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1. RESUMEN

Ceratozamia zaragozae Medellin-Leal (Zamiaceae), es una cicada considerada en "Peligro Critico”
de extincion dado que solo se contaba con un registro puntual de 50 individuos en la localidad de
"Pico del Agujon", en el estado de San Luis Potosi. En los afios ochenta se extrajeron miles de
plantas de esta localidad sin conocer a la fecha su paradero. El area de distribucion limitada, el
cambio de uso del suelo y una fertilidad baja son las principales causas de amenaza para la especie.
Por lo anterior, en este trabajo se estudiaron nuevas poblaciones encontradas en San Luis Potosi
para determinar su diversidad y estructura genética mediante el uso de SSR. Se realizaron analisis
de varianza, agrupamiento, asignacion, ordenamiento, correlacion geografica-genética, cuellos de
botella y neutralidad-seleccion, ademas de establecer los niveles de variacion para cada locus y
poblacion. Las seis poblaciones representan un incremento del 244 % del area de distribucion
conocida originalmente. Se identifico un elevado nimero de individuos heterdcigos, exogamia y
entre tres o cuatro grupos genéticos; con la mayor diversidad en las cuatro poblaciones centrales de
la distribucion geografica: Parque Nacional el Potosi (PNP), Ejido Alamitos, Arroyo Moctezuma y
Sierra del Camaron; las cuales tienen mayor tamafio poblacional, mayor heterocigosis y menor
diferenciacion; aunque Sierra del Camardn y el PNP tienen grupos genéticos exclusivos. Tres de
estas cuatro poblaciones, presentan cuellos de botella, siendo mas severo en la poblacion ubicada en
el PNP. Finalmente, Pico del Agujon y Cerro la Calavera, forman un grupo genético con aparente
flujo genético, aunque son las mas alejadas geograficamente. Ambas tienen tamafios poblacionales
reducidos por cuellos de botella identificables, aunque no severos en comparacion con el resto. Esto
hace pensar en dos posibilidades: i) se encuentran conectadas por flujo ancestral; o ii) el flujo
genético aparente es producto de la reubicacion en los ochentas de individuos provenientes de Pico
del Agujon a Cerro la Calavera. Nos inclinamos a pensar que la segunda opcion es la mas probable,

ya que Cerro la Calavera es la localidad con la menor Ho (0.721 £ 0.060), que no corresponderia
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con un grupo basal, pero si con un efecto fundador, ademds de ser una poblacion atipica

ambientalmente.

2. INTRODUCCION

La variacidon genética incluye todas las variantes tanto del genoma nuclear como de los orgénulos
citoplasmaticos como la mitocondria y el cloroplasto. Se considera la materia prima de la evolucion
y es guiada por diferentes fuerzas evolutivas tales como, seleccion natural, deriva génica,
endogamia, flujo génico y mutacioén (Tomasco & Less, 2015). El efecto de las fuerzas mencionadas
tiene correlacion con la capacidad de respuesta de las poblaciones y especies ante cambios
ambientales, entre mayor variacion menor riesgo de pérdida de especies, poblaciones y recursos
genéticos. Ademas, ayuda a entender la forma, distribucion, velocidad y causas en los cambios de la
variacion genética (Pifiero et al., 2008), asi como a establecer medidas de conservacion efectivas
(Hamrick & Godt, 1996a).

Las cicadas son plantas dioicas que crecen con relativa lentitud, conforman el grupo mas
basal de gimnospermas existentes (Whitelock, 2002); sus registros fosiles se remontan al Pérmico
temprano hace 280 Ma (Zhifeng & Thomas, 1989) y posiblemente al periodo Carbonifero tardio
hace 300 a 325 Ma (Norstog & Nicholls, 1997). Se les ha considerado como "fosiles vivientes"
debido a que la morfologia de las especies actuales ha permanecido practicamente inalterada con
respecto a la de los registros fosiles (Stevenson, 1990; Chase et al., 1993). Sin embargo, analisis
filogenéticos y de datacion basados en herramientas moleculares sugieren que las especies actuales
provienen de una radiacion mas reciente (Nagalingum et al., 2011; Condamine et al., 2015).

La lista mas reciente de este grupo considera 350 especies a nivel mundial, divididas en tres
familias con 10 géneros, las cuales se distribuyen en las zonas tropicales y subtropicales de Africa,

Asia, Australia y América (Osborne et al., 2012; Calonje et al., 2017). En México se han registrado
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un total de 61 especies de la familia Zamiaceae (Calonje er al., 2017), lo que coloca al pais en
segundo lugar a nivel mundial en diversidad de este grupo (Nicolalde-Morejon et al., 2014).

