias pareadas entre secuencias por poblacion para evaluar la
posibilidad de expansion demografica. De acuerdo con el modelo,después de un
crecimiento explosivo la distribucion mismatch se aproxima a una curva lisa con un
unico pico bien definido (hipotesis nula), mientras que en una poblacion estable con
un tamafio poblacional constante el histograma es irregular (hipoétesis alternativa). La
expansion poblacional da como resultado un rapido incremento en el numero
promedio de diferencias pareadas entre nucleétidos y una caida rapida del
coeficiente de variacion. Estos efectos se deben a las nuevas mutaciones que

ocurren en los nuevos linajes como resultado del crecimiento poblacional. Si el
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tamano poblacional permanece grande, las mutaciones se acumulan de tal manera
que, con el tiempo, el promedio de diferencias pareadas incrementa. El modelo
asume un crecimiento poblacional rapido de Ny a N; en t generaciones atras,
después del cual la poblacion alcanza un equilibrio demografico (Rogers y
Harpending, 1992).

Se empled el programa ARLEQUIN 3.5 para estimar tres parametros
demograficos, mediante una aproximacién generalizada no-lineal de cuadrados
minimos, 8y = 2uNy, 8, = 2uN, y 1 = 2ut, donde u es la tasa de mutacion (Schneider y
Excoffier, 1999). La validez del modelo se prueba mediante una aproximacion
bootstrap paramétrico simulando la suma de desviaciones al cuadrado (SSD) entre
las diferencias pareadas observadas y esperadas. Los valores no significativos de
SSD indican que los datos no se desvian de lo esperado bajo el modelo de
expansion. El indice de Raggedness (r) indica la falta de uniformidad de la
distribucion observada con respecto a la esperada. Un valor grande de r sugiere que
modelo no proporciona un buen ajuste a los datos y un valor no significativo indica
expansion poblacional.

Excoffier (2004 ) derivo la distribucion mismatch esperada a partir de un
modelo de expansién espacial. Generalmente, ocurre una expansion espacial si una
poblacion inicialmente esta restringida a un area muy pequefia y después incrementa
el rango de la poblacion en el tiempo y el espacio. La poblacion resultante comienza
a subdividirse debido a que los individuos tenderan a aparearse con mayor
probabilidad con los individuos cercanos que con los lejanos geograficamente

(Excoffier, 2011). Se emplea el modelo continente-isla, donde el demo muestreado

92



puede intercambiar migrantes con una unica poblacién de tamafio infinito a una tasa
m. Algunas generaciones en el pasado, el modelo continente-isla pudo haber estado
reducido a un demo de tamafno Ny. Bajo este modelo, se calcula la probabilidad de
que dos genes muestreados en el demo de tamafio N difiera en S sitios. Se
estimaron los parametros de expansion espacial 1, 8 = 09 = 01 y M= 2Nm, usando el
mismo método de cuadrados minimos descritos para la estimacion de expansion
demografica. Se construyo la distribucién mismatch esperada y la prueba de bondad
de ajuste al modelo mediante simulaciones de una expansion instantanea bajo el

modelo continente-isla; con el programa ARLEQUIN 3.5.

RESULTADOS

Diversidad genética
Se obtuvieron 6 haplotipos cuyos sitios variables se muestran en la Tabla 2. Las
secuencias psbA-trnH 'y trnT-trnL tienen una longitud de 367 y 500 pb,

respectivamente. La longitud total de los fragmentos combinados fue de 867 pb.

Tabla 2. Haplotipos y sitios en los que difieren las
secuencias de los fragmentos combinados de las
regiones psbA-trnH y trnT-trnL de Cephalocereus
columna-trajani.
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La diversidad haplotipica de C. columna-trajani fue baja (h = 0.188), las

poblaciones que presentaron menor diversidad incluyen Tomellin, Arrialco y Tetitlan

(h = 0), es decir, muestran un unico haplotipo, fijo en la poblacion. Mientras que

Texcala presentd la mayor diversidad haplotipica (h = 0.556), con una frecuencia

similar de cada uno de los haplotipos (Tabla 3). La diversidad nucleotidica obtenida

en la especie fue de 1

0.00029 y el valor menor (0) se obtuvo en Tomellin, Arrialco y Tetitlan (Tabla 3).

