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RESUMEN

Ceratozamia kuesteriana (Regel), amenazada a causa del calentamiento global, con una distribucién
altitudinal cada vez mds angosta y con poblaciones sometidas a condiciones extremas de sequia. El
objetivo de este trabajo fue evaluar la diversidad y estructura genética de cinco poblaciones de C.
kuesteriana en la reserva de la biosfera “El Cielo”, comparando estos datos con la informacion del
resto de grupo para establecer su estado actual y proponer estrategias de manejo y conservacion
pertinentes. Se utilizaron nueve marcadores SSR; los cuales mostraron una diversidad genética
elevada (Ho: 0.53+0.05); las poblaciones estan estructuradas (Fst @, 401): 0.151; p < 0.001), sin
asociacion con la distancia geografica (r: 0.1814, p: 0.648); presentan endogamia (Fis (196,401): 0.209;
p < 0.001), estan en desequilibrio Hardy-Weimberg (¥*: 61.648+30.79; p < 0.001) y existen cuellos
de botella en todas las poblaciones, algunos mas recientes e intensos que otros. Se concluye que la
diversidad esté altamente fragmentada por lo que practicamente todas las poblaciones son diferentes
en su composicion genética, proceso de diferenciacion que aparentemente se ha propiciado por la
seleccion natural y se infiere la pérdida de conectividad por ausencia de polinizadores naturales. La
poblacién tres mantiene los niveles mas altos de diversidad genética con respecto al resto, aunque
presenta el cuello de botella mas intenso. Por el contrario, la poblacion cinco es la que tiene la menor
diversidad genética y se encuentra alejada geograficamente. La mayor contribucion de este trabajo
radica en el anélisis de neutralidad que mostrd cuatro loci sometidos a seleccion; tres bajo seleccion
balanceadora y uno con seleccion direccional. En conjunto, estos datos indican que la poblacion tres
se encuentra en condiciones 6ptimas mientras que la poblacion cinco apenas subsiste. Finalmente, se
han logrado identificar zonas de alta y baja densidad dentro de la reserva, por lo que es factible el uso
de propuestas de conservacion previamente probadas en otras Ceratozamias, sin embargo, la carencia
de datos demograficos (fertilidad, viabilidad, supervivencia, mortalidad, etc.) no permite un programa
de manejo completo.

Palabras clave: adaptacion, cuello de botella, diferenciacion, diversidad genética, seleccion natural.
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1. INTRODUCCION

Las cicadas son un grupo de plantas que forma parte importante del patrimonio bioldgico de
Meéxico; siendo los tropicos uno de sus refugios naturales mas importantes en el mundo (Vovides,
2000; Judd et al., 2007). Ceratozamia es el grupo mas diverso en nuestro pais, con 30 especies, de
las cuales 16 se localizan en la Sierra Madre Oriental (SMO); el resto se distribuye en la Planicie
Costera del Golfo, el Istmo de Tehuantepec y la Sierra de Juarez (Calonje ef al., 2018).

Ceratozamia kuesteriana es una especie de reciente redescubrimiento (Vovides y Nicolalde-
Morejon, 2010), esta sujeta a proteccion especial por las leyes mexicanas y catalogada en peligro de
extincion (P) por la IUCN. Se desconoce en detalle la historia de las poblaciones y las amenazas
puntuales para la especie. Montelongo-Ruiz (2016) y Octavio-Aguilar (Com. Pers.) confirmaron la
presencia de la especie en la reserva de la biosfera “El Cielo” y su ausencia en Linares y Aramberri,
Nuevo Leoén; Miquihuana y Ciudad Victoria, Tamaulipas; Ciudad Valles y Rio Verde, San Luis
Potosi y Rio Escanela, Querétaro; lo que implica una reduccion considerablemente en la distribucion
estimada (Whitelock, 2002). Es importante destacar estas ausencias ya que estimaciones previas del
ambito potencial de distribucién de la especie la ubican en practicamente la totalidad del extremo
norte de la Sierra Madre Oriental, incluyendo Nuevo Ledn, San Luis Potosi, Querétaro y Tamaulipas.
Ademas, los primeros reportes de la planta se realizaron en Rio Verde y Ciudad Valles, San Luis
Potosi; localidades en las que al dia de hoy se ha extinguido.

La informacion obtenida en los recorridos mencionados fue complementada con registros
procedentes del herbario de la Universidad Autonoma de Tamaulipas y varias tesis con listados
floristicos de la region. De manera particular, existen reportes en la Sierra de Tamaulipas y en Ciudad
Madero, ésta ultima localidad no corresponde al tipo de vegetacion normalmente asociado al género
Ceratozamia, al corroborar los puntos geograficos, se localizaron poblaciones de Zamia spp, por lo
que existen errores en la identidad en los registros. En conjunto, la informacion geografica y
documental es obsoleta, erronea y/o sobreestimada, lo que reduce considerablemente el area

geografica ocupada por la especie, restringiéndola exclusivamente a la Reserva de “El Cielo”, donde
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sus poblaciones son aparchonadas, aisladas y en algunas hay poca representatividad de las categorias
juveniles.

Las cicadas son amenazadas principalmente por cambios antropogénicos y de uso del suelo.
Esto resulta interesante para explicar adaptaciones a habitats degradados, alteraciones en la
distribucion espacial, modificaciones en su diversidad genética y variacion a corto y mediano plazo
en la estructura demografica, lo cual ha sido reportado para otras cicadas (Lopez-Gallego, 2008;
Octavio-Aguilar ef al., 2008; Rubio-Tobon, 2015). Al respecto, se debe sefialar que esta especie de
cicada no forma parches densos en 4reas mayores a 50 m?, como se ha reportado para C. fuscoviridis
(Rubio-Tobon, 2015) o C. mexicana (Rivera-Fernandez et al., 2012); por el contrario, los individuos
se localizan en huecos rocosos, aislados, protegidos y bajo el dosel del bosque; lo que constituye una
limitante para la colecta y registro. Esta alteracion en la densidad espacial, obedece principalmente al
escases de microhabitats idoneos para la germinacion y crecimiento de las plantulas, ya que para el
género estas son sensibles a la desecacion y tienen una alta mortalidad (Sanchez-Tinoco et al., 2000).

De acuerdo con Gonzélez y Vovides (2002), C. kuesteriana forma parte del clado ubicado al
norte del Eje Neo-volcanico entre los estados de Tamaulipas, San Luis Potosi, Querétaro e Hidalgo,
especies para las cuales se hipotetiza procesos de especiacion reciente, ademas no se descartan
asociaciones y variacion dadas por arrastre filogenético como la constriccion de los foliolos, la
disminucién en la cantidad de estomas y el engrosamiento de la cuticula (Vovides et al., 2018), lo
que podria estar asociado a rasgos morfologicos similares con otras Ceratozamias adaptadas a
regiones con baja precipitacion, como el caso de C. zaragozae. Sin embargo, a diferencia de esta
ultima, que gracias a los trabajos de prospeccidon-exploracion se pudo determinar que existen mas
poblaciones (Castillo-Lara et al., 2017); C. kuesteriana no ha podido incrementar su area de
distribucioén, por el contrario los recorridos a lo largo de la SMO mostraron extinciones locales; por
lo que las adaptaciones que pudo haber tenido en este proceso reciente de especiacion-radiacion no

han sido suficientes para garantizar su persistencia.
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Para poder encaminar los trabajos de conservacion, en este documento se incluyeron estrategias
de conservacion tanto in situ como ex situ para C. kuesteriana, tomado como base algunas ideas ya
reportada para otras cicadas, en especial aquellas que se encuentran dentro de una reserva como el
caso de C. norstogii y C. mirandae. La presencia de la especie en la Reserva de la Biosfera “El Cielo”
le confiere cierta proteccion especial contra la deforestacion y saqueo de plantas adultas, aunque el
desconocimiento sobre el estado demografico de las poblaciones podria ser un obstaculo para la
implementacion de estrategias de conservacion adecuadas. Por todo lo anterior, sirva la informacion
como un antecedente general de evaluacion del estado de conservacion de C. kuesteriana en su area

de distribucion conocida (Nicolalde-Morejon y Vovides, 2010).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Las cicadas

Las cicadas son plantas antiguas de origen monofilético (Stevenson, 1990; Stevenson, 1992; Chase
et al., 1993), grupo hermano del resto de las plantas con semilla actuales (Nixon et al., 1994). Surgen
en el Carbonifero, hace 325 a 280 millones de afios (Ma) (Norstog y Fawcett, 1989; Zhifeng y
Thomas, 1989; Norstog y Nicholls, 1997) con maxima radiacion en el Jurasico y Cretacico (Mc
Elwain et al., 2005). La mayoria radiaron hace menos de 10 millones de afios, en el Mioceno tardio,
aunque conservan caracteres primitivos como células espermaticas moviles (Norstog y Nicholls,
1997; Nagalingum et al, 2011). Los géneros Cycas y Dioon, en el viejo y nuevo mundo,
respectivamente; conforman clados ancestrales con una divergencia entre 250 y 270 Ma (Figura 1)
(Codamine et al., 2015).

Las cicadas constituyen el segundo mayor grupo de gimnospermas (Judd et al., 2007), son
dioicas con conos masculinos (microstrobilos) y femeninos (megastrobilos), pero no determinado en
todos los casos por heterocromia (cromosomas sexuales diferenciados) (Harvey et al., 1997,
Ainsworth, 2000; Kanchanaketu et al., 2007). Esto se debe a eventos filogenéticamente
independientes lo que ubica a los cicadales como modelo de estudio Optimo para entender la
evolucion de la sexualidad en plantas (Sanguden et al., 2009; Iglesias-Andreu et al., 2010; Iglesias-

Andreu et al., 2012).
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Figura 1. Filogenia calibrada por registros fosiles de las cicadas actuales, obtenido por el modelo de
probabilidad posterior de Yule (a) y de Muertes-Nacimientos (b) (Modificado de Codamine et al.,
2015). Los colores senalan la divergencia de los clados: 295.7 a 316.6 Ma del surgimiento del grupo
(divergencia con respecto a Ginkgo); 140 a 206.4 Ma divergencia entre Dioon y Cycas, (Zamiaceae
vs Cycadaceae); 116.3 a 170.3 Ma primera divergencia dentro de la familia Zamiaceae (Stangeria en
amarillo con respecto al resto de los géneros de Zamiaceae).
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Estas plantas producen una corona de hojas con foliolos dispuestos en un eje principal, los
tronco son paquicaules con poco xilema denominado manoxilematico, algunas especies exhiben
ramas bifurcadas dicotomicamente. Sus raices presentan simbiosis con cianobacterias en raices
coraloides, que fijan nitrogeno atmosférico. Son plantas de lento crecimiento que pueden llegar a

vivir mas de 2000 afios (Vovides, 1990; Gifford y Foster, 1996; Vovides ef al., 2010a).
2.2 Ecologia

Las plantas dioicas por lo general son polinizadas por diferentes organismos, lo que las hace
dependientes de este tipo de interaccion para llevar la reproduccion, tal es el caso de las cicadas. Son
polinizadas por escarabajos (entomofilas) de las familias Curculionidae y Languridae, con la
excepcion de Cycadothrips chadwicki (Insecta, Thysanoptera), que poliniza a Macrozamia communis
y C. albrechti que poliniza a M. macdowelli (Tabla 1). Dichos escarabajos parecen ser atraidos por el
calor producido por los conos masculinos de las cicadas cuando maduran, eventualmente entran
también a los conos femeninos, donde ocurre la polinizacion (Tang ef al., 1987; Tang et al., 1999;
Terry, 2001; Yanez, 2006). La restriccion sexual por la dependencia de poblaciones sanas de
polinizadores, trae como consecuencia una alta diferenciacion y elevacion en los niveles de
endemismo (Hamrick y Godt, 1996).

Las cicadas producen una variedad de sustancias secundarias con funcion protectora contra los
herbivoros (Norstog y Fawcett, 1989; Vovides ef al., 1993; Norstog y Nicholls, 1997; Gomez-Pompa
et al., 2000; Schneider ef al., 2002). Por un lado, algunas sustancias toxicas contienen dos grupos de
azlucares nitrogenados (cicacina y macrozamina) que representan los compuestos naturales
carcinogénicos mas potentes que se conocen (Bell ef al., 1967; Bell y Nunn, 1988; Nash et al., 1992;
Yaiiez, 2006). Por otro lado, la toxina que se encuentra en menor concentracion en los tejidos de las
cicadas es el aminoacido no proteico derivado de alanina, B-N-metilamino-L-alanina (B-BMAA), que
en concentraciones elevadas es neurotoxico para mamiferos y aves (Schneider et al., 2002; Brener et
al., 2003a, b). La toxicidad mencionada contribuye a una deficiencia en la dispersion ocasionando

que la diferenciacion se incremente ain mas (Avise, 2004).
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Tabla 1. Insectos especificos para la polinizacion de algunas cicadas en el mundo (Modificado de
Schneider et al., 2002).

Cicadas | Polinizadores | Fuente
1. Zamia furfuracea (México) a) Rhopalotri amollis Norstog et al., 1986.
2. Zamia integrifolia (Estados . .
Unidos, Bahamas, Cuba y Gran 3 f)ZZZ jé(:;;;; Zz();zja(;laﬂe Tang et al., 1987.
Caiman )
3. Encephalartos  cycadifolius | a) Metacucujus encephalarli Donaldson ef al.. 1995
(Sudéfrica) b) Xenoscelini spp. ” '
. a) Porthetes spp.

?Su dafrif:)c ephalartos villosus b) Xenoscelini spp. Donaldson, 1997.

c) Antliarhinus zamiae
5. Encephalartos spp (Africa) a) Apinotropis spp. Oberprieler, 1995.
6. Macrozamia communis | a) Traneslyt erioides y T. sparsus | Chadwick, 1993.
(Australia) b) Cycacodothrips chadwicki Terry, 2001.
7. Macrozamia macdowellii . .
(Australia) a) Cycadothrips albrechti Mound y Terry, 2001.
8. Cycas spp (Asia) {’3 )T(ye ff;’;‘;ﬁjfgbp. Tang et al., 1999.

El B-BMAA puede estar relacionado con otra funcion en los megastrobilos, donde se almacena
en bajas concentraciones de forma permanente, contrario a los microstrobilos donde esta toxina es
liberada antes. Esta actividad histoquimica a través de las toxinas, puede interpretarse como el
“sindrome de polinizacion” para el desarrollo de larvas de escarabajos, donde les brinda proteccion a
través del tejido de los microstrobilos (Vovides, 1991; Vovides et al., 1993). El B-BMAA es producido
también por cianobacterias del género Nostoc (Miguez-Caramés, 2016) presentes en las raices de las
cicadas, las que bio-acumulan esas toxinas en sus semillas.