Conforman uno de los grupos de plantas mds amenazados del mundo y la mayoria se
encuentran catalogadas como "Amenazadas" o "En Peligro" (Donaldson, 2003), esto debido a que
presentan un alto valor comercial en mercados internacionales y son objeto de un mercado ilegal
por el saqueo de plantas y semillas silvestres; esto y la destruccion del hébitat, representan las dos
principales causas de amenaza (INE-SEMARNAP, 2000).

De manera general, las cicadas presentan altos niveles de diferenciacion y baja variabilidad
genética, lo que se ha asociado principalmente con su dispersion y polinizacion restringida. Por lo
tanto, la estructura y distribucion de alelos depende tanto de caracteristicas microambientales que
favorecen el reclutamiento a nivel de paisaje, como de la historia de conectividad entre fragmentos
de vegetacion a nivel biogeografico (Octavio-Aguilar et al., 2009).

Ceratozamia zaragozae es una especie endémica de México, especificamente del estado de
San Luis Potosi (Whitelock, 2002), se encuentra catalogada en "Peligro Critico" de acuerdo con la
lista roja de la IUCN, en el Apéndice I del CITES (Chemnick & Gregory, 2010; CITES, 2003) y
dentro de la NOM-059-2010, considerada como en peligro de extincion (P) (SEMARNAT, 2010),
esto debido a que su area de distribucion ha sido modificada principalmente por el cambio de uso de
suelo, extraccion ilegal desde hace mas de treinta afios, aislamiento de la zona, etc. Ademas, esta es
una de las cicadas del género que crece en las zonas mas secas, incluso semidesérticas (Whitelock,
2002). Hasta la fecha C. zaragozae era considerada la cicada mas amenazada del género ya que solo
se habian regitrado 50 individuos ubicados en una localidad de San Luis Potosi, México. Sin
embargo, en un trabajo previo se localizaron mas poblaciones, aumentando el 4rea de distribucion
total a 113.8 km” (Castillo-Lara et al.,2017). Por todo lo anterior, el objetivo de este trabajo fue
evaluar la diversidad y estructura genética de C. zaragozae, en el estado de San Luis Potosi, para

determinar el estado de conservacion de sus poblaciones.
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3. ANTECEDENTES

3.1 La importancia de la variabilidad genética

La diversidad genética es el componente basico de la biodiversidad y se refiere a todas las formas
posibles que se encuentran en el material genético de una especie. El resto de la biodiversidad se
deriva de los procesos evolutivos que operan sobre esas variaciones. Su conocimiento y
comprension es de vital importancia para la conservacion y el avance de la genética evolutiva, para
la salud publica, la sustentabilidad y la productividad agricola, pesquera y forestal; la domesticacion
y la biomedicina. Este conocimiento puede ser utilizado en varias vertientes, tales como: a) evaluar
la capacidad de respuesta de las poblaciones y especies ante los cambios ambientales naturales o
provocados por las actividades humanas; b) evaluar los riesgos de la pérdida de especies,
poblaciones y recursos genéticos; c) planear estrategias de aprovechamiento y conservacion de
poblaciones, especies y recursos genéticos; d) entender la forma, la velocidad y las causas de la
pérdida de la diversidad genética; e¢) evaluar los riesgos de introduccion de enfermedades, plagas,
especies invasoras, variedades mejoradas y modificadas genéticamente sobre las poblaciones,
especies nativas y recursos genéticos de plantas animales y humanos (Pifiero et al., 2008).

Parte de la variacion fenotipica y todos los cambios evolutivos que ocurren en las
poblaciones se pueden atribuir a cambios en las secuencias de DNA que codifican o estan
relacionados con los atrbutos fisicos. La variacion fenotipica que presentan las poblaciones
naturales es limitada si la comparamos con la variacion genética, que incluye variantes silenciosas
que no tienen un correlato fenotipico. Ademas de que la variacion de formas puede ser influenciada
por el ambiente, dependiendo de la plasticidad que un rasgo tenga (plasticidad fenotipica) (Tomasco
& Less, 2015).

La variacion genética incluye todas las variantes de los genomas nuclear y de los organulos

citoplasmaticos como la mitocondria y el cloroplasto. Esta es la materia prima de la evolucion y es
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guiada por diferentes fuerzas evolutivas como seleccion natural, deriva génica, flujo génico,
endogamia y mutacion. El estudio de la variacion genética resulta una herramienta poderosa que
permite abordar temas como las relaciones filogenéticas entre especies, la historia de las
poblaciones y el peso relativo de las fuerzas evolutivas, con mayor claridad y precision. A nivel
poblacional, la variacion genética depende de cambios historicos en la conectividad y tamafio de las
poblaciones, aspectos ecoldgicos intrinsecos a las especies, procesos adaptativos especificos a
limitantes evolutivas, entre otros (Tomasco & Less, 2015).