Tabla 3. Estimadores estandar de la diversidad genética de las regiones psbA-trnH'y

trnT-trnL de Cephalocereus columna-trajani en el Valle de Tehuacan-Cuicatlan.

Poblacion N Haplotipos h Ll
Zapotitlan 10 2 (A, B) 0.200 0.00023
(0.02376) (0.0000)
Tilapa 10 2 (A C) 0.200 0.00023
(0.02376) (0.0000)
Texcala 10 2 (A, D) 0.556 0.00064
(0.00556) (0.0000)
Toxpalan 13 2 (A, D) 0.154 0.00018
(0.01590) (0.0000)
Cuicatlan 14 2 (A E) 0.143 0.00016
(0.01412) (0.0000)
Tomellin 12 1(A) 0 0
Arrialco 11 1(A) 0 0
Tetitlan 13 1(A) 0 0
Santa Lucia 9 2(A F) 0.222 (0.0276) 0.00026
(0.0000)
Acatepec 8 2 (A E) 0.250 (0.0324) 0.00029
(0.0000)
Total 110 6 0.188 (0.0024) 0.00023
(0.0000)

h, diversidad haplotipica; m, diversidad nucleotidica. El rango de valores de h, 1T tienden
a 1 cuando la diversidad es alta y cero cuando no se detecta variacion (Avise 2000).

La figura 1 muestra la distribucién y frecuencia de los seis haplotipos. El

0.00023, la poblacion con el valor mayor fue Texcala

haplotipo A se distribuye en las diez poblaciones y representa el haplotipo con mayor

frecuencia (90%). El haplotipo D es compartido por Texcala y Toxpalan, mientras que

el haplotipo E se encuentra en Acatepec y Cuicatlan, los cuales presentaron una
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Figura 1. Distribuciéon y frecuencias de los haplotipos de Cephalocereus columna-trajani en diez
poblaciones del Valle de Tehuacan-Cuicatlan, obtenidas mediante las regiones de ADN de cloroplasto
psbA-trnH y trnT-trnL. La linea continua representa el poligono de la Reserva de la Bidsfera

Tehuacan-Cuicatlan.
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frecuencia de 5 y 2%, respectivamente. Los haplotipos B, C y F estan confinados a
una sola poblacion (Zapotitlan, Tilapa y Santa Lucia, respectivamente) y presentan
una frecuencia baja (1%), es decir, son haplotipos unicos. Los resultados indican que
C. columna-trajani esta conformada por un haplotipo dominante y varios haplotipos

en baja frecuencia (Figura 1)

Estructura genética

ElI AMOVA mostré que la mayor parte de la variacion se debe a diferencias dentro de
las poblaciones (87.55%) (Tabla 4) y que la diferenciacién poblacional es baja (Fsr=
0.124) pero significativa (P< 0.00001), indicando cierto grado de endogamia,
posiblemente relacionada con el patrén de dispersion de semillas que llevan a cabo

los murciélagos.

Tabla 4. Analisis de varianza molecular basado en secuencias de las regiones psbA-
trnH'y trnT-trnL de Cephalocereus columna-trajani. Los niveles de significancia (P)
estan basados en 1000 permutaciones. P < 0.00001

Fuente de variacion g.l Suma de Componentes Porcentaje de
cuadrados de varianza variacién

Entre poblaciones 9 4.497 0.027 12.443

Dentro de poblaciones 100 19.53 0.195 87.556

Total 109 24.027 0.223

indice de fijacion Fgr 0.124

La grafica de la matriz de diferencias de Fsr por pares de poblaciones sefala
que Texcala y Santa Lucia presentan los valores de diferenciacién mas altos cuando
se compara con las demas poblaciones (Fsr = 0.4-0.3 y 0.2 respectivamente).
Mientras que la mayoria de los pares de poblaciones se diferencian por valores

menores a 0.1 (Figura 3).
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Figura 3. Diferencias de Fsr por pares de las poblaciones en Cephalocereus columna-trajani a lo
largo del Valle de Tehuacan-Cuicatlan.