A pesar de la alta toxicidad en las cicadas, las hojas son depredadas por herbivoros especificos
como son las orugas del género Fumaeus, (familia Lycaenidae) y escarabajos de la especie
Aulacoscelis melanocera (familia Crisomelidae), que tienen una amplia distribuciéon en las zonas
tropicales. Este tipo de alimentacidon parece ser un rasgo evolutivo para Eumaeus, puesto que son
capaces de metabolizar las toxinas producidas por las cicadas y heredarlas a sus huevos y larvas,
concentrando las sustancias en la cubierta de la pupa; tal es el caso de las larvas de Rhopalotria

(Rothschild et al., 1986; Bowers y Larin, 1989; Bowers y Farley, 1990; Vovides ef al., 1993).
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Aun con la alta concentracion de toxinas en practicamente todos los tejidos; su dispersion puede
estar dada ocasionalmente por animales. Por ejemplo, se ha reportado que las semillas de Dioon
holmgrenii, son consumidas y dispersadas por ardillas (Sciurus spp.) y urracas (Calocitta formosa);
las semillas de D. edule son depredadas y dispersadas ocasionalmente por Peromiscus mexicanus
(Gonzalez-Christen, 1990; Vovides,1990), las de Ceratozamia matudae y C. mirandae por pecaries
Pecari tajacu (Pérez-Farrera et al., 2000; Pérez-Farrera y Vovides, 2004; Pérez-Farrera et al., 20006),
las semillas de Zamia pumila y Z. furfuracea son dispersadas por cenzontles (Mimus polyglottos)

(Eckenwalder,1980) y por cangrejos (Chemnick y Vazquez-Torrez, Com. Per.).
2.3 Amenazas a nivel mundial

Las cicadas se distribuyen en regiones tropicales y subtropicales (Figura 2). Algunas zonas tienen
géneros especificos lo que constituye una relacion entre sus procesos evolutivos (radiacion,
colonizacion, dispersion) y su distribucion geografica (Gifford y Foster, 1996; Vovides, 2000; Judd
et al., 2007). La lista actual consta de dos familias (Cycadaceae y Zamiaceae; Christenhusz et al.,
2011), con un total de 10 géneros y 371 especies: Bowenia (2), Ceratozamia (31), Cycas (125), Dioon
(15), Encephalartos (71), Lepidozamia (2) Macrozamia (41), Microcycas (1), Stangeria (1) y Zamia
(82) (Calonje et al., 2018).

Cycadaceae solo cuenta con el género Cycas distribuido en Asia, Australia y Oceania excepto
Cycas thouarsii ubicada en las Islas Comoros, Seychelles, Kenya, Madagascar, Mozambique y
Tanzania (Osborne et al., 2012). Zamiaceae cuenta con nueve géneros (Bowenia, Ceratozamia,
Dioon, Encephalartos, Lepidozamia, Macrozamia, Microcycas, Stangeria, y Zamia) con 246 especies
descritas. Los géneros restringidos al continente americano son Ceratozamia, Dioon, Microcycas
(con una sola especie M. calocoma, endémica de Cuba) y Zamia (el género mas grande para el grupo
con 82 especies). Once listas se han publicado desde 1985 hasta el 2012, duplicando el namero de

especies descritas; aunque se creen que hay mas especies por descubrir (Osborne ef al., 2012).
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Figura 2. Distribucion mundial de las cicadas de acuerdo a Christenhusz et al., 2011(Modificado de Donaldson, 2003a).
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La mayoria de las cicadas tienen poblaciones pequefias en éareas restringidas con baja
dispersion por lo que son susceptibles de extincion (Pérez-Farrera ef al., 2004; Yafiez, 2006; Octavio-
Aguilar et al., 2008). En 2003, se report6 que un 53% de las especies estaba en peligro (UICN, 2003),
para el 2010 el valor se incrementd al 64%. Por esto la situacion actual ha ido en declive,
principalmente en Asia, Australia, Centroamérica y México (Donaldson, 2003).

De acuerdo con las categorias de la UICN en América, 24 especies se reportan en Peligro
Critico (CR); en Africa, 18 especies estan clasificadas dentro de esta categoria, lo que significa que
una de cada cuatro especies africanas se considera en CR. Dos especies del género africano
Encephalartos se han extinguido en estado silvestre (EW) en la ultima década (Donaldson, 2003).
Por ejemplo, Encephalartos woodii originalmente se describid a partir de una sola planta masculina,
no se encontraron nunca otros individuos. Las poblaciones originales de E. woodii fueron eliminadas
a través de la cosecha y extraccion de corteza, las ultimas plantas habian sido transferidas a los
jardines botanicos en 1916 y en 1964 muri6 el Gltimo ejemplar colectado de forma silvestre. Los
ejemplares que actualmente se tienen en algunos jardines botanicos son clones provenientes de esa
unica planta masculina conocida. De acuerdo a la UICN en 2003 E. woodii se declar6 oficialmente
extinta en la naturaleza (Donaldson, 2010a). Para Encephalartos brevifoliolatus, originalmente se
conocia una poblacion de cinco a siete plantas masculinas. En 1998, se habia catalogado como en
Peligro (E) y en el 2003 en Peligro Critico (CR). Estas tultimas plantas fueron removidas por los
colectores furtivos, por lo que funcionarios de conservacion retiraron los tltimos ejemplares a un
lugar ex situ seguro en 2004. En 2006 se declar6 oficialmente Extinta en la Naturaleza (Donaldson,
2010b).

Los ejemplos anteriores ponen de manifiesto que las cicadas a nivel mundial estan enfrentando
graves problemas de extincion. En 2016, el Informe Anual de la UICN, menciona que las cicadas no
estan amenazadas gravemente, pero si se estan deslizando hacia la extincién con mas rapidez que

cualquier otro grupo conocido, a excepcion de los corales (UICN, 2016).
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Todos los géneros de cicadas estan incluidas en los Apéndices de la CITES, por lo tanto; su
comercio esta regulado (Rutherford et al.,2013; PNUMA-CMCM, 2014). Para el género Cycas, todas
las especies se incluyen en el Apéndice II, excepto Cycas beddomei, nativo de la India; que se
encuentra en el Apéndice 1. Para los géneros Bowenia, Dioon, Lepidozamia, Macrozamia, y Zamia;
todas las especies se incluyen en el Apéndice II, excepto Ceratozamias spp., Encephalartos spp.,
Microcycas calocoma 'y Stangeria eriopus que estan en el Apéndice 1. A nivel de especie, actualmente
se incluyen en el Apéndice [ un total de 105 mientras que en el Apéndice Il hay 266 especies (Calonje

et al, 2018).

2.4 Las cicadas mexicanas

En México se encuentran los géneros Ceratozamia, Zamia y Dioon, pertenecientes a la familia
Zamiaceae, ocupando el segundo lugar a nivel mundial en diversidad de cicadas, después de Australia
(Vovides, 2000; Haynes, 2012; Osborne et al., 2012; Rivera-Fernandez et al., 2012); ya que cuenta
con 61 de las 371 especies descritas a nivel mundial (Calonje et al., 2018). El género Ceratozamia
esta representada por 30 de las 31 especies reportadas, con excepcion de C. hondurensis J. L. Haynes,
Whitelock, Schutzman y R.S. Adams; Zamia con 17 y Dioon con 14. En este contexto, los tres géneros
se distribuyen en 15 de las 19 regiones biogeograficas de acuerdo a Nicolalde-Morejon et al., (2014),
excepto en el Altiplano Norte (Chihuahuense), Baja California, California (franja mexicana) y El
Cabo (Figura 3). Por lo tanto, la mayor riqueza de cicadas en el pais se encuentra en la provincia
biogeografica SMO y en el sureste mexicano (Oaxaca y Chiapas) (Luna et al., 2000; Vovides et al.,
2003; Yafez, 2006; Juarez et al., 2009). El porcentaje de endemismo en México es de 93.45%; puesto
que 60 especies son exclusivas del territorio mexicano. Por estados de la republica, el patron de
endemismo se distribuye de la siguiente manera: Veracruz diez especies, Chiapas y Oaxaca nueve
especies cada uno, y San Luis Potosi, Tabasco, Hidalgo y Tamaulipas, con una especie cada uno

(Nicolalde-Morejon et al., 2014; Calonje et al., 2018).
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Leyenda Regiones Biogeogr:ificas

APN. Altiplano Norte CHI, Los Altos de Chiapas PTN, El Peten SON, Sonora

APS, Altiplano Sur CLF, California SCN, Soconusco TAM, Tamaulipeca
BAL. Depresion del Balsas G\, Golfo de México SME, Sierra Madre Oriental VOL, Eje Volcanico
BC.Baja California OAX, Oaxaca SMO, Sierra Madre Occidental YUC, Yucatén

CAB, del Cabo PAC, Costa del Pacifico SMS. Sierra Madre del Sur

Figura 3. Ubicacion geografica de los géneros mexicanos de la familia Zamiaceae. Se muestran las
localidades tipo de las especies reportadas por género a la fecha (Modificado de Nicolalde-Morejon
etal., 2014).

2.4.1 Amenazas en México

En México las leyes que protegen la flora y fauna silvestre estan a cargo de la Secretaria de Medio
Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT) y se basan en el Método de Evaluacion del Riesgo
(MER); que es una herramienta complementaria de la NOM-059 (NOM-059-SEMARNAT-2010);
ademas de implementar programas de recuperaciéon y conservacion como el Programa de

Conservacion de Especies en Riesgo (PROCER) 2007-2012 a cargo de la Comision Nacional de
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Areas Naturales Protegidas (CONANP) (CONABIO, 2008; Ayala-Orozco et al., 2012). Dentro de
estas estrategias y normas, las cicadas se encuentran como especies prioritarias de conservacion de
acuerdo con la Ley General de Vida Silvestre (LGVS). De acuerdo a la NOM-059-SEMARNAT-
2010 (SEMARNAT, 2010); se establece que todas las cicadas mexicanas se encuentran amenazadas,
por lo que son un grupo prioritario para su conservacion (INE-SEMARNAT, 2000; UNEP-WCMC,
2013).

La situacion actual para México, de acuerdo a la Lista Roja de la UICN es la siguiente; 17
especies caen en la categoria En Peligro Critico, 24 En Peligro, 12 Vulnerables, cuatro Casi
Amenazado y cuatro con Datos Insuficientes (Calonje ef al., 2018). Es asi que la totalidad de las
especies se encuentra bajo algin grado de amenaza o riesgo de extincion (SEMARNAT-2010).
Ademas, establece especificaciones para su proteccion (INE-SEMARNAT. 2000). La mayoria de las
cicadas mexicanas también se encuentran listadas en los Apéndices Iy II del CITES.

El mayor riesgo que enfrentan las cicadas es la colecta ilegal de ejemplares (Pérez-Farrera y
Vovides, 2006) y la destruccion de su habitat, colocandolas en riesgo por la disminucion de sus
poblaciones, la extincion de los polinizadores (Vovides ef al., 1997) y una amplia separacion espacial
entre plantas macho y hembra (Rubio-Tobdn, 2015; Octavio-Aguilar ef al., 2017a, b y ¢). Se estima
que la distancia geografica entre sexos no deberia ser grande (Clark y Clark, 1987, 1988). Ademas, el
trafico ilegal de plantas y semillas resulta ser el aspecto de amenaza, ya que tienen un alto valor
economico y ornamental por su rareza (Martinez-Meyer et al., 2014; CITES, 2012; UICN, 2017).
Otro factor que reduce las poblaciones de cicadas consiste en la transformacion de su habitat por
actividades antropogénicas, que impacta directamente sobre la diversidad de las comunidades y la
persistencia de las poblaciones, incluidos los aspectos demograficos y genéticos. Esto resulta
interesante para explicar adaptaciones locales de las especies a los habitats degradados,
modificaciones en su diversidad genética y variacion a corto y mediano plazo en la estructura
demografica, lo cual ya ha sido reportado en cicadas (Lopez-Gallego, 2008; Octavio-Aguilar et al.,

2008; Rubio-Tobon, 2015). La perturbacion también altera la estructura de los ecosistemas cambiando
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la disposicion de los recursos y el medio fisico (White y Walker, 1997). La fragmentacion disminuye
el tamafio y la conectividad entre las poblaciones, causando un deterioro general (Andren, 1994;
Berglund y Jonsson, 2003; Hobbs y Yates, 2003) y por ende, una presion de seleccion particular sobre
las categorias menos adaptadas dentro de las poblaciones. Esto induce cambios demograficos que
incrementan el riesgo de extincion local (Barrett y Kohn, 1991), lo que se ha asociado con la
disminucién en el tamafio poblacional (Eisto et al., 2000; Vergeer et al., 2003; Kolb y Lindhorst,
2006), reduccion de la fecundidad (Oostermeijer et al., 1998), bajo reclutamiento (Kery et al., 2000;
Jacquemyn et al., 2003), alteraciones en la estructura y composicion demografica (Jules, 1998; Bruna

y Kress, 2002); asi como densidad baja y pérdida del potencial evolutivo (Gram y Sork, 1999).
2.4.2 Conservacion en México

Toda la informacion presentada denota la urgencia de iniciar con actividades enfocadas a la
conservacion y manejo de las cicadas en México. Al respecto, la tendencia actual para la conservacion
de flora amenazada consiste en la integracion de los enfoques in situ y ex situ de manera
complementaria, asi como la utilizacion de técnicas convencionales y modernas disponibles que
garanticen la disponibilidad de germoplasma (Garcia et al., 2001). La conservacion in situ comprende
estrategias de manejo para mantener la diversidad de recursos genéticos en los sitios donde ocurren
los procesos evolutivos que determinan su diversificacion: las areas naturales en el caso de los
recursos forestales maderables, no maderables y la fauna sujeta a caceria o recoleccion; campos
agricolas y unidades de produccion rural que manejan y guian los procesos de manejo y
domesticacion.

Por el contrario, las estrategias de conservacion ex situ se llevan a cabo fuera de estos contextos
evolutivos e incluyen: bancos de germoplasma usando técnicas de crio-conservacion de semillas a
bajas temperaturas, colecciones de propagulos vegetativos, cultivo de tejidos in vitro, jardines
botanicos y colecciones particulares (Ford- Lloyd y Jackson., 1986, Primack., 2000; Casas et al.,

2016).
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Considerando ambos enfoques y con la finalidad de mitigar la presion sobre las poblaciones en
este grupo de plantas, se desarroll6 el Proyecto para la Proteccion, Conservacion y Recuperacion de
la Familia Zamiaceae (Cycadales) de México (INE-SEMARNAT, 2000), cuya funciéon es la
implementacion de Unidades de Manejo Ambiental (UMA) para la conservacion de estos recursos.
Los mejores ejemplos de conservacion ex sifu e in situ se encuentran en el estado de Chiapas,
generados por la Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas (UNICACH) con ayuda del Instituto de
Ecologia A.C. En 1996, se iniciaron cultivos en huertos rurales para la propagacion de Ceratozamia
matudai, C. norstogii, Dioon merolae y Zamia soconuscensis en comunidades de la Reserva de la
Bidsfera “La Sepultura” y “El Triunfo” (Pérez-Farrera y Tejeda-Cruz, 1996; Vovides et al., 2002).
Otros ejemplos se encontraron en San Luis Potosi, donde se cultiva D. edule; también en Veracruz
se tienen cultivos de D. edule, C. mexicana, Z. furfuracea y Z. loddigesii. Ademas, se han iniciado
gestiones para la propagacion de especies en peligro de extincion como D. caputoi en la reserva
Tehuacan-Cuicatlan y Z. inermis por pobladores de Mozomboa, Veracruz (Vovides et al., 2010a,
Octavio-Aguilar et al., 2017b y ¢). En cuanto a la conservacion ex situ, se ha evaluado la importancia
de la variabilidad genética preservada en colecciones y jardines como una fuente representativa para
varias especies, asumiendo un papel importante de este tipo de colecciones en la conservacion de la

familia Zamiacaeae (Calonje et al., 2010).
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3. ESTADO DEL ARTE

3.1 Genética de poblaciones en cicadas

Las poblaciones han sido las unidades naturales de estudio tanto para la ecologia como para la
genética (Hartl y Clark, 1997, Barbadilla, 2012). Una poblacion se puede definir como un grupo de
individuos que pertenecen a la misma especie, que viven en un area geografica definida y que se
aparean o pueden potencialmente llegar a hacerlo (Frankel y Soulé, 1981). Las poblaciones
genéticamente pueden continuar existiendo, extinguirse, volver a unirse unas con otras o continuar
divergiendo hasta que se vuelvan reproductivamente aisladas. Las poblaciones reproductivamente
aisladas pueden dar lugar a nuevas especies (Klug et al., 2013).