En las poblaciones pequeiias, o aquellas sometidas a endogamia se puede favorecer el
aumento en la frecuencia de mutaciones deletéreas recesivas, incrementando la mortalidad de los
portadores (Tomasco & Less, 2015).

De manera general, la variabilidad genética de una poblacion se incrementa por aparicion
de nuevos alelos debido a mutaciones o por ingreso de alelos externos a través del flujo génico. Por
otro lado, la variabilidad es "filtrada" por seleccion natural, lo que elimina alelos poco adaptativos
para las poblaciones; de igual forma la variacion se pierde aleatoriamente al disminuir el tamafio
poblacional o puede verse mermada por emparejamientos consanguineos (Frankham et al., 2004).

A nivel de especie la variacion se produce por cambios en el material genético, por lo tanto;
la mutacion es la fuente Gltima de variacion genética y, por consiguiente, de la evolucion bioldgica.
El término mutacion es usado en sentido mas amplio para referirse a todos los cambios genéticos,
incluyendo sustitucion de nucledtidos, insercion y delecion, cambios en la localizacion genomica de
elementos genéticos transponibles y reordenamientos cromosomicos (Hartl, 2000); es un proceso
natural y espontaneo que ocurre con cierta frecuencia, en términos probabilisticos en todas las
células. Sin embargo, son las mutaciones que ocurren en las células gaméticas las que tienen
posibilidades de pasar a la siguiente generacion y entrar en el juego de la evolucion, este tipo de
mutaciones ocurren esporadicamente, se calcula que la tasa promedio de mutaciones gaméticas
sucede con una frecuencia de 1 x 10°. También la recombinacion y el flujo génico entre

poblaciones pueden aumentar la variacion encontrada en las poblaciones naturales. La primera
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produce distintas combinaciones de las variantes generadas por mutacion y la segunda dispersa

variantes que surgen en una poblacion hacia el resto (Tomasco & Less, 2015).

3.2 Las cicadas

Las cicadas comprenden un grupo basal de gimnospermas (Whitelock, 2002), el cual ha mostrado
tener un origen evolutivo uUnico, tanto en estudios morfologicos como moleculares (Stevenson,
1990; Chase et al., 1993). Sus registros fosiles se remontan posiblemente al periodo Carbonifero
tardio hace 300 a 325 Ma (Norstog & Nicholls, 1997) y, la diversidad de este grupo probablemente
alcanzo su maximo auge durante el periodo Jurasico hace 150 a 200 Ma (Anderson et al., 2007,
Pant, 2002; Whitelock, 2002). Han sobrevivido extinciones masivas, aunque las especies actuales
provienen de una radiacion reciente (Nagalingum et al., 2011, Condamine ef al., 2015), calculada
hace aproximadamente 19 Ma, a partir de un numero pequefio de especies que subsistieron durante
el Mioceno tardio (Condamine et al., 2015).

El orden Cycadales se dividen en tres familias, con 10 géneros, Cycadaceae con un género,
Stangeriace con dos y Zamiaceae con siete, distribuidos en las zonas tropicales y subtropicales de
Africa, Asia, Australia y América (figura 1). Actualmente, existen 350 especies de cicadas a nivel
mundial, aunque la lista sigue en aumento gracias a descripciones de taxones nuevos (Calonje et al.,

2017).

Figura 1. Distribucidn de las tres familias y 10 géneros de las cicadas (Nagalingum ef al., 2011).
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El habitat de las cicadas se caracteriza por exhibir precipitaciones en verano € invierno
secos, con precipitacion de al menos 350 mm anuales. Hay excepciones en algunos habitats
tropicales que quizé tengan precipitaciones excesivas con mas de 5,500 mm anuales (Whitelock,
2002). Ademas, algunos taxones pueden prosperar en condiciones xerofilas con precipitaciones
extremadamente bajas y veranos largos y calurosos (Donaldson, 1995).

Los suelos donde se establecen estdn generalmente compuestos por arena o grava con
cantidades mas pequefias de arcilla y humus. El requisito mas importante que debe tener el suelo es
que drene rapidamente el agua (Whitelock, 2002).

Aunque es un grupo que se enfrenta a una serie de factores que limitan su distribucion y
crecimiento, se ha adaptado a las condiciones adversas del medio, sobreviviendo a distintas
elevaciones que van desde el nivel del mar hasta mas de 2,500 ms.n.m.; con sus consecuentes
cambios de temperatura y precipitacion (Whitelock, 2002).