Aislamiento por distancia

Los resultados sefalan que nuestra hipétesis de aislamiento por distancia no puede
ser aceptada pues la diferenciacién genética de C. columna-trajani no estuvo no
estuvo significativamente relacionada con la distancia geografica (Figura 4). Es decir,
la diferenciacién genética es independiente de la distancia que separa a las
poblaciones. Aunque las poblaciones de distribuyan discontinuamente y la dispersion
de semillas potencialmente, ocurra a una distancia menor que la de polen, la

dispersion es suficiente para contrarrestar los efecto de la diferenciacion poblacional.
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Figura 4. Relaciones entre distancia genética y distancia geografica entre las
poblaciones de Cephalocereus columna-trajani en el Valle de Tehuacan-Cuicatlan. Z
=159.13,r=0.167 P =0.219

Red de haplotipos

De acuerdo con la figura 2 el haplotipo A se ubica en el centro de la red, tiene la
frecuencia mas alta y esta ampliamente distribuido en la regién (Figura 2). El
haplotipo A puede ser el ancestral y éste posiblemente dio lugar a los haplotipos
derivados B, C, D, E 'y F. La forma de estrella de la grafica indica una expansion, la

cual pudo ocurrir en la historia reciente de la especie.
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Figura 2. Red de haplotipos de Cephalocereus columna-
trajani obtenidos mediante las regiones psbA-trnH y trnT-trnL.

Historia demografica

El analisis de la distribucion mismatch indica que la hipotesis de expansion
demografica no puede ser rechazada (Figura 5). Se detecté que la curva de los
histogramas fue unimodal y los valores de SSD no son significativos, lo anterior

indica que los datos no se desvian de lo esperado y por lo tanto el modelo de

expansion demografica es aplicable a todas las poblaciones (Figura 5). De la misma

manera, los valores de r no-significativos sefialan que C. columna-trajani ha

experimentado una expansion demografica. Las graficas de expansion espacial

mostraron la misma tendencia, los valores de SSD indican un buen ajuste al modelo

y los valores no-significativos de r sefialan que las poblaciones han pasado por una

expansion espacial (Figura 5).
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Figura 5. Distribucién mismatch para cada una de las poblaciones de Cephalocereus columna-trajani.

De lado izquierdo se muestra la expansion demografica y de lado derecho la expansion espacial.

SSD, suma de desviaciones al cuadrado, un valor no-significativo indica que los datos no se desvian
de lo esperado bajo el modelo de expansion poblacional. r, indice de Raggedness, un valor no-

significativo sefiala expansion espacial.
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Finalmente, el analisis bayesiano de crecimiento demografico BSP indica que

la especie ha experimentado un incremento reciente en el N, (Figura 6).
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Figura 6. Cambios en el tamafio efectivo poblacional de Cephalocereus columna-
trajani en el Valle de Tehuacan-Cuicatlan. La linea negra representa la mediana y
las lineas azules representan los limites al 95% de HPD.
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DISCUSION