La genética de poblaciones es parte central de la teoria evolutiva moderna, sus aportaciones a
la biologia de la conservacion han ido creciendo conforme la teoria y practica han ido integrandose a
la disciplina que ahora se conoce como genética de la conservacion (Eguiarte y Pifiero, 1990), que se
basa en el estudio de la diversidad y estructura genética en las poblaciones tanto a nivel intra como
interespecifica (Rocha y Gasca, 2007; Klug et al., 2013). Uno de los objetivos fundamentales de esta
disciplina es ayudar a minimizar los efectos de las extinciones, la fragmentacion y reduccion de flujo
génico principalmente en poblaciones pequefias (Frankham, 1995; Amos y Balmford, 2001;
Frankham et al., 2002), dado que son mas propensas a la extincidn, ya que los factores estocasticos
(tanto genéticos como demograficos y eventos catastroficos) aceleran su decline (Primack et al.,
2001) y las llevan a los llamados vortices de extincion (Primack et al., 2001; Frankham ef al., 2002).
Los vortices se inician cuando las poblaciones son pequeiias, demograficamente inestables y tienen
niveles altos de endogamia; la disminucion poblacional reduce la adecuacién y se produce una
retroalimentacion negativa, lo que refuerza el decline, aumenta la depresion por endogamia y la
susceptibilidad a eventos aleatorios ambientales, reduciendo atn mas el tamafio poblacional y asi

sucesivamente hasta llegar a la extincion (Figura 4).
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Figura 4. Representacion de una poblacion pequeiia, los fenomenos estocasticos incrementan el
efecto de los problemas genéticos, por lo que la poblacion sufre un vortice de extincion (Tomado de
Rocha y Gasca, 2007).

Los estudios de diversidad genética en cicadas han sido de gran relevancia en términos de
conservacion, ecologia y evolucion debido a que se encuentran en un estatus de amenazas y en peligro
de extincion (Bachmann, 1994; Donaldson, 2003). La informacion generada han permitido
desarrollar teorias acerca de la distribucion geografica del grupo, aporta bases fundamentales para el
entendimiento de las presiones de seleccion asi como el establecimiento de relaciones filogenéticas
entre clados (Rivera-Fernandez, 2012).

Actualmente, se cuenta con varios estudios sobre genética poblacional destacando los
realizados en los géneros Dioon (Gonzalez-Astorga et al., 2003, 2005, 2008, 2009; Cabrera-Toledo
et al., 2008; Octavio-Aguilar et al., 2009), Zamia (Gonzalez-Astorga et al., 2006; Meerow y
Nakamura, 2007), Ceratozamia (Montelongo-Ruiz, 2016; Garcia-Montes, 2017), Microcycas
(Pinares et al., 2009), Cycas (Yang y Meerow, 1996; Chao-Luan et al., 1999; Keppel et al., 2002) y

Macrozamia (Sharma et al., 2004), por mencionar algunos ejemplos.
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Ademas de los estudios de genética poblacional, los marcadores moleculares que se han
utilizado para la inferencia filogenética entre especies estrechamente relacionadas han sido los
polimorfismos de longitud de fragmentos amplificados (AFLP por sus siglas en ingles), las
repeticiones de secuencias intergénicas simples (ISSR) y la amplificacién aleatoria de DNA
polimérfico (RAPD, Simmons et al., 2007). Recientemente, también se han utilizado Regiones de
Secuencias Amplificadas Conocidas (SCAR; Paran y Michelmore, 1993) como un método o técnica
para identificar secuencias de DNA con loci especificos para la reconstruccion filogenética a nivel de
especies (Bailey et al., 2004; Gonzales y Vovides, 2012).

Para el caso del género Zamia, en 2008 se inicid el Proyecto GE004 Codigos de barras
moleculares (DNA barcoding) en especies mexicanas del género Zamia (Vovides et al., 2010b). Ese
proyecto fue el primer esfuerzo sistematico por construir una biblioteca de referencia de cddigos de

barras moleculares para las cicadas mexicanas (Zamiaceae, Cycadales).

3.2 Efecto de las fuerzas evolutivas sobre la variabilidad genética de las cicadas

La genética de poblaciones es el estudio de los cambios en las frecuencias génicas entre generaciones
y entre poblaciones, como tal; se relaciona estrechamente con la genética evolutiva porque la
evolucion depende, en gran medida; de dichos cambios (De Vicente et al., 2004; Rivera-Fernandez,
2012). Desde un punto de vista genético, la evolucion impulsada por el cambio mencionado, puede
ser originada por la variacion en las condiciones ambientales o en el tamafio de las poblaciones (Hartl
y Clark, 1997; Molina-Freaner y Clark-Tapia, 2005; Hedrick, 2011). Sin embargo, las cicadas como
especies de larga vida; son recilentes a los cambios al conservar mayor variabilidad genética, puesto
que los individuos adultos llegan a vivir mas de 4000 afios y tienden a reproducirse con su progenie
(Vovides, 1990).

En todo caso, la pérdida de variabilidad obedece a las mismas fuerzas que en el resto de los

organismos, pero condicionadas por sus caracteristicas intrinsecas (larga vida, dispersion limitada,
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restriccion en las areas de distribucion, etc.). Por todo lo anterior, es necesario clarificar la manera en

que las fuerzas evolutivas actian sobre este grupo particular.

3.2.1 Seleccién natural

La seleccion natural se define como la reproduccion y/o supervivencia diferencial de los genotipos.
Aquellos con mayor adecuacion son los que producen mas progenie, pasando mas copias de sus genes
a las generaciones posteriores. Asi las frecuencias de sus alelos aumentan en la poblacion y las de
otros con menor adecuacion disminuyen. La seleccion natural puede diferenciar u homogeneizar
poblaciones, dependiendo de la naturaleza del ambiente. Si las poblaciones se encuentran en
ambientes contrastantes, van a diferenciarse y si estdn en ambientes muy parecidos, la seleccion puede
actuar para homogeneizarlas (Futuyma y Moreno, 1988; Hartl y Clark, 1997; Li y Ge, 2001). En las
cicadas, los ambientes contrastantes estan determinados en principio por la distribucion tropical,
cualquier zona de distribucion fuera de los tropicos es rara, por lo que se esperaria homogeneidad
para todos los miembros del grupo.

Durante mucho tiempo se creyd que la seleccion era la principal fuerza que mantenia la
variacion fenotipica y genotipica. Sin embargo, a partir del desarrollo de nuevas técnicas para el
estudio de la variacion a nivel DNA y proteinas se inici6 de manera formal el estudio de la evolucion
a nivel molecular, mostrando que existe una gran cantidad de variacion neutral que no responde a la
seleccion (Zuckerkandl y Pauling, 1965; Ford et al., 1999). En las cicadas, esta variacion ha sido
identificada en asociacion a regiones repetidas (Meerow y Nakamura, 2007), regiones que permiten
identificar procesos no asociados a la seleccion.

De acuerdo con la teoria neutra de la evolucién molecular, la mayor parte de la variacion a
nivel molecular no es mantenida por la seleccion tipo darwiniana (seleccion adaptativa o positiva),
sino que es resultado de un balance entre la deriva génica y las mutaciones neutras (Kimura, 1983;
Ohta, 1992). Es decir, la mayor parte de la variacion a nivel molecular ocurre de manera aleatoria y
no tiene importancia adaptativa. En su conjunto, los postulados de la teoria neutra parecian regir en

buena medida a la evolucion molecular (Castillo-Cobian, 2007).
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En particular, los estudios moleculares han mostrado que existen procesos de adaptacion a
zonas con presiones ambientales especificas aun dentro del rango tropical, donde encontramos a las
cicadas. Por ejemplo, en Cycas micronesica la estructura genética esta determinada por la continuidad
del bosque, el tamafio de las semillas, las diferencias edaficas y por actividades antropogénicas,
factores que constituyen presiones de seleccion particulares a cada region. Utilizando EST-
microsatélites, se detectd seleccion natural balanceadora en un locus y positiva en dos loci. Cabe
aclarar que los EST se encuentran en regiones codificantes, por ejemplo la produccion de ciertas
proteinas y al transporte de azucares respectivamente. Esto indica que la seleccion natural es un
evento propio de las cicadas, ain con su larga vida. Considerando la vulnerabilidad de esta especie
fue posible establecer e identificar poblaciones prioritarias para la conservacion ex situ, lo que ha

dado pauta para trabajos de conservacion en cicadas (Cibrian-Jaramillo et al., 2010).
3.2.2 Flujo génico

El flujo génico es el movimiento de alelos de una poblacidn a otra. En plantas, éste ocurre por medio
del movimiento de polen y semillas. El flujo génico hace a las poblaciones mas parecidas
genéticamente (Crow y Kimura, 1970; Hedrick, 2011). Esta fuerza evolutiva, han sido un tema vital
en biologia evolutiva, ya que es un componente importante en la estructura de las poblaciones.

Anteriormente se pensaba que el flujo génico en general era muy restringido y de poca
importancia evolutiva (Levin, 1981). Sin embargo, se ha observado en distintas especies que los
niveles estimados de flujo génico generalmente son altos (Riesberg y Burke, 2001) y que pueden
actuar como una fuerza que mantiene integrada a la especie, ademads de influir en procesos ecoldgicos
(Slatkin, 1994; Whitlock y McCauley, 1999; Aguirre-Planter, 2007).

Sin embargo, la dispersion limitada de polen y semillas en las cicadas, genera que todas ellas
tengan divergencias poblacionales aun a escalas finas (Octavio-Aguilar ef al., 2017a), encontrando
que las diferencias pueden identificarse desde los diez metros de radio, con dependencia de la
existencia de hembras y machos en esa area (Octavio-Aguilar et al., 2017b). Cualquier cambio en la

continuidad del ambiente tendrd consecuencias genéticas en estas plantas por incremento en la
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diferenciacion, eliminacion de adultos que representan reservorios de variacion o por la pérdida de
polinizadores (Iglesias-Andreu et al., 2017).

Un fendmeno interesante relacionado con el flujo génico es la depresion por exogamia, proceso
dado por el flujo entre poblaciones adaptadas a condiciones locales distintas, por lo que los alelos
migrantes en realidad no contribuyen a incrementar la adecuacion de la poblacion receptora sino a
incrementar la mortalidad de cualquier individuo portador de esos alelos exd6genos poco adecuados a
las condiciones locales (Aguirre-Planter, 2007; Hedrick, 2011). En el caso de las cicadas,
normalmente se esperan niveles elevados de endogamia por sus limitaciones; sin embargo, la accion
de translocacion humana ha sido documentada en Ceratozamia zaragozae (Gutiérrez-Arroyo, 2018),

lo que genera patrones de exogamia inesperados que influyen en la adecuacion local.
3.2.3 Endogamia

La endogamia se refiere al apareamiento no aleatorio, en donde la probabilidad de que un individuo
sea autdcigo (con alelos idénticos por descendencia) es mayor que para una poblacion panmictica
(con reproduccion aleatoria). Por lo tanto, representa una violacion al supuesto de la panmixia y
reduce el nimero real de individuos reproductivos (Hartl y Clark, 1997; Hedrick, 2011; Abarca-
Garcia y Lopez-Villalobos, 2007). En cicadas, debido a su baja dispersion de polen y semillas, ciclos
de vida muy largo y generaciones que se traslapan; son susceptibles en presentar altos niveles de
endogamia intergeneracional (Feng et al., 2014).

La mayoria de los individuos normalmente tienen algunos alelos recesivos deletéreos, pero
estos alelos no tienen ningin efecto porque los individuos son heterocigoéticos a estos genes. Sin
embargo, la endogamia aumenta la frecuencia de homocigos y asi produce mas individuos con dos
copias de un alelo recesivo deletéreo (Lynch, 1993; Lande, 1995; Lynch et al., 1995). Esto puede ser
un problema, particularmente en poblaciones pequeiias donde es menos probable encontrar una pareja
no relacionada (Watterson, 1975; Tajima, 1983, 1989; Amos y Harwood, 1998; Thévenon y Couvet,

2002). Tal es el caso de Zamia inermis (Iglesias-Andreu et al., 2017), representada por una sola

32



poblacion, con ausencia de polinizadores y bajo reclutamiento. Esta planta presenta el mayor nivel

de endogamia respecto al resto del género (Tabla 2).
3.2.4 Deriva génica

En las poblaciones pequenas pueden producirse fluctuaciones aleatorias de las frecuencias alélicas.
El grado de fluctuacion aumenta cuando el tamafio de la poblacion disminuye. El decremento en el
tamafio poblacional puede darse por el llamado "efecto fundador" (Loyd y Webb, 1992), que se
produce cuando una poblacién se origina a partir de un nimero pequefio de individuos, cuyo acervo
genético puede no reflejar el de la poblacion original. En el caso de las cicadas, al presentar baja
dispersion de semillas y ser susceptibles a la fragmentacion; sus subpoblaciones suelen diferenciarse
genéticamente en condiciones relativamente similares, compartiendo solo algunos alelos, lo que
indica reducciones poblacionales fuertes. En la mayoria de los casos aquellas subpoblaciones que se
encuentran en los extremos de la distribucion presentan una alta diferenciacion alélica y la presencia
de alelos raros (Gonzalez-Astorga et al., 2005). Esto se ha reportado en Ceratozamia fuscoviridis
donde las poblaciones mas perturbadas presentan mayor diferencia en comparaciéon de las menos
perturbadas, esto esta relacionado con la perdida de individuos y el limitado flujo genético (Garcia-
Montes, 2017). Aunque las poblaciones puedan luego incrementarse hasta alcanzar un gran tamafo,
los genes propios por todos los miembros se derivan exclusivamente de los fundadores, en dado caso
que no haya mutacion, migracion o seleccion y suponiendo también que los emparejamientos sean
aleatorios (Klug ef al., 2013). Otra causa de la disminucion en el tamafio poblacional es el fendmeno
conocido como "cuello de botella genético" (Hoelzel et al., 1993). Los cuellos de botella aparecen
cuando una poblacidon de gran tamaiio sufre una reduccion drastica, pero temporal, en el nimero de
individuos. Aun cuando la poblacion se recupere, su diversidad genética se habra reducido (Klug et

al., 2013).
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Tabla 2. Estudios genéticos sobre la diversidad, estructura genética y rango geografico de cicadas. HE: heterocigosis esperada; HO: heterocigosis
observada; FST/GST: indice de diferenciacion genética entre poblaciones; M: Marcador; N.L: Numero de Localidades; N.C.I.M.: Numero Calculado de
Individuos Maduros; EC: Estatus de Conservacion. <2 km?: Puntual; 2-20km?: Restringida; >20-200 km?: Regional; >200 km?: Amplia. Se integran los
indicadores de diversidad Promedio + DE por taxa.