Las especies de cicadas difieren entre si en crecimiento, produccion, tamafio y numero de
conos, tamafio de semilla, longevidad, polinizacién, agentes de dispersion, tolerancia a
temperaturas, etc. A pesar de las numerosas diferencias entre especies, las cicadas comparten
algunas caracteristicas generales: a) presencia de cicasinas; b) crecen con relativa lentitud en
comparacion con otras plantas de vida larga; d) tienen una corteza primaria medulosa, rica en fécula
que las hace vulnerables al moho, lo que explica que la mayoria de las especies viven en suelos bien
drenados. Esto significa también que los tallos se pueden dafar facilmente cuando se extraen o
trasplantan y que en las plantas que no se tratan con cuidado la mortalidad es alta; e) son dioicas; f)
las semillas no tienen periodo inactivo, el embrion se desarrolla lenta pero continuamente hasta la
germinacion, lo cual sucede normalmente pocos meses después de la dispersion. Por esto, la vida de
las semillas es relativamente corta y estd sometida a dafios por desecacion (Nicolalde-Morejon et
al., 2014). Sin embargo, como excepcion; el género Ceratozamia tiene resiliencia en las semillas
por lo que pueden tardar hasta dos afios en germinar, esperando condiciones adecuadas de humedad

haciendo que las plantas de este género tengan las tasas de reclutamiento mas bajas entre las cicadas
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(Sanchez-Tinoco & Engleman, 2004); g) las raices son usualmente suculentas y tuberosas, pueden
formar sistemas secundarios que ademas de captar agua y nutrientes, anclan y dan soporte al tronco.
Un tipo especial de raiz en ciertas cicadas es la coraloide, que contiene bacterias simbidticas del
género Nostoc, las cuales pueden fijar el nitrogeno atmosférico lo que les permite sobrevivir en
suelos carentes de nutrientes (Nicolalde-Morejon et al., 2014; Goel & Khuraijam, 2015); también
tienen raices contractiles, que llevan el apice bajo la superficie del suelo, donde queda protegido
contra las consecuencias de la sequia y de incendios (CITES, 2003).

Es dificil calcular la esperanza de vida global de las cicadas. Sin embargo, las estimaciones
sobre la longevidad de estas plantas en la naturaleza varian desde 125 afios como en Encephalartos
villosus (Donaldson, 1995), a 2,000 afios en algunos individuos (>3 m de alto) de Dioon edule
(Vovides, 1990).

Las cicadas conforman uno de los grupos de plantas mas amenazados del mundo, la
mayoria se encuentran catalogadas como "Amenazadas" o en "Peligro de Extinciéon" (Donaldson,
2003). Por ello, muchas de estas especies estan incluidas en la Lista Roja de la Union Internacional
para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN, 2012) y en la Convencion sobre el Comercio
Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES, 2003) (Mayett, et al.,
2014). Estas plantas generan gran interés cientifico y comercial, este ultimo debido a sus
caracteristicas ornamentales. Presentan alto valor comercial en mercados internacionales y son
objeto de un mercado ilegal basado en el saqueo de plantas y semillas silvestres (INE-SEMARNAP,
2000). Un gran niimero de especies (52%) estan en amenaza de extincion en la naturaleza y las dos
principales causas son la destruccion del habitat y el ya mencionado, comercio ilegal (CITES,

2003).

3.3 Estado actual de las cicadas mexicanas

En México se distribuye un total de 61 especies de la familia Zamiaceae, lo cual representa el 17%

de la diversidad del orden Cycadales, colocando a México en el segundo lugar a nivel mundial en
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diversidad de este grupo, solo después de Australia. De este total, 30 especies corresponden al

género Ceratozamia, 14 a Dioon 'y 17 a Zamia (Calonje et al., 2017). El porcentaje de endemismo

en México es de 88.9%; de 61 especies que habitan en el territorio mexicano, 48 son endémicas

distribuidas principalmente en el sureste mexicano, con una riqueza mayor en los estados de

Veracruz, Chiapas y Oaxaca (cuadro 1) (Nicolalde-Morejon et al., 2014).

Cuadro 1. Lista de especies de la familia Zamiaceae en México, distribucion y regiones
biogeograficas. P: en peligro de exticion, A: amenazadas, Pr: proteccion especial; E: endémicas y
NE: no endémicas (modificado de SEMARNAT, 2010; Nicolalde-Morejon et al., 2014).