Nuestros resultados sefialan que Cephalocereus columna-trajani ha experimentado
una expansion reciente. La red de haplotipos en forma de estrella y la curva unimodal
del analisis de mismatch indican que ha ocurrido una expansion demografica y
espacial. De acuerdo con el analisis BSK, ésta expansion ocurrié posiblemente al
final del Pleistoceno (0.126-0.01 m.a.) conforme se establecian las condiciones
topograficas y edaficas necesarias para el desarrollo de la especie. Durante el
Plioceno/Pleistoceno la fosa de Tehuacan adquirié su actual geomorfologia y clima
(Davalos-Alvarez et al., 2007; Medina-Sanchez, 2010). La pérdida del lago
endorreico, la actividad tectdnica menor, los eventos de erosidn, depositacion y
vulcanismo ocurridos a lo largo del Pleistoceno seguramente originaron las
condiciones ambientales que favorecieron una colonizacion rapida por parte de C.
columna-trajani, en los habitats recién formados. Sin embargo, debido a la baja
variacion nucleotidica de los marcadores psbA-trnH 'y trnT-trnL, no fue posible
determinar cual es la poblacidén ancestral, ni la direccion hipotética de la expansion.
El analisis de estructura genética mostré una diferenciacion poblacional baja y
significativa (Fsr = 0.124, P < 0.00001), reflejando cierto nivel de endogamia a nivel
regional, posiblemente debido a la dispersidn local de semillas y entre poblaciones
vecinas que promueven los murciélagos. El comportamiento de alimentacion de los
murciélagos observado en el VTC, particularmente en Choeronycteris mexicana,
consiste de una serie de visitas a los frutos seguido de un periodo de descanso. Una

vez que los murciélagos remueven una parte del fruto perchan inmediatamente sobre
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los arboles y arbustos dominantes de la region (Mimosa luisana, Caesalpinia
melandadenia, Cerdium praecox, la misma N. tetetzo y Stenocereus stellatus).
Durante el vuelo transportan y dejan caer algunas semillas antes de descansar sobre
los arbustos, donde consumen la pulpa y escupen la mayoria de las semillas.
Mientras los murciélagos manipulan el fruto, dejan caer muchas semillas al suelo
(Godinez-Alvarez et al., 2002). De manera que este comportamiento puede limitar la
extension del vecindario y genético y con ello favorecer cierto grado de endogamia
en C. columna-trajani.

En otros géneros de columnares, como Pilosocereus, Stenocereus, Cereus,
Praecereus y Facheiroa se ha reportado niveles endogamia local (Figueredo et al.,
2010). En Pilosocereus tillianus, una especie polinizada y dispersada por
murciélagos y aves, la endogamia local se pueden deber a que la especie es
autocompatible, asi como a la posibilidad de que ocurran apareamientos entre
parientes debido a que los polinizadores forrajean a distancias cortas o bien a que
una parte de la dispersion ocurre por gravedad (Figueredo et al., 2010).

El patron de estructura genética observado en C. columna-trajani también
puede reflejar que el tiempo transcurrié no ha sido suficiente para que se dé la
divergencia de linajes, lo cual coincide con el origen reciente de la especie [0.99 m.a.
(~1.89-0.19 m.a.)] (Barba-Montoya, 2012). Por otra parte, aunque la dispersion de
semillas potencialmente ocurra a una distancia menor que la de polen, nuestros
resultados sugieren que los murciélagos pueden tener un papel determinante en la

colonizacion de columnares con amplia distribucién dentro del VTC.
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El analisis de aislamiento por distancia no mostré una relacidn positiva entre la
distancia genética y la distancia geografica (r= 0.167, P = 0.219). Este resultado
sugiere que aunque exista cierto grado de endogamia, la dispersion que efectuan los
murciélagos contribuye a mantener a la poblacién cohesionada. Ademas, apoya la
hipétesis de que no ha transcurrido tiempo suficiente para que diverjan las
poblaciones, debido al origen reciente de la especie (Barba-Montoya, 2012), y que el
flujo génico intenso ha sido un fuerza evolutiva determinante en la estructuraciéon
genética de C. columna-trajani, como se ha reportado para la mayoria de las
columnares.

En estudios posteriores es importante emplear regiones de cloroplasto con
mayor variacion nucleotidica y/o ampliar el uso de marcadores nucleares, para inferir
poblacién(es) ancestral (es), ruta hipotética de colonizacion, y por otra parte
determinar la influencia la relativa de la topografia y el tipo de suelo en la expansion
de C. columna-trajani.