Cicadas del viejo mundo

Orden: Cycadales
Familia: Cycadacea
Género: Cycas
Especie He Ho FST/IGST M Pais Distribucion N.L N.C.LM. EC Referencia
C. bifida 0.543 * 0.116 SSR China Amplia * 10000-12000 VU  Nguyen, 2010a; Gong, 2015.
C. debaoensis 0.484 0.389 0.114 SSR China Restringida 2 1125 CR  Tang, 2010; Gong, 2015.
C. 0.466 * 0.260 SSR China Amplia 10- 10000 NT  Nguyen, 2010b; Zheng et al.,
dolichophylla 12 2016.
C. guizhouensis  0.419 * 0.139 SSR China Regional * 10000-12000 VU  Hill, 2010a; Feng et al., 2016b.
C. hongheensis  0.435 * * SSR China Puntual * 100 CR  Bdsenberg, 2010a.
C. multipinnata  0.497 0.387 0.295 SSR China Amplia 3 1000-2500 EN  Nguyen, 2010c; Gong et al.,
2015.
C. segmentifida  0.436 * 0.229 SSR China Limitada * 10000 VU  Nguyen, 2010d; Feng et al.,
2016a.
C. 0.447 0.394 0.261 SSR China Regional * 10000-12000 NT  Nguyen, 2010e; Feng et al., 2014.
simplicipinna
C. 0.247 * SSR China Restringida * 300 CR  Hill, 2010b; Gong, 2012.
szechuanensis
C. 0.061 * 0.139 A/l China Restringida 6 250000 VU  Chao-Luan et al., 1999; Hill,
panzhihuensis 2010c.
C. taitungensis  0.039 0.021 0.051 A/l China Regional 2 10000 EN  Huang et al., 2004; Haynes, 2010.
C. seemannii 0.057 0.047 0.594 A/l Fiyi Restringida * 10000-12000 VU  Keppel, 2002; Hill, 2010d.
C. pectinata 0.076 0.066 0.387 A/l Bangladesh Amplia 10- 200000- VU  Yang y Meerow, 1996; Nguyen,
20 250000 2010f.
C. diannanensis  0.053 * 0.097 ISSR China Regional * 5000 VU  Xiao et al., 2005; Hill, 2010e.
C. siamensis 0.134 0.114 0.291 A/l Cambodia Amplia * 10000-12000 VU  Yangy Meerow, 1996; Nguyen,
2010g.
C. balansae 0.130 * 0.400 ISSR China Amplia * 10000 NT  Xiao et al., 2005; Nguyen, 2010h.
C. micronesica  0.545 0.349 0.323 SSR Guam Regional * * EN  Cibrian-Jaramillo et al., 2010;
Marler et al., 2010.
Prom.+D. E. 0.30£0.20 0.23+0.17 0.28+0.18
Género: Encephalartos
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E. latifrons 0.168 * 0.0637 AFLP Sudafrica Restringida 2 60-100 CR  Donaldson, 2010c; Da Silva et

al., 2012

E. barteri 0.228 * * RAPD Benin; Ghana, Nigeria Amplia 10 10000-15000 VU  Ekué et al., 2008; Hurter, 2010.

Prom.£D. E. 0.20+0.04 * *

Género: Macrozamia

M. parcifolia 0.037 0.020 0.090 A/l Australia Restringida 2 1000-2500 VU  Sharma et al., 1998; Forster,
2010a.

M. communis 0.045 * 0.270 A/l Australia Regional * 100000 LC Ellstrand et al., 1990; Hill, 2010f.

M. heteromera 0.061 0.049 0.100 A/l Australia Amplia * 10000-20000 LC Sharma et al., 1999; Forster,
2010b.

M. pauli- 0.081 0.043 0.030 A/l Australia Regional * 2500 EN  Sharma et al., 1998; Bosenberg,

guilielmi 2010b.

M. plurinervia 0.111 0.080 0.350 A/l Australia Amplia 5 1000-2500 EN  Sharma et al., 2004; Forster,
2010c.

M. riedlei 0.263 * 0.274 A/l Australia Amplia 10- 100000- LC  Byrne y James, 1991; Bosenberg,

20 120000 2010c.

Prom. + D. E. 0.10+0.08 0.03+0.03 0.19+0.13

Cicadas del nuevo mundo

Familia: Zamiaceae

Género: Dioon

Especie He Ho FST/IGST M Pais Distribucion N.L N.C.I.M. EC Referencia

D. holmgrenii 0.170 0.204 0.069 A/l México Restringida 2 10500 EN  Gonzalez-Astorga et al., 2008;
Chemnick et al., 2010.

D. 0.218 0.215 0.167 A/l México Amplia 2 20000 VU  Gonzalez-Astorga et al., 2005;

angustifolium Chemnick y Gregory, 2010b.

D. tomasellii 0.295 0.309 0.145 A/l México Amplia 6 6000 VU  Gonzalez-Astorga et al., 2008;
Vovides y Chemnick, 2010a.

D. edule 0.386 0.323 0.148 A/l México Amplia 15- 141500 NT  Octavio-Aguilar et al., 2009;

20 Chemnick y Gregory, 2010c.

D. sonorense 0.314 0.330 0.151 A/l México Regional 5 2400 EN  Gonzalez-Astorga et al., 2008;
Chemnick y Gregory, 2010d.

D. caputoi 0.350 0.490 0.096 A/l México Restringida 5 300-500 EN  Cabrera-Toledo et al., 2008;
Chemnick y Gregory, 2010e.

D. merolae 0.446 0.713 0.070 A/l México Restringida 6 3500 VU  Cabrera-Toledo et al., 2010;

Chemnick y Gregory, 2010f.

Prom. £ D. E. 0.31+0.09 0.37+0.18 0.12+0.04
Género: Ceratozamia
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C. mexicana 0.235 * 0.185 ISSR México Amplia * 500000- VU  Rivera-Fernandez, 2012; Vazquez
750000 etal., 2010.

C. kuesteriana 0.403 * 0.157 ISSR México Puntual 1 250-500 CR  Montelongo-Ruiz, 2016;
Chemnick y Gregory, 2010a.

C. kuesteriana 0.53 0.66 0.250 SSR México Puntual 1 250-500 CR  Eneste trabajo

C. fuscoviridis 0.740 0.770 0.127 SSR México Regional 7 20000 CR  Donaldson, 2003b. Vite et al.,
2013; Garcia-Montes, 2017.

C. zaragozae 0.600 0.800 0.102 SSR México Restringida 1 100 CR  Chemnick y Gregory 2010g;
Gutiérrez-Arroyo, 2018.

Prom. £D. E. 0.49+0.22 0.78+0.02 0.14+0.04

Género: Microcycas

M. calocoma 0.170 0.200 0.337 A/l Cuba Restringida 5 1540-4000 CR  Pinares et al., 2009; Bosenberg,
2010d.

Prom. = D. E. ---

Género: Zamia

Z. lacandona 0.216 * 0.108 A/l México Regional 2 500 EN  Gonzalez-Astorga et al., 2008;
Pinares et al., 2009; Stevenson,
2010a.

Z. loddigesii 0.226 0.263 0.179 A/l México Amplia 10- 100000 NT  Gonzalez-Astorga et al., 2006;

20 Chemnick y Gregory, 2010h.

Z. katzeriana 0.298 * 0.191 A/l México Restringida 5 50-1000 CR  Gonzalez-Astorga et al., 2008;
Pinares et al., 2009Vovides et al.,
2010a.

Z.variegata 0.355 * 0.085 A/l Belice; Guatemala, Amplia 30 5000-10000 EN  Gonzalez-Astorga et al., 2008;

Honduras, Mexico Pinares et al., 2009; Stevenson,
2010b.

Z.cremnophila  0.429 * 0.174 A/l México Regional 5 1000 EN  Gonzalez-Astorga et al., 2008;
Pinares et al., 2009; Stevenson,
2010c.

Z. purpurea 0.485 * 0.025 A/l México Regional * 2000 CR  Gonzalez-Astorga et al., 2008;
Pinares et al., 2009; Vovides et
al.,2010b.

Z. lucayana 0.490 0.483 0.067 SSR Bahamas Regional 3 1000-1500 EN  Stevenson, 2010d; Calonje et al.,
2013.

Z. pumila 0.041 * * A/l Republica Amplia * 5000-10000 NT  Walters y Decker-Walters 1991;

Dominicana Stevenson, 2010e.
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Z. furfuracea 0.540 0.57 0.087 SSR Meéxico Regional 4 10000 EN  Favian-Vega, Datos no
Publicados; Chemnick y Gregory
2010i.

Z. inermis 0.348 0.151 0.734 SSR México Puntual 1 300-500 CR  Iglesias-Andreu et al., 2017;
Vovides et al., 2010c.

Z. prasina 0.434 0.282 0.246 SSR México y Belice Regional 10- 10000 NT  Velasco-Martinez, 2015; Vovides

15 y Chemnick, 2010b.

Prom. £ D. E. 0.35+0.15 0.35+#0.17 0.19+0.20

He Ho FST/GST

Cycadaceae 0.30£0.20 0.23+0.17 0.28+0.18 | *: No reportado; A/l: Aloenzimas/Isoenzimas; ISSR: Repeticiones de Secuencias Intergénicas Simples; SSR: Secuencias

Zamiaceae 0.30£0.18 0.35+0.25 0.17+£0.14 | de Repeticiones Simples; AFLP: Polimorfismos en la Longitud de Fragmentos Amplificados; RAPD; Amplificacion

Cycadales 0.30+0.18 0.31+0.23 0.19+0.14 | Aleatoria de DNA Polimorfico; CR: En peligro critico; EN: En peligro; VU: Vulnerable; NT: Casi amenazada; LC:

Cicadas del 0.24+0.19 0.1620.16 0.22+0.14 | Preocupacion menor

viejo mundo

Marcador (SSR,  0.36%x0.16 0.38+0.02 0.21+0.10

ISSR, AFLP

y RAPD)

Marcador (A/)  0.09+0.07 0.06+0.03 0.23+0.17

Cicadas del 0.36+0.16 0.42+0.22 0.17+0.14

nuevo mundo

Marcador (SSR 0.48+0.15 0.53+0.24 0.22+0.20

y ISSR)

Marcador (A/T)

0.29+0.12

0.34+0.17

0.14+0.08
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De todos los trabajos poblacionales realizados en cicadas se deduce que:

e Las especies del nuevo mundo tienen mayor diversidad genética que las especies del viejo
mundo (Gonzélez-Astorga et al., 2009).

e Las especies de cicadas con mayor distribucion, en general; presentan mayor nivel de
variacion que las de distribucion restringida; asociado principalmente a endogamia (Griffith
etal.,2015).

e Comparado con otros grupos de plantas, las cicadas son mas diversas de lo esperado, esto se
ha relacionado con su ciclo de vida largo (Gonzélez-Astorga et al., 2008).

e Todas las cicadas presentan alta diferenciacion genética entre poblaciones, debido a su
dispersion limitada; ocasionando una estrecha estructura genética espacial y mayor diversidad
al interior de las mismas (Octavio-Aguilar et al., 2017b).

e Existen indicios de que la perturbacion afecta negativamente la diversidad de las cicadas

(Octavio-Aguilar ef al., 2017a)
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4. ESPECIE DE ESTUDIO

4.1 Ceratozamia kuesteriana Regel

Ceratozamia kuesteriana Regel., es endémica de Tamaulipas; estd catalogada en extremo peligro de
extincion (CR) por la lista roja de la UICN y solo existen 35 reportes, todos procedentes de los
municipios Gomez Farias (Reserva de la Biosfera “El Cielo”) y Rio Verde en San Luis Potosi,
actualmente extinta (Moretti et al., 1982; Vovides, 1985; Brito-Aguilar, 2000; Chemnick y Gregory,
2010a). Algunos autores sugieren que podria encontrarse desde la region sur de Nuevo Leon hasta la
zona norte de San Luis Potosi (Vovides y Nicolalde-Morejon, 2010). Sin embargo, recorridos
exhaustivos recientes en las areas mencionadas han mostrado que su ambito de distribucion se ha
reducido Gnicamente a la Reserva de la Biosfera “El Cielo” (Montelongo-Ruiz, 2016).

La distribucion de C. kuesteriana se restringe al bosque de pino-encino y al bosque mesofilo
de montana en el extremo norte de la SMO. El tipo de suelo en donde crece esta cicada es sobre
afloramientos carsticos y en suelos café¢ oscuros a negros ricos en materia organica. Aunque con
humedad menor que el resto de las especies del género (Vovides, 1985; Whitelock, 2002, 2004;

Vovides y Nicolalde-Morejon, 2010).
4.2 Descripcion

Tallos solitarios, raramente ramificados, subterraneos, 15-20 cm de largo, 10-12.5 cm de didmetro,
cubierto por bases de hojas y catafilos viejas, pero con la superficie relativamente lisa. Hojas en
plantas adultas usualmente 3-5, hojas emergentes café-amarillentas y ligeramente tomentosas, hojas
maduras verde oscuro brillante, glabras, 11.8 m de largo, 47.5-62.5 cm de ancho, planas a
moderadamente quilladas, no torcido; peciolo 17.5-30 cm de largo, 6-8 mm de diametro,
generalmente inerme, pero ocasionalmente con pocos aguijones pequefios; raquis subterete. Foliolos
35-45 pares por hoja, linear-lanceolados, 10-22 cm de largo, 0.6-1.5 cm de ancho, 7-9 venas,
margenes enteros y ligeramente revolutos. Microstrébilo solitario, erecto, conico, 22.5-30 cm de

largo, 2.8-3.5 cm de didmetro, ligeramente tomentoso (tomentulo), pero aparentemente glabras, apice
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mucronado; pedunculo 5-15 cm de largo, 1-1.3 cm de didmetro, densamente tomentoso. Megastrobilo
solitario, globoso a cortamente cilindrico, 11.3-17.5 cm de largo, 5-7 cm de diametro, verde oliva,
ligeramente tomentoso, apice mucronado; pedinculo densamente tomentoso, 5-7.5 cm de largo, 1.3-
2 cm de didmetro, espordfilas 2-2.3 cm de largo. Semillas sub ovoideas a globosas, 1.7-2.2 cm de
largo, 1.7-1.7 cm de didmetro, sarcotesta crema cuando madura, tornandose rapidamente café cuando
las semillas son liberados del cono, lisas (Regel, 1857; Moretti et al., 1982; Whitelock, 2002). El
desarrollo de la semilla, para el género Ceratozamia en general; se completa entre 18 a 24 meses
desde la polinizacion hasta el desarrollo completo del embrion. La megasporogénesis y la
megagametofitogénesis ocurren durante los tres meses. La germinacion tarda aproximadamente 12
meses, por lo tanto, a esta fase se la llama "latencia" pregerminativa (Pérez-Farrera y Vovides, 1997;
Sanchez-Tinoco et al., 2000). El nimero cromosdmico para la especie es 2n = 16 (Figura 5, Vovides,

1985).
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Figura 5. Caracteristicas morfoldgicas de C. kuesteriana. a: Estructura, b: Foliolo, c: Microsporofito,
d: Microsporangio, e: Megasporofitos con 6vulos, f: Posicion de los 6vulos en la bractea del
megasporofito, g: Semillas maduras (Modificado de Vovides, 1985).
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Ceratozamia kuesteriana esta estrechamente relacionada con C. sabatoi, las diferencias
resaltantes es el color de los megastréobilos; en C. kuesteriana son café-rojizo y en C. sabatoi de verde-
azulado a café-azulado. El color del peciolo y raquis es cobrizo en hojas adultas de C. kuesteriana y

verde claro a oscuro en C. sabatoi (Figura 6).

Figura 6. Comparacion morfologica de megastrobilos de C. kuesteriana (A) y C. sabatoi (B). Fotos
Ken Hill (A) y Juan Carlos Lopez Dominguez (B).