No Especie Distribucion Estado Nom-059-
1  Ceratozamia alvarezii Pérez-Farr. Vovides E Chiapas P
et Iglesias
2 C. becerrae Pérez-Farr., Vovides et E Chiapas, Tabasco A
Schutzman
C. brevifrons Miq. E Veracruz --
C. chimalapensis Pérez-Farr. et Vovides E Oaxaca P
C. decumbens Vovides, Avendafo, Pérez- E Veracruz P
Farr. et Gonz.-Astorga
6  C. euryphyllidia Vazq.Torres, Sabato et E Oaxaca, Veracruz P
D.W. Stev.
7  C. fuscoviridis Moore E Hidalgo --
C. hildae G.P. Landry et M.C.Wilson E Querétaro, San A
Luis Potosi
9 C. huastecorum Avendafio, Vovides et E San Luis Potosi, A
Cast.-Campos Veracruz
10  C. kuesteriana Regel E Tamaulipas P
11  C. latifolia Miq. E Hidalgo, P
Querétaro, San
Luis Potosi
12 C. matudae Lundell NE México (Chiapas) P
y Guatemala
13 C. mexicana Brongn. E Puebla, Veracruz A
14  C. miqueliana H. Wendl. E Chiapas, Tabasco, P
Veracruz
15  C. mirandae Vovides, Pérez-Farr. et Iglesias E Chiapas P
16  C. mixeorum Chemnick, T.J. Greg. et Salas- E Oaxaca P
Mor.
17  C. morettii Vazq.Torres et Vovides E Veracruz P
18 C. norstogii D.W. Stev. E Chiapas, Oaxaca P
19  C. robusta Miq. NE Meéxico (Chiapas) A

y Guatemala
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21
22
23
24
25

26

27

28
29
30

31

32
33
34

35

36

37

38

39

40

41
42

43

44

45

C. sabatoi Vovides, Vazq.Torres, Schutzman
et Iglesias

C. santillanii Pérez-Farr. et Vovides

C. vovidesii Pérez-Farr. et Iglesias

C. whitelockiana Chemnick et T.J. Greg.
C. zaragozae Medellin-Leal

C. zoquorum Pérez-Farr., Vovides et
Iglesias

Dioon angustifolium Miq.

D. argenteum T.J. Greg., Chemnick, Salas-
Mor. et Vovides

D. califanoi De Luca et Sabato

D. caputoi De Luca, Sabato et Vazq.Torres
D. edule Lindl.

D. holmgrenii De Luca, Sabato et
Vazq.Torres

D. merolae De Luca, Sabato ef Vazq.Torres
D. purpusii Rose

D. rzedowskii De Luca, A. Moretti, Sabato
et Vazq.Torres

D. sonorense (De Luca, Sabato et
Vazq.Torres) Chemnick, T.J. Greg. et Salas-
Mor.

D. spinulosum Dyer ex Eichler

D. stevensonii Nic.-Mor. et Vovides

D. tomasellii De Luca, Sabato et Vazq.
Torres

Zamia cremnophila Vovides, Schutzman et
Dehgan

Z. fischeri Miq.

Z. furfuracea L 1.

Z. grijalvensis Pérez-Farr. Vovides et
Martinez-Camilo

Z. herrerae S. Calderon et Standl.

Z. inermis Vovides, J.D. Rees et Vazq.
Torres

Z. katzeriana (Regel) E. Rettig

m O oo s m o

eyl

NE

Hidalgo, Querétaro

Chiapas

Chiapas

Oaxaca
San Luis Potosi

Chiapas

Nuevo Leon,
Tamaulipas

Oaxaca

Oaxaca, Puebla
Puebla
Hidalgo,
Querétaro, San

Luis Potosi,
Veracruz

Oaxaca

Chiapas, Oaxaca
Oaxaca

Oaxaca

Sinaloa, Sonora

Oaxaca

Guerrero,
Michoacan
Durango, Jalisco,
Nayarit
Tabasco

Hidalgo,
Querétaro, San
Luis Potosi,
Tamaulipas

Veracruz

Chiapas

Meéxico (Chiapas),
Guatemala y El
Salvador

Veracruz

Chiapas, Tabasco,
Veracruz

= v T
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46 Z. lacandona Schutzman et Vovides E Chiapas P

47  Z. loddigesii Miq. E Chiapas, Hidalgo, A
Oaxaca, Tabasco,
Tamaulipas,
Veracruz

48  Z. paucijuga Wieland E Colima, Guerrero, Pr
Jalisco,
Michoacan,
Nayarit, Oaxaca
49  Z. prasina W. Bull NE México (Chiapas, Pr
Quintana Roo,
Tabasco, Yucatan)
y Guatemala