Nuestros resultados apoyan la hipétesis de que la radiacion de cactaceas se
intensificé con la aridificacion, expansion y diversificacion de los ambientes aridos e
indican la que la evolucién geomorfolégica ocurrida a lo largo del
Plioceno/Pleistoceno en el VTC puede ser periodo determinante en el origen y
evolucion de algunos miembros de la familia Cactaceae. Finalmente, la evolucién
paralela de varias familias representativas de los ambientes aridos y semiaridos de
México como Agavaceae y Burseraceae apuntan a que la combinacién los eventos

geoldgicos e incremento en la aridez, particularmente aquellos ocurridos a partir del
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Mioceno, han sido detonantes de la radiacién paralela de estos linajes (Good-Avila et

al., 2006; De Nova et al., 2011).
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DISCUSION GENERAL

La estructura filogeografica de Mammillaria pectinifera'y Cephalocereus columna-
trajani sugiere que el origen, distribucion espacial y divergencia genética han sido
moldeados por la evolucion del paisaje, la disponibilidad del habitat y la capacidad de
dispersion de las especies. Es muy probable que la evoluciéon geolégica del VTC
particularmente aquella ocurrida durante la transicion Plioceno/Pleistoceno (2.58
m.a.) haya originado una amplia variedad de microambientes, dando paso al
surgimiento de nuevas especies de cactaceas. Por otra parte, los cambios en las
geoformas y propiedades edaficas, resultado de la actividad geomorfoldgica a lo
largo del Pleistoceno, parecen haber promovido la divergencia genética de las

poblaciones.

Este patrén es mas marcado en M. pectinifera, en la que el aislamiento
espacial, la especificidad del habitat y la baja capacidad de dispersién han restringido
severamente el flujo génico y han promovido la divergencia haplotipica. Bajo estas
condiciones de aislamiento reproductivo, la deriva génica y seleccidén natural pueden
cobrar fuerza en el proceso de divergencia poblacional (Fox et al., 2001). Nuestros
resultados muestran evidencia de que en cactaceas con distribucion restringida y
tamanos poblacionales pequefios, como las mammillarias la deriva génica tiene un
importante en su evolucion (Gorelick, 2009). Mammillaria pectinifera muestra
distribucion restringida, una tasa de crecimiento poblacional negativa, tamano
poblacional efectivo pequeno y estable en los ultimos miles de afios (Valverde y

Zavala, 2006; Capitulo 1), las cuales favorecen la accién de la deriva e impactan
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fuertemente la divergencia, a largo plazo, esta fuerza evolutiva puede tener un papel
importante en la especiacion (Gorelick, 2009). Asimismo, la endogamia local
asociada al tamafio poblacional pequeio, polinizacion y dispersion de semillas
locales refuerzan los efectos de la deriva (Gorelick, 2009).

Aunque desconocemos en qué grado la seleccion natural ha moldeado la
estructura genética de M. pectinifera, la seleccién puede estar dirigida por la
evolucion geomorfoldgica y edafica. La especie se desarrolla exclusivamente en
montanas planas con suelos tipo migajon-arenoso, no se encuentra en los valles
cuyos suelos estan formados por material de origen volcanico (Medina, 2010). En el
Desierto de Chihuahua también se ha propuesto que los factores edaficos junto con
los cambios climaticos del Pleistoceno hayan estimulado enormemente la
especiacion y expliquen la existencia de numerosas mammillarias endémicas con
distribucion restringida (Hernandez y Barcenas, 1995). Es fundamental determinar
cuales han sido los principales factores ambientales que han dirigido la seleccién de
cactaceas en el VTC, mediante el analisis de la estructura filogeografica y la genética
del paisaje.

Aunque las relaciones filogenéticas entre poblaciones de Cephalocereus
columna-trajani no muestren un patrén claramente definido, en el sentido de que no
fue posible revelar cual(es) poblacion(es) es la ancestral, ni determinar una ruta
potencial de colonizacién, los resultados apoyan la hipotesis de expansion
demografica y espacial reciente. En el futuro seria importante inferir analizar la

direccion de alguna ruta de expansién, determinar si ésta ocurrié hacia norte o el sur

109



en funcion de la configuracion del valle, emplear la reconstruccion filogeografica para
inferir la secuencia de eventos geomorfoldgicos dentro del valle.