4.3 Estudios previos

De acuerdo a Vovides y Nicolalde-Morejon, (2010) Ceratozamia kuesteriana fue descrita por Eduard
Augusto von Regel en 1857, quien la describi6 a partir de plantas cultivadas en el jardin Botanico de
Leningrado, y fue introducida desde México por Karwinski (Stevenson y Sabato, 1986). Sin embargo,
esta especie fue redescubierta en estado silvestre en 1965 por un colector comercial de plantas de
nombre Luciano E. Guerra, quien la denominé Ceratozamia “Rancho del Cielo” ubicado en
Tamaulipas. Posteriormente, en 1981; Aldo Moretti y Sergio Séabato, investigadores italianos junto

con Mario Vazquez-Torres investigador mexicano; estudiando la taxonomia del género; notaron la
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similitud entre las colecciones de herbario de Karwinski de C. kuesteriana y dos colecciones mas
provenientes desde Tamaulipas (Moretti ef al., 1982). Esta informacioén sirvid para asociarle una
localidad especifica (Whitelock, 2002). Sin embargo, los ejemplares de Karwinski nunca fueron
revisados por Regel, dado que no estan sefialados en el protocolo correspondiente de la especie, por
lo que Stevenson y Sabato (1986); procedieron a tipificar las colecciones de Regel (LE) como el
Holotipo. Segiin Gonzalez y Vovides (2002), C. kuesteriana forma parte del clado ubicado al norte
de la Faja Volcanica Transmexicana entre los estados de Tamaulipas, San Luis Potosi, Querétaro e
Hidalgo; taxones para los cuales se hipotetizan procesos de especiacion reciente. Finalmente, con
respecto a la latitud, C. kuesteriana es la especie mas nortefia del género y su importancia en el estudio

de la evolucidn de las ceratozamias atiin no ha sido evaluada a profundidad.
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5. HIPOTESIS

De acuerdo a los registros historicos, Ceratozamia kuesteriana Regel., se encuentra confinada a una
estrecha region en el extremo norte de la SMO, con poblaciones ubicadas unicamente en la Reserva
de la Biosfera “El Cielo”.

No obstante su rareza, estudios previos han mostrado que varias cicadas del nuevo mundo
tienen una elevada diversidad genética, altamente estructurada tanto al interior como entre
poblaciones; por lo que la condicién de una distribucion estrecha parece no ser una causa suficiente
para condicionar los niveles de diversidad genética para el grupo. Por lo anterior, se espera que C.
kuesteriana, al encontrarse distribuida en una Reserva, relativamente poco perturbada, presente altos

niveles de diversidad genética con una estructura bien definida.
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6. JUSTIFICACION

Ceratozamia kuesteriana fue descrita originalmente por Regel en 1876, asumiéndose como sinonimia
de C. mexicana hasta 1982 cuando Moretti la redescubre (Regel 1876; Moretti et al., 1982). A partir
de su descripcion no se han realizado estudios puntuales sobre su habitat, distribucion, demografia y
genética; sin embargo, se desconoce el estado actual de sus poblaciones y el potencial de riesgo que
la especie enfrenta, en particular en su zona de distribucion nativa. Actualmente las localidades donde
se establece C. kuesteriana estan limitadas al estado de Tamaulipas, siendo particularmente
abundante en la Reserva de la Biosfera “El Cielo” en donde s6lo se han realizado algunos listados
floristicos y un analisis genético preliminar exploratorio (Montelongo-Ruiz, 2016).

Por otro lado, la especie representa el extremo norte de la distribucion para el género, por lo
que cuenta con adaptaciones asociadas con ambientes mas secos y calidos que el resto de las
ceratozamias, tales como foliolos mas angostos y mdas cerosos (Whitelock, 2002). Por estas
caracteristicas, la especie puede constituir un modelo biologico para el estudio de los procesos de
aislamiento, adaptacion y diferenciacion en especies de vida larga.

Por lo anterior, es necesario dirigir esfuerzos para delimitar el potencial evolutivo de la especie
y establecer los procesos implicados en la dindmica genética-poblacional para esta cicada. La
informacion permitird evaluar el grado de amenaza de la especie en su drea y establecer estrategias

de manejo y conservacion adecuadas.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la diversidad y estructura genética de Ceratozamia kuesteriana Regel., (Zamiaceae),
mediante el uso de SSR; para determinar el estado de conservacion de la especie y sugerir

estrategias para su conservacion a futuro.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Establecer el estado del arte en el grupo, mediante una revision detallada de trabajos
previos en el ambito de la conservacion y la variacion genética; para establecer las
amenazas puntuales y la relevancia del grupo asi como de la especie.

2. Establecer los niveles de heterocigosis, polimorfismo, promedio de alelos por locus y
otros indicadores en las cinco poblaciones identificadas para C. kuesteriana en su
rango de distribucion, mediante el uso de marcadores SSR; para determinar la
diversidad genética de la especie.

3. Determinar los niveles de diferenciacion, numero de individuos migrantes por
generacion y otros indicadores de la estructura genética, mediante modelos de
asignacion bayesianos y analisis moleculares de varianza; para evaluar la distribucion
de la variabilidad genética dentro y entre poblaciones a lo largo del rango de
distribucién de la especie, que comprende solo el estado de Tamaulipas.

4. Identificar alelos exclusivos dentro de las poblaciones, mediante modelos no
paramétricos basados en el equilibrio deriva-mutacion; para determinar cuellos de
botella y otras reducciones poblacionales aleatorias.

5. Establecer la neutralidad de los marcadores, mediante el modelo de Poisson para las
frecuencias alélicas; a fin de identificar posibles eventos de seleccion y definir las
poblaciones con mayor riesgo en la reserva.

6. Proponer estrategias de conservacion, considerando los resultados obtenidos del

analisis genético, para establecer la primera aproximacion de manejo para la especie.
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9. MATERIALES Y METODOS

9.1 Revision bibliografica

Se realizé una busqueda exhaustiva del estado de conservacion y todos los estudios publicados a la
fecha sobre la variacion genética de las cicadas, a nivel mundial. La informacion colectada fue
sistematizada en tablas y se redact6 un informe general, con énfasis particular a las cicadas mexicanas,

destacando su grado de amenaza, distribucion y acciones concretas aplicables a la especie de estudio.
9.2 Sitios de Estudio

El estado de Tamaulipas cuenta con una de las areas naturales protegidas mas importantes del pais,
la reserva de la biosfera de “El Cielo”, dentro de la Sierra Madre Oriental. Comprende 144,530 ha,
que forman parte de los municipios de Gémez Farias, Llera, Jaumave y Ocampo. Est4 limitada por
los paralelos 22°-55°-30""y 23°-25-50"" N y 99°-95°-50"" y 99°-26°-30°"W. Su abrupta topografia y
situacion geografica permiten no sélo una sucesion de pisos altitudinales de vegetacion, sino también
dos vertientes muy distintas. Una expuesta a los vientos alisios himedos que concentran neblina y
lluvia en la vertiente Este, la otra queda al interior; claramente sérica. Gracias a estas condiciones en
la reserva se suman dos elementos de diversidad, forma parte de la Zona de Transicion Mexicana y
de la Zona de Transicion Altitudinal, con elementos de afinidad neértica en sus partes mas altas y
elementos neotropicales en las bajas. De estos elementos neotropicales, el género Ceratozamia es un
ejemplo; muchos tienen su limite mas septentrional en la reserva y otras sierras del sur de Tamaulipas.
Se encuentran ademas muchos elementos evolucionados in situ dentro de las cordilleras mexicanas,
especialmente en el bosque de neblina que también presenta la mezcla mas notable de elementos
nearticos y neotropicales (Morrone, 1999; Morrone, 2002; Morrone et al., 2002; Mora-Olivo et al.,
2008). Su orografia y situacién geografica le confirieron el papel de «refugio» de los distintos tipos
de vegetacion dominantes en el norte de México durante los tltimos periodos del Cenozoico reciente.
Comprende por lo menos ocho tipos de vegetacion muy distintos. En 144,530 ha., que se distribuyen

desde los 200 hasta los 2,200 msnm, la reserva incluye 743 especies de plantas vasculares, 430
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especies de aves (255 residentes y 175 migratorias), 99 especies de mamiferos, 60 de reptiles y 21 de
anfibios, entre otros (Vargas-Contreras y Hernandez-Huerta, 2001; Sdnchez-Ramos et al., 2005).
Los sitios de colecta se basaron en el trabajo previo de Montelongo-Ruiz (2016), el cual
consider6 cinco poblaciones dentro de la reserva de la biosfera “El Cielo” con base en el modelo de
distribucion potencial de la especie bajo el algoritmo de Méaxima Entropia (MaxEnt ver 3.3.3¢;
Phillips et al., 2004). Dentro de este trabajo sélo se pudo confirmar la presencia de la especie en la
reserva de la biosfera “El Cielo” y se confirm¢6 su ausencia en Linares y Aramberri, Nuevo Leon;
Miquihuana, Ciudad Victoria y Ciudad Madero en Tamaulipas, en Ciudad Valles, San Luis Potosi y
en Rio la Escalena, Querétaro; estas poblaciones habian sido propuestas por el modelo de distribucion

potencial o reportadas en estudios anteriores sin una corroboracion adecuada (Figura 7).
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Figura 7. Mapa del estado de Tamaulipas donde se sefala la Reserva de la biosfera “El Cielo” y los
sitios de colecta (P1 a P5).

De acuerdo con Montelongo-Ruiz, el nimero total de individuos colectados en las cinco
poblaciones fue de 229, siendo mas abundantes los juveniles (79 adultos, 94 juveniles y 56 plantulas).
Las plantas se distribuyen de manera heterogénea, siendo mas abundantes en las poblaciones
colectadas en el orden tres y cuatro, mientras que las poblaciones colectadas en el orden uno y dos

tienen menor densidad de individuos, ademaés de estar alejadas del resto de las poblaciones (Tabla 3).
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Tabla 3. Caracterizacion de las poblaciones de C. kuesteriana muestreadas en la Reserva de la
Biosfera “El Cielo” (Tomado de Montelongo-Ruiz, 2016).

Poblacion Latitud Longitud msnm  Adultos Juveniles Plantulas Total
Pl 23°3°20.50’N 99°12°58.20” O 1263 10 13 8 31
P2 23°2° 8.50”N 99°13°42.40” O 1340 17 16 4 37
P3 23°2°11.60”°N 99°13°4.40” O 1196 31 14 12 57
P4 23°1°59.40°N | 99°13”14.50” O 1201 14 25 18 57
P5 23°3°2.90’N 99°14°38.90” O 1624 7 26 14 47
Total 229

9.3 Colecta de material bioldgico

La colecta de materia biologico se llevo a cabo con base en protocolos ya establecidos (Montelongo-
Ruiz, 2016; Garcia-Montes, 2017). Los foliolos (considerando como minimo tres) de cada individuo
se retiraron de las frondas y fueron limpiados con alcohol al 70% con ayuda de un atomizador y
toallas de papel absorbente para evitar que se contaminaran con DNA extrafio. Las muestras fueron
transportadas en bolsas plasticas herméticas que contenian 1gr de silica gel para reducir la humedad;
posteriormente las muestras se depositaron en refrigeracion a -20°C, hasta la extraccion.

En este trabajo se consideran 201 muestras provenientes de las cinco poblaciones (Tabla 4),
colectadas por Montelongo-Ruiz (2016). Para el andlisis se utilizaron un total de diez microsatélites
propuestos por Meerow y Nakamura (2007). El material bioldgico (foliolos) colectado previamente
se encuentra a resguardo en el laboratorio de Genética del Centro de Investigaciones Biologicas de la
UAEH. La obtencion del material biologico se realizd con el permiso de colecta con nimero de folio

SGPA/DGVS/06725/16 (Anexo 1).

Tabla 4. Colecta de material biologico de las poblaciones de C. kuesteriana utilizadas en el analisis

genético poblacional con marcadores codominantes microsatélites.
Poblacion | Adultos | Juveniles Plantulas Total

Total 201
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9.4 Extraccion de DNA

Para la extraccion de DNA de las muestras obtenidas en campo se utiliz6 un protocolo modificado de
Doyle y Doyle (1987). Para asegurar la calidad del DNA extraido, se recurriéo al proceso de
purificacién, el que consiste en centrifugar y lavar el DNA con etanol y acetato de sodio 3M con un
pH de 5.2 ademads de un lavado previo con cloroformo-octanol 24:1 que permite la separacion de dos
fases; el DNA queda en la fase acuosa y en la fase organica quedan las proteinas y otros contaminantes
tal como lo mencionan Sanchez-Hernandez y Gaytan-Oyarzun (2006). Para la cuantificacion y
evaluacion de la pureza del DNA, se utilizé un espectrofotometro para nano-muestras. Cada muestra
ya purificada y cuantificada se almacend en un congelador a -20°C para evitar la posible degradacion

del material genético y hasta su uso posterior (Anexo 2).
9.5 Amplificacién de los SSR

Se evaluaron diez marcadores SSR propuestos por Meerow y Nakamura (2007), cada uno fue
preparado a una concentracion 25 uM. La mezcla de reaccion para la PCR fue de 10-50 ng/ul de
DNA gendémico de las muestras extraidas (2 pl de una dilucion previamente calculada); adicionando
11 pul de dH20 y 5.1 pl de mezcla madre (3 pl de solucién amortiguadora para PCR, 2.1 ul de MgCl,
al 2 mM, 2 pl de ANTP’s al 200 uM) 2 ul de cada iniciador 25 puM, ademas de 0.22 pul (1U) de Taq
DNA polimerasa para un total de 25 ul por tubo de reaccion. Se utilizo el programa de PCR, ajustando
la temperatura de alineamiento y el nimero de ciclos como se indica: 2 minutos a 94°C, 30 a 35 ciclos
de (30s a 94°C, 1 min a 58-60°C, 1 min a 72°C), 7 min a 72°C y 4°C para almacenar (Tabla 5). Los
productos de PCR se visualizaron en geles de acrilamida al 15% haciendo una electroforesis a 100

Amp-500 mV por espacio de 1 hora siendo tefiidos con bromuro de etidio.
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Tabla 5. Marcadores moleculares utilizados. Nombre del locus, secuencia de los iniciadores,
temperatura de alineamiento (Ta), alelos por locus obtenidos en la estandarizacion (A) y tamafio en
pares de bases de los alelos amplificados por marcador (pb); para los diez iniciadores propuestos por
Meerow y Nakamura (2007). --- No amplificado para la especie.