50 Z. purpurea Vovides, ].D. Rees et Vazq. E Oaxaca, Veracruz P
Torres

51 Z. soconuscensis Schutzman, Vovides et E Chiapas P
Dehgan

52  Z. spartea A. DC. E Oaxaca P

53  Z. variegata Warsz. NE Meéxico (Chiapas) Pr

y Guatemala
54  Z. vazquezii D.W. Stev., Sabato ef De Luca E Veracruz P

En México 50 de las 61 especies registradas, se encuentran incluidas en la NOM- 059-
SEMARNAT-2010 (SEMARNAT, 2010). Se ha formulado el Programa Nacional de Cicadas
(PNC), cuyo objetivo principal es la conservacion, recuperacion, manejo y aprovechamiento
sustentable de estas plantas. EI PNC presenta cinco acciones generales: 1) plantear medidas de
proteccion por especie; 2) fomentar las UMAS, que son instrumentos para la conservacion y el
aprovechamiento de la vida silvestre, incorporando el trabajo de las comunidades; 3) capacitar a las
autoridades encargadas de la vigilancia y la proteccion de la vida silvestre; 4) difundir la
importancia de las cicadas entre el ptiblico en general; 5) incrementar el conocimiento cientifico de
estas plantas. Este programa reconoce que es importante establecer estrategias estatales de
conservacion (INE-SEMARNAP, 2000).

El primer vivero para la gestion sostenible de cicadas se puso en marcha en 1990, destinado
a una poblacion de Dioon edule en Monte Oscuro, distrito de Chavarillo, Veracruz. La comunidad
acordo6 establecer en Monte Oscuro un vivero utilizando semillas recolectadas en la naturaleza, en el

entendimiento de que se utilizaria para a) conservar el habitat natural como fuente de semillas, y b)
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reintroducir las plantas producidas en el vivero para compensar la retirada de semillas. Como

resultado, se han conservado unas 80 hectareas de habitat de selva baja caducifolia (CITES, 2003).

3.3.1 Cicadas en San Luis Potosi
Los climas predominantes en San Luis Potosi son el seco y semiseco ya que representan el 71% de
la superficie del estado. La temperatura media anual es de 21°C (INEGI, 2002). La riqueza de
cicadas en el estado; incluye un total de seis especies: Ceratozamia hildae G. P. Landry et M.C.
Wilson, C. huastecorum Avendaio, Vovides et Cast.-Campos, C. latifolia Miq., C. zaragozae
Medellin-Leal, Dioon edule Lindl. y Zamia fischeri Miq., siendo C. zaragozae y C. huastecorum

endémicas del estado (Nicolalde-Morejon et al., 2014).

3.4 Estudios genéticos en cicadas

Entender la variacion genética dentro y entre poblaciones es esencial para establecer medidas de
conservacion efectivas. Muchos aspectos de la biologia de la conservacion, tales como la pérdida de
diversidad genética en programas de conservacion y la restauracion de poblaciones en peligro,
pueden ser abordados con ayuda de estudios detallados de la genética de poblaciones (Hamrick &
Godt, 1996a). De manera general, las cicadas presentan niveles altos de diferenciacion genética
(Fst), lo que se ha asociado a lo restringido de su dispersion y polinizacion. De esta forma, la
estructura y distribucion de alelos depende tanto de caracteristicas microambientales que favorecen
el reclutamiento a nivel de paisaje, como la historia de conectividad entre fragmentos de vegetacion
a nivel biogeografico (Octavio-Aguilar ef al., 2009). Esto también se traduce en niveles altos de
endogamia, con pérdida de heterocigosis observada (Hp) respecto a heterocigosis esperada (Hg). Sin
embargo, esto no es una constante para las cicadas a nivel mundial (cuadro 2).

Se han realizado numerosos estudios para evaluar la diversidad y estructura genética de las
cicadas mexicanas, encontrando que la familia Zamiaceae en el nuevo mundo (Zamia, Ceratozamia

y Dioon), en general, tiene mayor diversidad genética que las cicadas del resto del mundo. Ademas,
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existe una mayor conectividad entre las zonas de distribucion (corredores, reservas, etc.), lo que se
traduce en una menor diferenciacion (cuadro 2). Aunque para el género Ceratozamia existen pocos
estudios genético-poblacionales. Para las especies del género Dioon la diversificacion de las
especies actuales se estima hace 15.4 Ma (Condamine et al., 2015), aunque se sugiere que algunas
especies surgieron hace 10,000 afios (Gonzalez-Astorga et al., 2003, 2005), lo que explicaria en
gran medida los niveles de variabilidad altos y diferenciacion genética baja de este grupo (figura 2),
aun cuando el género se considere basal para el clado americano, con una divergencia estimada en

mas de 90 Ma.