Nuestros resultados sefialan que los murciélagos pueden tener un papel
determinante en la dispersidn, y en los eventos de colonizacion y expansion regional
de C. columna-trajani. Estos resultados muestran también que aunque puede darse
cierto grado de endogamia, el flujo génico via polen y semilla evitan la divergencia
poblacional. En este caso, también es necesario evaluar el papel de la seleccion
natural y los mecanismos ambientales que la dirigen.

El hecho de que M. pectinifera'y C. columna-trajani, asi como otras especies
del género Mammillaria y gran parte de las cactaceas columnares, se establezcan en
planicies o laderas de montanas con caracteristicas edaficas y altitudes especificas
(Bravo-Hollis, 1978; Peters, 2000; Valiente-Banuet, 2001; Serrano-Estrada, 2010),
sugiere que la evolucién del paisaje, particularmente aquella ocurrida entre la
transicion del Plioceno/Pleistoceno, puede tener un papel determinante en el
establecimiento de linajes evolutivamente independientes y especiacién dentro del
VTC, particularmente de aquellos linajes con baja capacidad de dispersion o barreras
al flujo génico. En este sentido, nuestros resultados apoyan la hipétesis propuesta
por Hernandez y Goémez-Hinostrosa (2011) sobre especiacion alopatrica como
principal forma de especiacion en cactaceas del Norte América, aunque es necesario
poner a prueba esta hipétesis utilizando especies del VTC.

Otro aspecto que esta pendiente y es importante determinar se refiere a la
influencia del incremento global en aridez a partir del Mioceno, asi como de las

fluctuaciones climaticas del Pleistoceno. Posiblemente la reduccion global en la
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precipitacion; un incremento persistente en la aridez regional como resultado de la
sombra orografica y pérdida del paleolago del VTC pueden ser eventos que
combinados, intensificaron el de por si arido valle y fomentaron el surgimiento de
nuevas especies.

De acuerdo con los escasos estudios palinoldgicos (Beraldi-Campesi et al.,
2004 y Ramirez-Arriaga et al., 2006), el centro de México ha experimentado un
incremento gradual en la aridez desde el Oligoceno, como lo indican la presencia
elementos xerofiticos y posibles cambios en la distribucion de los paleoambientes.
Aunqgue no se han reportado estudios que incluyan estratos de edad mas reciente
como el Mioceno, Plioceno y Pleistoceno, el hecho de que varios de estos elementos
actualmente sean dominantes de los diferentes tipos de vegetacion xerodfila de la
region, sugiere que se acentuaron las condiciones de aridez y posiblemente se
expandieran los ambientes semi-aridos (Ramirez-Arriaga et al., 2006). Por lo que es
necesario contar con mas datos de la reconstruccidn paleoambiental para determinar
el impacto del incremento en la aridez debido factores regionales y globales en la
divergencia de linajes y estructura filogegrafica, particularmente de cactaceas. La
evidencia paleoambiental, filogenética y filogeografica sefialan que las oscilaciones
climaticas del Pleistoceno han tenido un fuerte impacto en la distribucion, divergencia
de linajes y especiacion de los biomas aridos del norte de México y suroeste de
Estados Unidos (Riddle et al., 2000, Nason et al., 2002; Rebernig et al., 2010). Es
importante determinar cual fue su efecto y magnitud en los ambientes biomas aridos

del centro de México.
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Recientemente, se ha utilizado la inferencia filogeografica y filogenética para
inferir la importancia relativa de los eventos geomorficos y el incremento en la aridez
de las cuencas de los desiertos del norte de (Schénhunth et al., 2011). Dado que el
conocimiento detallado de la evolucién geomorfica del VTC a partir del Plioceno es
escaso, el analisis de la estructura filogeografica podria servir como registro biolégico
de dicha evolucion, comprender la respuesta de las especies a estos cambios y
conocer las condiciones que han contribuido a la diversidad de especies en estas
regiones.