Secuencia del iniciador 5-3° Ta°C A Pb

F-CAGGACAAAAGCATATAGGC

Zam-28  p TTGGTTTGGTAGGTGATAGG 8 11 127-67
F-GACTTCCTACCTAAAGATGCTA

Zam-29 g TCCTGCTTACTTTAGATGCT 61 12 114-79
F-CCAACAAGATAGCAAGGGA

Zam-32 ¢ AGCATGTGTAAACCTATAAAGGA 59 6 11190

Jam.33 F-CATGCTTGTTTGACTTGAACTA

am=32 B TCCTTTCACACGTAATTATAAATCT 7~
F-AGCATCAAGGGACTATCAAC

Zam-34  p TCAATGCCTCTAATACAAAAAAAC 0 > 11197

sam3s F-TGCATATACATATATACTCATGCAC &0 < 111.08

am=32 B TCACTATGCACTCACATACATAA '
F-TCACAAAATCTCAGCACCCC

Zam-39 ¢ TGAGTTAAACATGCGCCTCC 63 6 126:57
F-CTTGGCTACCTTCTCTCCTATC

Zam-40 g TGTTTGGCTTCACCCTGTTC 8 7 12659
F-GTAACAATCCCATTCCCCAAG

Zam-41 p A GTGCCAAACCTCCAAGAAG 17 257-175
F-CCTTAAAGAAGCTCGTAACTCC

Zam-45 ¢ TTCCCGAGATTATCCCTAGC > 6 13276

9.6 Andlisis de datos

Los geles obtenidos para la visualizacion de los amplificados fueron analizados utilizando el
programa Gel Analyzer (Lazar y Lazar, 2010), capturando en una hoja de calculo la longitud e
intensidad de la o las bandas de cada individuo para crear una base de datos para los analisis

estadisticos.
9.6.1 Diversidad genética

Se calcularon las frecuencias génicas (alélicas y genotipicas) para los individuos de las cinco
poblaciones, con el fin de determinar el promedio de muestras amplificadas por locus/localidad (N),
el promedio de alelos por locus/localidad (A), el numero efectivo de alelos por locus/localidad (Ne),
el porcentaje de loci polimorficos (P), el indice informativo de Shannon para cada iniciador/localidad
(D), las heterocigosis observadas y esperadas (Ho y HEe respectivamente) y el coeficiente de fijacion

(= 1-Ho/HE). Con estos datos se determino si las localidades se encuentran en equilibrio de Hardy-
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Weimberg (HW), de acuerdo con las diferencias significativas entre las frecuencias observadas y
esperadas, utilizando el programa GenAlEx v.6.5 (Pekall y Smouse, 2012), el cual considera una
prueba de y*> modificada para estas comparaciones. Finalmente, se estableci6 la cantidad de alelos

exclusivos por localidad, medida indirecta de la fijacion por deriva génica.
9.6.2 Estructura genética

De igual manera, se evalu¢ la distribucion de la variabilidad genética dentro y entre las poblaciones
analizadas calculando los indices de diferenciacion/endogamia (Fir, Fis, Fst) para determinar el
niamero de individuos migrantes por generacion (Nm) de forma pareada. También se realizd un
Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) considerando la naturaleza hipervariable del marcador;
utilizando el programa GenAlEx v.6.5. Ademas, se establecieron las distancias de Nei para
marcadores hipervariables con lo que se construyé un arbol de divergencia genética mediante el
algoritmo UPGMA (Hammer ef al., 2001).

Para establecer la cohesion genética entre los individuos dentro de las localidades y visualizar
la estructura de alelos compartidos, se realizo un anélisis de asignacion basado en el modelo de Monte
Carlo, considerando 50,000 permutaciones y 50,000 pasos de asignacion por Bootstrap, con 10
iteraciones; bajo un modelo aditivo que considera a priori la identidad de procedencia de los
individuos y los asigna a grupos hipotéticos. Se usaron de 2 a 12 grupos (k) (Falush et al., 2007), para
este analisis se utilizé el programa STRUCTURE v.5.4 (Pritchard et al., 2000). El limite adecuado
de asignacion a la cantidad de grupos con la menor varianza acumulada fue calculado de acuerdo con
el método grafico propuesto por Evanno et al., (2005) generado a partir del programa STRUCTURE
HARDVESTER (Earl y Von-Holdt, 2012), el promedio de las iteraciones fue modelado con el
programa CLUMPP v1.1.2 (Jakobsoon y Rosenberg, 2007) y visualizado mediante el programa
Distruct v1.1 (Rosenberg, 2004).

Este modelo fue contrastado con los grupos obtenidos por un Analisis Discriminante de
Componentes Principales (DAPC), que muestra asociaciones entre individuos considerando las

correlaciones y/o covarianzas de las frecuencias alélicas corregidas, independientemente de la
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procedencia; por lo que se acerca mas a un modelo nulo sin flujo génico, contrario al obtenido por
STRUCTURE (Jombart et al., 2010). Este analisis se realizé con el programa STATISTICA v10
(StatSoft, 2011).

Para determinar si existe aislamiento por distancia, condicién que limita o fomenta el flujo
génico; se realizo una prueba de Mantel considerando una matriz de distancias geograficas y una de
distancias genéticas obtenidas por el modelo de Nei para marcadores hipervariables utilizando el

programa TFPGA v.1.3 (Miller, 1997).
9.6.3 Cuellos de botella

Para estimar si han existido reducciones recientes en el tamafo efectivo poblacional, se realizé un
analisis de cuello de botella, el cual considera la desviacion del equilibrio deriva-mutacidn, que se
observa en un incremento sustancial en la cantidad de genotipos heterdcigos para cada loci; generados
por iteraciones bayesianas hasta por 10,000 pasos. Las frecuencias obtenidas se ajustan al modelo de
Islas Infinitas (I. I. M.). El resultado final de la iteracion fue comparado con lo esperado en el modelo
de equilibrio mediante una prueba de Wilcoxon. El programa que se utilizé para este analisis fue
Bottleneck v.1.2.02 (Cornuet y Luikart, 1996). Este analisis también detecta la falta de genotipos
heterdcigos, disminucion atribuible a un incremento poblacional basado en cruzas endogdmicas, lo
que se considera un cuello de botella ancestral; ademas de poder analizar por separado cada locus. La
comparacion en cada locus depende de las diferencias entre la heterocigosis calculada y la
heterocigosis esperada en el modelo de islas infinitas bajo el supuesto de equilibrio deriva-mutacion
(He-Heq = Dn), dividido entre la desviacion estandar (DE) de la heterocigosis calculada por la

iteracion a 10,000 pasos.
9.6.4 Seleccion natural

Para determinar si algun loci se encuentra bajo el efecto de la seleccion natural se realizo un analisis
de neutralidad. Para ello, se utiliz6 el programa BayeScan ver. 2.01 (Foll y Gaggiotti, 2008). El

objetivo de este programa es identificar alelos con frecuencias alejadas de lo esperado por un modelo
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aleatorio de Poisson, para ello se utilizd un modelo Markoviano Multinomial desarrollado por
Dirichlet (Huelsenberck y Andolfato, 2007). Uno de los posibles escenarios consiste en un modelo
de islas en el que las frecuencias de los alelos de las subpoblaciones se correlacionen a través de un
grupo de genes migrantes en comun de los que difieren en diversos grados no aleatorios, ya sea por
flujo o por seleccion natural. Por lo tanto, esta formulacion puede considerar escenarios ecologicos
realistas en donde el tamafio efectivo, la tasa de inmigracion y el coeficiente de adecuacion pueden
diferir entre poblaciones. En el modelo se utiliz6 un total de iteraciones de 150,000 con un tamario de
muestra de 5,000 considerando un intervalo de confianza minimo de 20 iteraciones. El programa
genera 10 analisis simultdneos para probar la neutralidad, cada uno con 5,000 pasos. El modelo final

calibrado se genera a partir de 50,000 pasos.
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10. RESULTADOS

10.1 Diversidad genética

Los resultados mostraron que la poblacion con mayor diversidad genética fue la poblacion tres,
seguida de la poblacion uno. Sin embargo, en todos los casos, incluyendo estas dos poblaciones; se
manifiesto endogamia y ninguna poblacion se encontré en equilibrio de Hardy-Weimberg (x*:
61.648+30.79, p < 0.0001), la mas afectada por esta situacion fue la poblacion dos. Por otro lado, la
poblacion uno y dos, mostraron una mayor cantidad de alelos exclusivos, lo que se asocia a deriva
génica por fijacion y pérdida aleatoria de alelos (Tabla 6). En todos los casos el polimorfismo fue del
100%.

Tabla 6. Descripcion genética de cinco poblaciones de Ceratozamia kuesteriana en la reserva de la
biosfera “El Cielo” en Tamaulipas. N: Tamatio de muestra, Na: Promedio de alelos por locus, Ne:
Numero efectivo de alelos por locus, I: Indice informativo, Ho: Heterocigosis observada, He:

Heterocigosis esperada, F: Coeficiente de fijacion, AP: Numero de alelos privados por poblacion,
EHW: Equilibrio de Hardy-Weimberg, ***: p < 0.0001.

Poblacion N Na Ne I Ho He F AP EHW
Poblacion 1 31 5.33+0.50 3.62+0.30 1.39+0.09 0.57£0.10 0.70£0.03  0.21+013 2 Hoxk
Poblacion 2 40 5.44+0.63 3.30+0.43 1.28+0.15 0.42+0.08 064+0.06 0.39+0.12 2 Hoxk
Poblacion 3 56 5.89+0.66 3.85+0.47 1.43+0.11 0.58+0.10 0.71+0.03 0.19+0.13 1 ok
Poblacion 4 28 5.44+0.67 3.39+0.56 1.29+0.16 0.56+0.11 0.64+0.06 0.22+0.13 1 ok
Poblacion 5 46 5.00£0.55 3.43+0.49 1.25+0.17 0.56+0.12 0.63£0.08 0.24+0.16 1 Hoxk
TOTAL 40.20+£1.53 5.42+0.26 3.52+0.2 1.33£0.06 0.53+£0.05 0.66+0.03 0.25+0.06 5 ok

10.2 Estructura genética

El analisis de varianza molecular (AMOVA) mostré que existen diferencias significativas a todos los
niveles (Fst (4,401):0.151, Fit (201,401): 0.329, Fis (196,401): 0.209; en todos los casos p < 0.001), (Tabla 7)
aunque la mayor diferenciacion se da al interior de los individuos (67%), seguida de la diferencia
intrapoblacional (18%) con la mejor diferenciacion entre poblaciones (15%). Las distancias de Nei
mostraron que la mayor similitud se encuentra entre las poblaciones uno y cinco seguidas de las
poblaciones dos y tres, siendo la poblacion cuatro la mas diferenciada (Figura 8), no obstante en el

agrupamiento, todas fueron significativamente distintas.
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Tabla 7. Numero de individuos migrantes por generacion (diagonal superior) e indices de
diferenciacion pareados (diagonal inferior) entre las localidades de Ceratozamia kuesteriana
analizadas, Fst: indice de diferenciacion pareados, Nm: Migrantes por generacion. * Diferencias
significativas de acuerdo a la prueba AMOVA.

Fst/Nm Poblacion 1 Poblacion 2 Poblacién 3 Poblacion 4 Poblacién 5
Poblacion 1 1.853* 1.879* 1.186* 2.838%*
Poblacion 2 0.119 1.556%* 1.086%* 1.037*
Poblacion 3 0.117 0.138 1.459* 1.177*
Poblacion 4 0.174 0.187 0.146 1.228*
Poblacion 5 0.081 0.194 0.175 0.169

Figura 8. Arbol de agrupamiento UPGMA considerando las distancias de Nei entre las poblaciones
de Ceratozamia kuesteriana.

El analisis de asignacion bayesiana mostré que en las cinco poblaciones de C. kuesteriana

analizadas, se encuentran nueve grupos genéticos (Figura 9).
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Figura 9. Analisis de asignacion para las cinco poblaciones de Ceratozamia kuesteriana. A) Numero
de grupos genéticos de acuerdo a la propuesta de Evanno et al., 2005. B) Andlisis de asignacion
promedio.

El Anélisis de Funciones Discriminantes de Componentes Principales (DAPC), coincide con
el resultado del AMOVA al mostrar que la mayoria de las poblaciones difieren significativamente (F
(18,179): 72.5 £ 65.49, p < 0.0001), con excepcion de las poblaciones uno y dos. La variacion entre las
frecuencias alélicas de las poblaciones analizadas se explica por dos funciones discriminantes (F1
eigenvalue: 28.24, Var. Exp: 89.78; F2 eigenvalue 1.72, Var. Exp: 5.49%, Var. Exp. 95.27%). El
primer factor se encuentra correlacionado con las frecuencias alélicas de los loci: Zam?29 (r: -2.67),
Zam34 (1:-1.36), Zam39 (r: 1.37), Zam4O0 (r: -2.34) y Zam45 (r:-1.36); el segundo factor se relaciona
unicamente con Zam39 (r: 0.83). Con estos atributos es posible asignar a los individuos a sus
respectivas poblaciones de origen con porcentajes de entre 82.5% y 100%, siendo la poblacion tres

la més diferenciada (Figura 10).
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F2 (EV: 1.72, Ex Var: 5.49%)

P1
P2
P3
P4

-10 -8 -6 -4 2 0 2 4 6 8 10
F1 (EV: 28.24, Ex Var: 89.78%)

Figura 10. Analisis de Funciones Discriminantes de Componentes Principales para las poblaciones
de Ceratozamia kuesteriana.

Finalmente, en cuanto a la estructura genética; el modelo de aislamiento por distancia (Steping
Stone) no es adecuado para explicar la distribucion de la variacion genética entre las poblaciones de
Ceratozamia kuesteriana, ya que de acuerdo con la prueba de Mantel (Figura 11); no existe una
correlacion significativa entre las distancias genéticas de Nei con respecto a las distancias geograficas

(r=0.1814, p = 0.648).
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Figura 11. Prueba de Mantel entre las distancias geograficas en kilometros (Matriz 1), con respecto
a las distancias de Nei (Matriz 2), para las cinco poblaciones de Ceratozamia kuesteriana.

10.3 Cuellos de botella

Todas las poblaciones presentan cuellos de botella de magnitudes variables, siendo la poblacion
cuatro la que presenta la menor magnitud de la reduccidon poblacional y las poblaciones uno y tres las
mas afectadas. La mayoria de los loci analizados se alejan del equilibrio deriva-mutacién al presentar
exceso de heterocigosidad, por lo que se infiere que los cuellos de botella detectados son recientes
(Tabla 8). El locus Zam40 y Zam45, tienen deficiencia de heterogicosidad en las poblaciones dos y

cinco, por lo que los eventos de reduccidon podrian ser mas antiguos que en el resto de las poblaciones.
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Tabla 8. Frecuencia de heterocigosidad (Heq) por loci determinado por el analisis de cuellos de
botella para Ceratozamia kuesteriana. Pob: Poblacion, LD: Loci con deficiencia de heterocigosidad,
LE: Loci con exceso de heterocigosidad, H: Prueba de Wilcoxon, p: Probabilidad, CB: Intensidad del
Cuello de Botella.

Pob Locus | Heq LD | LE H | p CB
Zam 28 0.710
Zam 29 0.665
Zam 32 0.549
Zam 34 0.544
1 Zam 35 0.554 0 9 3.342 0.00195 | **=*
Zam 39 0.462
Zam 40 0.353
Zam 41 0.618
Zam 45 0.550
Zam 28 0.647
Zam 29 0.721
Zam 32 0.529
Zam 34 0.534
2 Zam 35 0533 1 8 2.373 0.00882 | **
Zam 39 0.535
Zam 41 0.599
Zam 45 0.522
Zam 28 0.620
Zam 29 0.725
Zam 32 0.500
Zam 34 0.502
3 Zam 35 0.499 0 9 3.496 0.00024 | ***
Zam 39 0.505
Zam 40 0.324
Zam 41 0.612
Zam 45 0.564
Zam 28 0.715
Zam 29 0.714
Zam 32 0.545
Zam 34 0.554
4 Zam 35 0.473 0 9 2.211 0.01351 *
Zam 39 0.472
Zam 40 0.206
Zam 41 0.675
Zam 45 0.620
Zam 28 0.504
Zam 29 0.680
Zam 32 0.525
5 Zam 34 0.526 2 7 2.746 0.00301 | **
Zam 35 0.421
Zam 39 0.437
Zamél 0.579

% p<0.05, **: p<0.01, ***: 0.001
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10.4 Selecciéon Natural

Se identificaron cuatro loci alejados de la neutralidad. Para corroborar el tipo de seleccion que actiia
sobre estos marcadores se realizé una tabla con las frecuencias alélicas por poblacion (Tabla 9), en
donde se observa que los loci Zam34, Zam39 y Zam41, presentan exceso de heterocigotos para dos
o tres alelos especificos (seleccion balanceadora); mientras que el locus Zam40 presenta deficiencia
de heterocigos (seleccion direccional), con particular intensidad en la poblacion cinco.