Cuadro 2. Lista de trabajos realizados sobre la diversidad y estructura genética de cicadas. Ho:
heterocigosis observada; Hg: heterocigosis esperada; Fsr/Ggr: indice de diferenciacion genética
entre poblaciones. Se integran los indicadores de diversidad promedio = DE por taxa.

No Especie Hg Ho Fst/Gst M Referencia

1 Cycas panzhihuensis 0.061 -- 0.139 A (Chao-Luan et al., 1999)

2 C. taitungensis 0.039 0.021 0.051 A1 (Huang et al., 2004)

3 (. seemannii 0.057 0.047 0.594 An (Keppel, 2002)

4 C. pectinata 0.076 0.066 0.387 A/l (Yang & Meerow, 1996)

5 C. parvula 0.053 -- 0.097 1ISSR (Xiao et al, 2005)

6 C. guizhouensis 0.059 0.139 ISSR (Xiao et al., 2004)

7  C. siamensis 0.134 0.114 0291 AN (Yang & Meerow, 1996)

8 C.balansae 0.130 - 0.4 ISSR (Xiao et al, 2005)

9  C. micronesica 0.545 0.349 0.323  SSR (Cibrian-Jaramillo et al., 2010)
10 C. multipinnata 0.497 0.387 0.295 SSR (Gong et al., 2015)

11 C. debaoensis 0.484 0.389 0.114 SSR (Gong & Gong, 2016)

12 C. simplicpinna 0.447 0.394 0.261 SSR (Feng et al., 2014)

Prom. = D. E. 0.22+0.2 0.21+0.17 0.26+0.16

13 Dioon holmgrenii 0.17 0.204 0.069 A/l (Gonzalez-Astorga et al., 2008)
14 D. angustifolium 0.218 0.215 0.167 A/l (Gonzalez-Astorga et al., 2005)
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15 D. tomasellii 0.295 0.309 0.145 A/l (Gonzalez-Astorga et al., 2008)
16 D. edule 0.386 0.323 0.148 A/l (Octavio-Aguilar et al., 2009)
17 D. sonorense 0.314 0.33 0.151 A/l (Gonzalez-Astorga et al., 2008)
18 D. caputoi 0.35 0.49 0.096 A/l (Cabrera-Toledo ef al., 2008)
19 D. merolae 0.446 0.713 0.07 A/l (Cabrera-Toledo ef al., 2010)
Prom.+D. E. 0.31+0.09 0.37+0.18 0.12+0.04
20 Ceratozamia mexicana 0.235 -- 0.185 1ISSR  (Rivera-Fernandez, 2012)
21 C. kuesteriana 0.403 -- 0.157 ISSR  (Montelongo-Ruiz, 2016)
22 C. fuscoviridis 0.74 0.77 0.127 SSR (Garcia-Montes, 2017)
Prom.+D. E. 0.34+0.39 0.55+0.28 0.14+0.04
23 Microcycas calocoma 0.17 0.2 0337 A1 (Pinares et al., 2009)
Prom. = D. E. -- - --
. (Gonzalez-Astorga et al., 2008;
24  Zamia lacandona 0.216 -- 0.108 AN
Pinares et al., 2009)
25 Z loddigesii 0.266 0.263 0.179 A/l (Gonzalez-Astorga et al., 2006)
. (Gonzalez-Astorga et al., 2008;
26 Z. katzeriana 0.298 -- 0.191 A
Pinares et al., 2009)
. (Gonzalez-Astorga et al., 2008;
27 Z. variegata 0.355 -- 0.085 A/l
Pinares et al., 2009)
(Gonzalez-Astorga et al., 2008;
28 Z. cremnophila 0.429 -- 0.174 A/ .
Pinares et al., 2009)
(Gonzalez-Astorga et al., 2008;
29 Z purpurea 0.485 -- 0.025 A1
Pinares et al., 2009)
30 Z lucayana 0.49 0.483 0.067 SSR (Calonje ef al., 2013)
Prom. = D. E. 0.36+0.11 0.37+0.19 0.12+0.06
31 Macrozamia parcifolia 0.037 0.02 0.09 A1 (Sharma et al., 1998)
32 M. communis 0.045 -- 0.27 ANl (Ellstrand et al., 1990)
33 M. heteromera 0.061 0.049 0.1 A/l (Sharma et al., 1999)
34 M. pauli-guilielmi 0.081 0.043 0.03 A/l (Sharma et al., 1998)
35 M. plurinervia 0.111 0.08 0.35 Al (Sharma et al., 2004)
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36 M. riedlei

Prom.+D. E.