Las regiones de ADNcp psbA-trnH y trnT-trnL mostraron poca variacion
nucleotidica, lo cual dificulté la determinacién de poblaciones ancestrales, rutas de
colonizacion y de la asociacion entre distribucion espacial y relaciones de parentesco
interpoblacional de cada especie. Seria conveniente ampliar la busqueda de
polimorfismos evaluando otras regiones de cloroplasto o bien con otros marcadores
moleculares. Los estudios filogeograficos de plantas de biomas aridos de Australia
(Byrne 2008;), asi como los filogenéticos de los géneros Lithops y Argyroderma de
las regiones aridas del sur de Africa han empleado RFLP de cloroplasto y AFLP’s de
ADN nuclear, respectivamente, para determinar tanto la estructura como las
relaciones filogenéticas de poblaciones, complejos de especies y especies dentro del
mismo género (Ellis et al., 2006; Keller et al., 2011). Seria conveniente en el futuro
utilizar este tipo de marcadores para ampliar y/o complementar la informacién
obtenida mediante marcadores de herencia uniparental.

Las filogenias moleculares de familias caracteristicas de las comunidades

aridas mexicanas, como agavaceas y burseras; asi como de la familia Aizoaceae del
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Karoo suculento de Sudafrica sefialan que la rapida diversificacion de estas familias
coincide con la expansion de los ambientes aridos modernos del mundo, a lo largo
del Neogeno (Klak et al., 2004; Good-Avila et al., 2006; Hernandez-Hernandez 2010;
Arakaki et al., 2011; De Nova et al., 2011). Corresponde ahora llevar a cabo estudios
a nivel de especies que permitan comprender los procesos microevolutivos
relacionados con el origen y mantenimiento de la diversidad mediante el enfoque

filogeografico.
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CONCLUSIONES GENERALES

La divergencia genética y la especiacion de cactaceas puede estar fuertemente
influenciada por la configuracion del paisaje e incremento regional de la aridez del

Valle de Tehuacan-Cuicatlan a lo largo del Neogeno.

El aislamiento geografico de Mammillaria pectinifera, resultado de la evolucién de las
geoformas y suelos, asi como su baja capacidad de dispersion han restringido
fuertemente el flujo génico. Este en combinacién con la deriva génica, se pueden
considerar las principales fuerzas evolutivas que han propiciado la divergencia
poblacional. Estos procesos, pueden ser responsables de la especiacion en las
especies género Mammilliaria del VTC, en especies con patron de distribucion y

capacidad de dispersién similares a M. pectinifera.

La expansiéon poblacional reciente de Cephalocereus columna-trajani, puede estar
relacionada con una rapida colonizacién del habitat, mediada por murciélagos, y
apoya la hipotesis que sostiene que la expansidn y disponibilidad de nuevos habitats

aridos fue el principal factor de la diversificacion de cactaceas.

Es necesario ampliar los estudios filogeograficos para determinar si la alopatria ha
sido el modo predominante de especiacion en la mayoria de las especies de Norte
América y ponderar el impacto de las fluctuaciones climaticas del Pleistoceno a lo

largo del pais sobre dicha especiacion.
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SUGERENCIAS PARA CONTINUAR CON ESTE TEMA DE INVESTIGACION

Se sugiere ampliar los estudios filogeograficos en cactaceas de las diferentes
regiones aridas de México para comprender la relacidn entre estructura genética y la

evolucion del paisaje en cada region.

Dentro del VTC, se debe seguir estudiando a las especies del género Mammillaria,
incluyendo analisis de demografia histérica para determinar la importancia de la

deriva génica en la estructura genética y especiacion del grupo.

Con respecto a las cactaceas columnares se deben incluir especies dominantes del
VTC para inferir posibles eventos de expansion, rutas hipéteticas de colonizacion; asi
como eventos de fragmentacién poblacional y comprender la respuesta de estas
especies a la evolucion geomorfolégica. En ambos casos se sugiere emplear un
mayor numero de regiones de ADN de cloroplasto o bien un marcador molecular que

ofrezca una cobertura mayor como los AFLP’s.
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