Tabla 9. Frecuencias alélicas para los loci sometidos a presiones de seleccion natural por el modelo
de Dirichlet, en las cinco poblaciones de Ceratozamia kuesteriana. pb: Pares de bases, HE:
heterocigosis calculada, POP: poblacion. Rojo alelos con baja frecuencia, potencialmente con

seleccion en contra. Verde alelos con frecuencia alta, potencialmente con seleccion a favor. Amarillo

alelos con baja frecuencia pero no dentro de lo esperado por un modelo de neutralidad.
POP1 POP2 POP3 POP4

Zam34
0.107
0.100 0.161 0.109
0.71279599 0.7040625 0.77471413 0.65880255 0.7639386

Zam39 0.107 0.125

0.161

0.66545541 0.6428125 0.71157064 0.62690959 0.71762305
0.194
0.129

0.100
Zam40 0.161

0.4869918 ] 0.61974559 0.26976459 0.04253474

[oos7E o075 NOOZNNNEo0sATE 0217 |

0.78147947 0.7596875 0.78092995 0.73533158 0.79276997
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11. DISCUSION

De acuerdo a los objetivos planteados, este trabajo se enmarca en dos dimensiones de acuerdo a la
propuesta de Baker (1938): una dimensién proxima o ecoldgica y una dimension ultima o evolutiva.
Respecto a la primera dimension, las especies no se distribuyen al azar, sino que la densidad de
individuos en un area responde a la disponibilidad de recursos y a la tasa de crecimiento especifica
de la poblacion (Rubio-Tobon, 2015). Bajo esas dos limitantes, la estrategia de subsistencia que la
especie adopta como respuesta a sus necesidades es garantizar los eventos reproductivos (Begon,
2009), que pueden ser limitados ante factores abiodticos (latitud, altitud y longitud) o bioticos
(polinizadores, dispersores, depredadores; Scheiner, 1993). Las cicadas son plantas de crecimiento
lento, limitadas por sus asociaciones bidticas, con dependencias espaciales especificas y una alta
mortalidad en etapas tempranas. Todos estos elementos modifican las frecuencias alélicas de una
poblacion de manera repentina y muchas veces aleatoria (Octavio-Aguilar, 2009). Por lo que nuestros
resultados pueden ser un reflejo del estado actual y ecoldgico de las poblaciones en la reserva de la
biosfera “El Cielo”.

En cuanto al segundo nivel o dimension se podria centrar en las ideas principales derivadas de
la teoria Darwin-Wallace sobre la evolucién de las especies. En principio los organismos son el
resultado de su historia evolutiva, es decir; de ancestria-descendencia a partir de modificaciones
graduales y muchas veces permanentes que pueden ser una respuesta a cambios ambientales
(seleccion natural), procesos aleatorios (deriva, mutacion), frecuentistas (endogamia) o meramente
geograficos (flujo génico) (Futuyma, 1986; Li, 1997; Schaal et al., 2003; Aguirre-Planter, 2007,
Castillo-Cobian, 2007). Ademas, existe cierta resistencia al cambio ambiental por modificaciones en
la expresion de los genes (mayor cantidad de mensajeros, limitacion de la generacion de proteinas,
modificaciones postranscripcionales y postraduccionales, etc.), lo que se conoce como "plasticidad
fenotipica", lo que incrementa la respuesta de los organismos sin realizar cambios basales en la
informacion genética, aquellos genes capaces de modificar su expresion estarian relacionados con

procesos de arrastre filogenético al no cambiar entre especies y poblaciones sino simplemente mostrar
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diferentes patrones de expresion sin dejar huellas en el genoma. Esto permite conservar o ampliar el
nicho ecologico de las especies (Stearns, 1992; Peterson et al., 1999; Wiens y Graham 2005). Al
respecto, las cicadas son organismos que conservan atributos morfolégicos ancestrales, al grado de
considerarse fosiles vivientes, por lo que resultan ser organismos plasticos y adaptables, con alta
variabilidad morfoldgica asociada a los ambientes donde se desarrolla (Vovides et al., 2018). Por
ejemplo, se ha logrado establecer una relacion entre el grosor de la cuticula adaxial de los foliolos y
la profundidad de los huecos estomatales como una respuesta ante ambientes secos, al menos en el
género Dioon (Vovides et al., 2018). Sin embargo, estas adaptaciones parecen ser filogenéticamente
independientes, limitando el proceso de arrastre y conservadurismo. Esta variacion no se ha asociado
con la presencia de alelos mutables, cambios en secuencias o modificaciones sustanciales al genoma,
sino con la propia adaptabilidad de la planta al ambiente.

Por lo tanto, para entender los resultados, hay que recordar que las cicadas son un grupo de
especies con historias evolutivas amplias y bien documentadas, donde procesos tanto ambientales
como genéticos; han generado cambios en su diversidad. Por ejemplo, las especies del nuevo mundo
tienen mayor diversidad genética que las del viejo mundo (Gonzalez-Astorga et al., 2009). Ademas,
las cicadas con mayor distribucion geografica presentan en general mayor nivel de variacion que las
de distribucion restringida; fendmeno asociado a la fragmentacion (proximo) y a la endogémia
(altimo) (Griffith ef al., 2015). En esencia, las cicadas son diversas genéticamente pero sus
poblaciones se diferencian en la mayoria de los casos, por lo que la variacion no se encuentra
distribuida de manera homogénea, poniendo en riesgo a las poblaciones en los extremos de la

distribucién o sometidas a condiciones diferentes (Tabla 2).
11.1 Diversidad y estructura genética

Uno de los principales objetivos de la biologia evolutiva es estimar la estructura genética y la
dinamica de la diversidad en las poblaciones (Wright, 1978; Octavio-Aguilar et al., 2009). Algunos
de los principales rasgos de la historia de vida que modifican la estructura genética de una poblacion

son: forma de vida, area de distribucion geografica, sistemas de reproduccion y dispersion de semillas
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y polen (Hamrick y Godt, 1989; Epperson y Tian-Quan, 1997). Estos atributos son limitados en las
cicadas, incluyendo a C. kuesteriana, especie restringida al limite de la distribucion del género, con
dispersion de polen y semillas limitada a unos cuantos metros, asociada con la presencia de
polinizadores especificos, con distribucion puntual en la reserva de la bidsfera “El Cielo”, sensible a
la fragmentacion, aunque de larga vida; sumado a las presiones climaticas que el calentamiento global
representa para una especie con estas limitaciones (Lopez-Gallego, 2008; Octavio-Aguilar et al.,
2008; Vovides y Nicolalde-Morejon, 2010; Rubio-Tobén, 2015).

No obstante, C. kuesteriana presentd alta diversidad genética global, pero al interior; cada
poblacion mantiene una base genética divergente, limitada, alejada del equilibrio de Hardy-
Weimberg, con cuellos de botella de diferentes magnitudes y variacion producto de la endogamia
(Tabla 3). Esto, se hace evidente en el trabajo previo realizado por Montelongo-Ruiz (2016), donde
se establece que las poblaciones de C. kuesteriana tienen alta diversidad genética con 76 loci
obtenidos por ISSR y con la mayor diferenciacion dentro de las poblaciones. Algunos estudios sobre
especies de larga vida han propuesto que los procesos que afectan la estructura y diversidad genética
estan relacionados con la supervivencia de las semillas, el patron de distribucion espacial, el rango de
dispersion de sus propagulos (éxito reproductivo), la fecundidad durante la fase adulta y los procesos
de fragmentacion del habitat (Hamrick y Godt, 1989; Kaufman, 1998; Austerlitz et al., 2007, Octavio-
Aguilar et al., 2009). Por ejemplo, en poblaciones del arbol longevo Antirhea aromatica, las plantulas
mantienen un porcentaje mayor de loci polimorficos y heterocigosidad que los adultos (Gonzalez-
Astorga y Castillo-Campos, 2004), al igual que en las palmas Astrocaryum mexicanum (Eguiarte et
al., 1992) y Euterpe edulis (Conte et al., 2003) y Cecropia obtusifolia (Alvarez-Buylla y Garay,
1994). En Dioon edule las semillas representan un importante reservorio de diversidad genética que
se pierde o se reduce significativamente en los adultos, por la alta mortalidad de semillas (Octavio-
Aguilar, 2009). Contrariamente, en Ilex guayusa la mayor heterocigosis se presenta en adultos,
fenomeno dado por la baja produccion de semillas (Mosquera-Bolafios, 2015). De igual manera, un

estudio con Vaccinium corymbosum (Ericaceae) encontré que la heterocigosidad de los adultos
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aumenta debido al aborto de la mayoria de las semillas auto-fertilizadas (Krebs y Hancock, 1990).
Esto indica procesos de supervivencia diferenciales que favorecen a los homocigos (seleccion
direccional) en la mayoria de los casos, y un cambio en las frecuencias genotipicas entre categorias.
Estos resultados sugieren que las semillas y las plantulas representan un reservorio de variabilidad
genética en poblaciones naturales de C. kuesteriana 1o que tiene importantes repercusiones
ecoldgicas y evolutivas (Alvarez-Buylla et al., 1996).

En las poblaciones de C. kuesteriana existe una estructura demografica dominada por las
categorias tempranas (plantulas y juveniles), mientras que los adultos son menos abundantes, con
excepcion de la poblacion tres (Tabla 3), esto sugiere una baja supervivencia y transicion entre
categorias, tal como se ha reportado en otras cicadas (Pérez-Farrera et al., 2006; Octavio-Aguilar et
al., 2008; Rubio-Tobon, 2015); por lo que la pérdida de variabilidad asociada a la mortalidad de
plantulas seria mas severa en poblaciones pequefias dominadas por adultos y juveniles (poblaciones
dos y tres de este estudio), las cuales ya habrian sido depuradas por la mortalidad diferencial entre
categorias mencionadas en parrafos anteriores, llevando a una homogeneidad genética estable y con
mejores perspectivas ante las presiones de seleccion, afirmacion sostenida por los resultados del
analisis de neutralidad. Solo en la poblacion dos, la cudl fue la menos diversa genéticamente (Tabla
6), la pérdida de variabilidad no necesariamente esta asociada a procesos dirigidos de seleccion.

Otra causa de pérdida de diversidad es la ausencia de flujo génico, que ademas incrementa la
estructura, ain a corta distancia geografica; por lo que se infiere la pérdida de conectividad por
ausencia de polinizadores naturales (Iglesias-Andreu et al., 2017; Octavio-Aguilar et al., 2017a). Esto
tiende a generar huecos generacionales, manteniendo a las poblaciones estéticas, tal es el caso de la
cicada en cuestion, donde la ausencia de adultos en las poblaciones cuatro y cinco sugieren una
disminucién de la tasa de crecimiento y la persistencia de las poblaciones por estasis no reproductiva
de juveniles (Rubio-Tobdn, 2015). En las poblaciones uno y dos, la ausencia de plantulas sugiere
estasis poblacional por incremento de adultos infértiles o sin éxito reproductivo (Castillo-Lara et al.,

2017), lo que sugiere riesgo de endogamia, pérdida de reclutamiento y/o ausencia de polinizadores.
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Solo en la poblacidn tres se encuentran individuos equitativamente repartidos en todas las categorias,
siendo esta la localidad con mejor potencial de aprovechamiento, ademas de mantener la mayor
diversidad genética asociada. Para inferir que estamos ante la presencia de poblaciones estaticas (uno
y dos), en declive (cuatro y cinco) y resilentes (tres); se sugiere realizar trabajos a futuro sobre
demografia, interacciones biologicas para detectar la presencia o ausencia de polinizadores y
dispersores ademas de un analisis de perturbacion sobre las poblaciones, para saber si existe alguna
relacion con la diferenciacion y pérdida de diversidad; tal como se han reportado en Dioon edule
(Octavio-Aguilar, 2009), Ceratozamia mexicana (Rivera-Fernandez, 2012), Ceratozamia
fuscoviridis (Garcia-Montes, 2017), Zamia furfuracea (Octavio-Aguilar et al., 2017a) y Zamia
inermis (Iglesias-Andreu et al., 2017).

Adicionalmente, considerando su estatus de conservacion en Peligro Critico (CR), y con base
en los resultados se puede inferir que las poblaciones de C. kuesteriana estan proximas a desaparecer,
particularmente las ubicadas en las localidades cuatro y cinco; presentado escenarios parecidos a
Zamia inermis, que s6lo se conoce una poblacion compuesta de tres subpoblaciones distribuidas en
tan s6lo 2.5 km? de pastizales y bosques estacionalmente secos y fragmentados y con un reclutamiento
extremadamente bajo y su diversidad genética estd insuficientemente representada en los cultivos

(Octavio-Aguilar et al., 2017b, c; Iglesias-Andreu et al., 2017).
11.2 Cuellos de botella

Un cuello de botella es una drastica reduccion temporal en el tamafio poblacional por deforestacion,
fragmentacion, incendios, etc. (Arenas et al., 2012; Jian, et al., 2015). El efecto genético ocurre
cuando una poblacion o especie se reduce a uno pocos individuos reproductivos, cuyos descendientes
se incrementaran en numero luego de relativamente pocas generaciones, logrando restablecer la
poblaciéon (Klug et al., 2013). En las cicadas, se ha reportado que la mayoria de sus poblaciones
presentan cuellos de botella recientes, que promueve el efecto fundador en especial en el género
Zamia, debido a que sus ciclos de vida son relativamente cortos en comparacion del resto del grupo

(Gonzélez-Astorga et al., 2005). Con respecto a nuestro estudio, las poblaciones de C. kuesteriana
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son pequenas y aisladas dentro de la Reserva, ya sea por la llegada fortuita de unas pocas semillas
con poca representatividad de la variacion genética de su poblacion fuente o por la reduccion del
tamafio poblacional en eventos recientes de fragmentacion (Keppel et al., 2002). Se ha sugerido que
en pequeiias poblaciones, como la de algunos fundadores; la deriva genética resulta en una reduccion
en la variacion genética (Neigel, 1996) incrementada por eventos posteriores de reproduccion
endogamica. Considerando que todas las poblaciones estudiadas aqui estan distribuidas en
condiciones climaticas similares dentro de un 4rea que se supone ha sido bien conservada al formar
parte de un Area Natural Protegida (Morrone et al., 2002; Mora-Olivo et al., 2008), la causa mas
probable de aislamiento es la deriva génica, observacion que se sustenta en los coeficientes de
endogamia positivos y significativos (Tabla 6). Ademas de la presencia de varios alelos exclusivos
en las cinco poblaciones analizadas (Tabla 7); aunque ain no se observa una reduccion en la
diversidad genética de la especie. Esto puede ser resultado del tiempo de vida largo propuesto para
Ceratozamia, que ronda alrededor de 250 afios o mas (Sanchez-Tin6co et al., 2000), lo que
mantendria la variabilidad acumulada de varias generaciones dentro de las poblaciones, tal como lo
muestra el AMOVA.

Las poblaciones de C. kuesteriana analizadas presentaron cuellos de botellas en diferentes
tiempos y de diferente magnitud. La mayoria de los loci se alejan del equilibrio deriva-mutacion al
presentar exceso de heterocigosidad, esto se traduce como cuellos de botella recientes en las
poblaciones uno (estatica), tres (resilente) y cuatro (en declive). Las poblaciones con deficiencia de
heterogicosidad son la dos (estatica) y la cinco (en declive) por lo que los eventos de reduccion
podrian ser mas antiguos. En cuanto a la magnitud, los resultados sugieren que en la poblacion tres
la reduccidn poblacional no ha sido sostenida, que en las poblaciones uno y dos fueron repetitivos
y que en las poblaciones cuatro y cinco fueron de gran magnitud; por lo que en estos lugares el efecto
coincide con la cantidad de alelos exclusivos encontrados. Estos resultados corroboran lo que observo
Montelongo-Ruiz (2016), quien reporta que la poblacion tres tiene la mayor heterocigosis, siendo la

mas conservada, con mayor representatividad alélica y con una reduccion moderada en tiempo y
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espacio; amenazada unicamente por la reduccién ya mencionada aunque se puede considerar
ancestral. Por el contrario, las poblaciones dos y cinco, tienen menos diversidad, tanto en los
resultados de Montelongo-Ruiz (2016) como en los del presente estudio; por lo que han sufrido la
mayor pérdida de individuos, durante mas tiempo aunque con una recuperacion diferente (Tabla 7).
Ambos estudios, resaltan la importancia de conservar a las poblaciones en peligro (P4 y P5) asi como

a la mas representativa para la especie (P3).
11.3 Seleccion natural

En las pruebas de neutralidad se observo que las poblaciones se encuentran bajo seleccion, siendo
esta la mayor contribucion del trabajo; aunque solo cuatro loci se alejan de la neutralidad; tres con
exceso de heterogicos (seleccion balanceadora) y uno monomorfico para la poblacion cinco debido a
seleccion direccional (Tabla 9). Los marcadores SSR utilizados en este trabajo, representan la
variacion en el nimero de copias de un arreglo del DNA no codificante; de ahi su alta variabilidad y
eficacia para detectar cuellos de botella y otras fuerzas evolutivas neutrales. Sin embargo, el que los
loci Zam34, Zam39, Zam40 y Zam41, se alejen de los esperado bajo una distribucion de probabilidad
Poisson, es decir; aleatoria propia de los SSR (Huelsenberck y Andolfato, 2007); implica una
direccionalidad en las frecuencias de ciertos alelos. En otras palabras, la presencia de algunos alelos
especificos podria incrementar la probabilidad de supervivencia y por ende; la adecuacioén del
portador (Futuyma y Moreno, 1988; Hartl y Clark, 1997; Li y Ge, 2001). La unica manera en que
estos marcadores neutrales puedan fluctuar sus frecuencias de esta manera es que se encuentren
ligados cromosdémicamente a genes codificantes, por lo que se requieren analisis posteriores de
aislamiento y secuenciacion, a fin de identificar qué genes les confieren ventajas en este ambiente
particular a las plantas por procesos de evolucion secundaria inducidos por la adaptacion ecoldgica.
Otra manera de buscar de manera indirecta, una medida de seleccion, es la comparacion de las
frecuencias genotipicas entre generaciones a fin de cuantificar la pérdida o ganancia de genotipos
dentro de la misma poblacion (Hartl y Clark, 1997). En ambos casos, esta evaluacion trascienden los

objetivos del trabajo, por lo que se propone para futuras investigaciones.
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Llama la atencidn la baja heterocigosis para el locus Zam40 en la poblacién cinco, siendo este
el principal marcador que se aleja de la neutralidad (Tabla 9). Dicho marcador es el primer blanco a
secuenciar en estudios posteriores, puesto que se manifiesta seleccion direccional en una localidad
que ya de por si ha sido identificada como prioritaria por el descenso en su variabilidad, la intensidad
del cuello de botella y la pérdida de organismos adultos; lo que sugiere una diferenciacion selectiva
para las nuevas generaciones. Si otros loci tuviesen el mismo comportamiento, se trataria de un
proceso inicial de especiacion en este extremo de la distribucion para el género asociado a una zona
de alta divergencia tal como lo siguiere Wright (1968). Por ello, vale la pena estudiar el genoma y
transcriptoma de esta especie, especificamente en esta regidon, para detectar genes y variacion
adaptativa que permita un manejo dirigido a la conservacidon en zonas con condiciones ambientales
extremas. Aunque por los tiempos generacionales de C. kuesteriana, hay que tomar esta afirmacion
con cuidado antes de hablar de nuevas especies, asumiendo que se requieren estudios taxonémicos y

sistematicos para sostener la identidad generada de novo para el taxon sugerido.
11.4 Estrategias de Conservacion

El 34 % de la riqueza de cicadas en México, incluyendo C. kuesteriana; se encuentra en la provincia
biogeografica de la SMO (Yanez, 2006), que también sobresale por riqueza y endemismos de otros
organismos (Luna et al., 2004). Sin embargo, las estrategias de conservacion biologica en la SMO
son urgentes, debido a que no se conoce de manera suficiente la composicion de especies ni su
distribucion a escala geografica local. Ademas, no se han establecido estrategias que garanticen la
proteccion de la biodiversidad, no se tiene registro sobre programas de propagacion tanto in sifu como
ex situ de especies vegetales, no hay programas de regeneracion que contemplen a las cicadas para
reforestar o estudios ecoldgicos detallados sobre la viabilidad de estas plantas en peligro (Vite et al.,
2013). Sin embargo, el Jardin Botanico Francisco Javier Clavijero, del Instituto de Ecologia A. C. en
Xalapa, Veracruz; dispone de ejemplares vivos para fines de investigacion y conservacion, aunque
no en numero suficiente para constituir un banco de germoplasma adecuado (Litz ef al., 2004). En

cuanto a la conservacion ex situ, las Unicas poblaciones en estado natural para esta cicada estan
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restringidas a las partes altas de la Reserva de la Biosfera “El Cielo”, por lo que se esperaria que la
continuidad de las poblaciones estuviese garantizada por la proteccion de estas plantas (Vovides y
Nicolalde-Morejon, 2010).

Nuestros resultados demuestran que, aun cuando las poblaciones se encuentran en una zona
protegida; existen procesos de degradacion genética que constituyen una amenaza puntual y
persistente, por lo que no basta inicamente con mantener a las plantas en la reserva. Los resultados
también muestran que la regeneracion natural esta limitada, por lo que la propagacion asistida puede
ser una opcion viable para la obtencion de germoplasma representativo de la region y de la especie.
Al respecto, los resultados del presente estudio indican que esta representatividad se obtiene de las
poblaciones tres, al ser la mas diversa y cinco al tener alelos exclusivos asociados a un proceso de
seleccion direccional.

De acuerdo con Pérez-Farrera y Vovides (1997) en su manual para el cultivo y propagacion

de cicadas, las estrategias de conservacion pueden ocurrir en dos niveles:
11.4.1 Propagacion artificial

Se basa en la implementacion de alta tecnologia donde se hace investigacion a fondo en colaboracion
con los jardines botanicos y los viveros comerciales para incrementar el crecimiento y germinacion
de las plantas, como por ejemplo, los trabajos realizados por Dehgan (1983); Dehgan y Johnson
(1983); Dehgan y Schutzman (1983); Dehgan y Schutzman (1989); Dehgan y Almira (1993) y Pérez
Farrera (1994), usando reguladores de crecimiento y fertilizantes de accion lenta. Sin embargo, la
conservacion de cicadas podria ser mas efectiva si se mejoran los métodos de propagacion, ya que
presentan una lenta tasa de crecimiento, baja viabilidad de sus semillas y un limitado potencial para
la propagacion vegetativa, lo que disminuye severamente la regeneracion natural y la propagacion
controlada (Dehgan, 1997, Dominic y Joseph, 2007). Por otro lado, Chavez y Litz (1999), sugieren
que los protocolos de micropropagacion deberian ser parte de las alternativas de conservacion de las
especies de cicadas amenazadas a través del mantenimiento in vitro de bancos de germoplasma (Urrea

etal. 2012).
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La micropropagacion en Zamiaceae, ha sido evaluada via organogénesis y embriogénesis
somatica (Rinaldi, 1999). Se han logrado cultivos embriogénicos tanto a partir de hojas (Chavez et
al., 1998 y Dhiman et al., 1998) como de megagametofito (Chavez et al., 1992a, b; Jdager y Van
Staden, 1996), aunque la organogénesis solo ha sido reportada para Cycas circinalis (Dominic y
Joseph, 2007). Sin embargo, la regeneracion de las plantas solo se ha logrado en Zamia pumila,
(Chavez, 1992a) y Dioon edule (Chavez y Litz, 1999). No hay casos reportados para ninguna

Ceratozamia, lo que genera incertidumbre sobre el éxito de esta estrategia para C. kuesteriana.
11.4.2 Programas de manejo

Comprende programas de conservacion apoyados en tecnologias (viveros, técnicas de extraccion y
mantenimiento, crioprocesamiento, entre otros.) desarrolladas para campesinos directamente en el
habitat donde persisten las poblaciones, los cuales pueden manejar y propagar a las cicadaceas in situ
como una pequeia industria. Esto puede realizarse a partir de la colecta de semillas maduras de
plantas madres adultas de las poblaciones naturales (Pérez-Farrera y Vovides, 1997). Sin embargo,
para ello es necesario contar con datos demograficos de viabilidad de las semillas, produccion
promedio de conos y mortalidad en campo; datos importantes para no afectar a las poblaciones
naturales. Especificamente, nuestros resultados solo muestran la region donde se podrian
implementar los cultivos in situ o huertos rurales, pero no disponemos de datos demograficos
concretos, lo que hace urgente este tipo de estudios.

Una parte de lo que ellos cultivan podria comercializarse, bajo la figura de UMA,
comprometiendo otra parte a la reintroduccion. La proporcion destinada a la regeneracion debera ser
establecida con base en los datos de supervivencia de las plantulas en su transicion al estado juvenil,
lo que podria tomar mas de 16 afios de acuerdo a lo reportado en otras cicadas (Vovides et al., 2010a).
Esto, reduciria la presion ejercida por la colecta y saqueo ilegal, de las poblaciones naturales. Los
campesinos actuarian como guardias de su propio recurso y ellos tendrian incentivos para conservar

un habitat productivo (Vovides e Iglesias, 1994).
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Estas estrategias han logrado éxitos parciales para la conservacion de otras cicadas mexicanas.
En Chiapas, campesinos de los ejidos La Sombra De La Selva, Tres Picos y Nueva Independencia,
municipio de Villaflores; han establecido viveros in situ de Ceratozamia norstogii, y Dioon merolae
en los ejidos de Andrés Quintana Roo, municipio de Jiquipilas y La Sombra De La Selva. Otros
viveros similares se han establecido en Veracruz con la propagacion de D. edule en el ejido el Palmar
y en Alvarado, Veracruz con la propagacion de Zamia furfurdcea (Vovides e Iglesias, 1994).
Actualmente, se han iniciado cultivos en huertos rurales con algunas cicadas (C. norstogii, D.
merolae, D. edule y Z. furfuracea) en comunidades de la Reserva de la Bidsfera “La Sepultura” y “El
Triunfo” (Pérez-Farrera y Tejeda-Cruz, 1996; Vovides et al., 2002). Estos ejemplos sugieren que la
propagacion rural es una alternativa viable para C. kuesteriana, ya que comparte algunos atributos
poblacionales con Zamia inermis en Veracruz, (distribucion geografica restringida, sistemas
especificos de reproduccion, ausencia de polinizadores naturales, baja dispersion de semillas,
reclutamiento extremadamente bajo, mayor persistencia en la categoria de adultos, altos niveles de
endogamia y estructura genética altamente diferenciada entre poblaciones, por mencionar algunas
caracteristicas) esta ultima especie se ha propagado con éxito en el jardin botanico Clavijero, se ha
logrado su polinizacion asistida y la obtencion de un huerto en las inmediaciones de Mozomboa,
aunque dicho huerto no es genéticamente representativo (Octavio-Aguilar et al., 2017a, b, ¢). En el
caso de C. kuesteriana, el problema de la poca representatividad en los huertos podria ser prevenido
puesto que ya contamos con la informacion sobre la variabilidad genética de las poblaciones.

Finalmente, ademés de las estrategias de conservacidon mencionadas, es necesario la
evaluacion de las poblaciones, en particular realizar la caracterizacion demografica y poblacional en
cada localidad, para conocer las caracteristicas del hébitat, el area de ocupacion, el nimero de
especimenes maduros y no maduros, los factores de riesgo y el estado de conservacion-perturbacion
actual a que han estado sometidas, entre otros (Garcia ef al., 2001). Todas estas herramientas son un
campo abierto a la investigacion y contribucion para la proteccion de cicadas en México, en especial

aquellas que estan bajo una categoria de proteccion, para favorecer su subsistencia en la naturaleza.
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12. CONCLUSIONES

La especie Ceratozamia kuesteriana, mostrd valores altos de diversidad con respecto a otras
especies de cicadas, considerando la revision bibliografica previa.

Existe una elevada divergencia entre los individuos y entre las poblaciones, siendo similares
genéticamente solo las poblaciones uno y cinco de acuerdo con los arboles de agrupamiento
y el modelo de asignacion y el andlisis de funciones discriminantes de componentes
principales.

El AMOVA indica que todas las poblaciones son diferentes, lo cual podria ser resultado de
otras fuerzas evolutivas que actuan particularmente en declive sobre la poblacion cinco.
Aunque todas las poblaciones presentaron cuellos de botella, las poblaciones dos y cinco
poseen loci con deficiencia en heterdcigos, lo que sugiere un mayor tiempo o intensidad de la
reduccion poblacional. Por el contrario, la poblacion tres (resilente) tiene la mayor diversidad,
representatividad alélica y un exceso de loci heterocigos, por lo que el cuello de botella es mas
reciente y de menor magnitud, aun sin un efecto negativo sobre la poblacion.

Existen indicios de seleccion natural para cuatro loci, por lo que estos no responden al
supuesto de neutralidad; tres de ellos tienen exceso de heterocigos, por lo que se infiere
seleccion balanceadora, pero Zam40 tiene una deficiencia significativa de heterocigotos en la
poblacién cinco, lo que sugiere una seleccion direccional. Sumando todos los resultados, la
poblacion cinco es la mas amenazada en la region.

. La identificacion de poblaciones con diversidad genética representativa (poblacion tres) y Gnica
probablemente asociada con procesos de adaptacion local (poblacidon cinco), muestra las
fuentes potenciales para la extraccion de semillas necesarias para un plan de manejo in situ,
siendo esta la propuesta de manejo y conservacion con mayor viabilidad, considerando los

antecedentes en otras especies de cicadas.
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2 Protocolo para extraccion de DNA en plantas de Doyle y Doyle (1987)

1. En un mortero moler alrededor de .5 g de tejido con nitrogeno liquido hasta obtener un polvo fino.
2. Agregar 1 ml de buffer CTAB 2X y seguir moliendo. Recuperar en un microtubo de 1.5 ml. En
una campana de extraccion agregar 0.8 ul de B- mercaptoetanol.

3. Centrifugar a 8 000 rpm durante 8 min.

4. Eliminar el sobrenadante y suspender con 1 ml de CTAB 2X, mezclar en vortex.

5. Centrifugar a 9,000 rpm durante 8 minutos.

6. Eliminar el sobrenadante y suspender en 600 pl de CTAB 2X, agregar 10 il de RNAsa (1 mg/ml),
incubar a 60°C durante 25 minutos.

7. Agregar 10 pl de Proteinasa £ (1 mg/ml), incubar a 37 °C durante 25 minutos.

8. Agregar 600 ul de cloroformo: octanol 24:1, agitar hasta homogeneizar.

9. Centrifugar a 10,000 rpm durante 10 min, el sobrenadante tiene que quedar transparente.

10. Trasladar el sobrenadante a un tubo nuevo, cuidando de no tomar la interfase.

11. Agregar 2/3 del volumen final de isopropanol helado para precipitar el DNA.

12. Las muestras se dejan reposar durante la noche a -20°C.

13. Centrifugar a 12,000 rpm durante 10 min. Decantar el sobrenadante sin perder la pastilla.

14. Limpiar el DNA agregando 1 ml de etanol 70% frio y centrifugar a 14,000 rpm durante 5 min.

15. Eliminar el sobrenadante (secar totalmente) y resuspender con 100 pl de agua ultra pura.
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