0.263 -- 0.274

0.10+0.08 0.03+0.03 0.19+0.13

A/l

(Byrne & James, 1991)

Cycadaceae
Zamiaceae

Cycadales

0.22+0.21 0.21+0.17 0.26+0.16
0.30+0.18 0.33+0.26 0.15+0.09
0.27+0.19 0.29+0.23 0.18+0.12

M: Marcador; A/I: aloenzimas/isoenzimas.
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Figura 2. Filogenia de Cycadales calibrada por seis registros fosiles. Inferencia Bayesiana obtenida
bajo el modelo “birth-death prior”. Los valores mostrados en los nodos constituyen el promedio de
divergencia entre clados estimado en millones de afios. C: Carbonifero; P: Pérmico; T: Triasico; J:
Jurasico; K: Cretacico, Pg: Paledgeno; N: Neogeno; Hg: Heterocigosis esperada promedio por clado
(modificado de Condamine et al., 2015).
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Por otra parte, se estima que el género Ceratozamia surgi6é hace 84.9 Ma, mientras que la
divergencia de las especies actuales comenz6 hace aproximadamente 19.2 Ma (figura2)
(Condamine ef al., 2015), lo anterior tiene una asociacion directa con la variacion genética dentro
del genéro y responde en gran medida a la variacion ambiental-geografica. Estudios filogenéticos
para Ceratozamia han mostrado divergencias asociadas con procesos de aislamiento biogeografico.
Por ejemplo, en los clados basales de la filogénia (figura 3, A y B, [1b y 2b]), se encuentran
especies distribuidas al sur y sureste la Faja Volcanica Transmexicana, zona considerada como un
refugio del Pleistoceno; mientras que en el clado mas derivado (figura 3, A y B, [1a y 2a]), donde se
ubica C. zaragozae, se encuentran especies con distribucion al norte y noreste de la faja (Gonzalez

& Vovides, 2002; 2012), la cual se origind en el Plioceno-Cuaternario (Marshall & Liebherr, 2000).

Figura 3. A) Cladograma obtenido por Gonzilez & Vovides (2002), B) representacion de la
ubicacion geografica de los principales clados obtenidos por Gonzilez & Vovides (2002) y C)
Cladograma obtenido por Gonzalez & Vovides (2012).

Para entender el proceso de especiacion que ha sucedido en el género Ceratozamia, es
necesario combinar el conocimiento de la genética de poblaciones con los estudios sobre la
distribucion de las especies y la historia del paisaje, pues conduce a una mejor comprension de
como los procesos histéricos han moldeado la diversidad y estructura genética de las especies
(Cordellier & Pfenninger, 2009; McKay et al., 2010; Rebernig et al., 2010). De igual forma,
determinar cuanta diversidad genética hay en una especie y explicar esto en términos de su origen,
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organizacion y mantenimiento es fundamental para la conservacion (Yeh, 2000). En este sentido, se
sabe que los ciclos climaticos en el pasado, particularmente en tltimo maximo glacial (LGM), hace
23,000 a 18,000 afios, tuvieron un gran impacto en la estructura y los niveles de diversidad genética
de muchas especies actuales (Hewitt, 2004). La hipotesis de los refugios del Pleistoceno en regiones
tropicales implica que, en un ambiente globalmente mas seco y frio, pequefias areas se beneficiaron
de condiciones locales con mayor humedad debido a la heterogeneidad topografica, lo cual protegio
a los relictos de selvas tropicales (Haffer & Prance, 2001) donde muchas especies sobrevivieron
(Toledo, 1982; Taberlet et al., 1998; Provan & Bennett, 2008). Se llevo a cabo un consenso sobre la
existencia de refugios floristicos y faunisticos de gran edad al sur de México (Brown, 1976; Toledo,
1982; 1988). Al respecto, el género Ceratozamia parece haber estado presente en la flora del
Mioceno en la region meridional de Pichucalco, Chiapas (Palacios & Rzedowski, 1993). Se ha
propuesto que, debido a los cambios climaticos durante el Pleistoceno, algunos miembros de
Ceratozamia sobrevivieron al sur de la Faja Volcanica Transmexicana, donde estdn concentrados
los clados basales y la mayor diversidad del género. Sin embargo, estos refugios estuvieron
aparentemente ausentes en las zonas al norte de este, concluyendo entonces que el género
Ceratozamia probablemente se origind al sur/sureste de México y las especies al norte/noreste son
resultado de especiaciones recientes posteriores, hace menos de 10,000 afios (Gonzalez & Vovides,

2002).

3.5 Especie de estudio: Ceratozamia zaragozae

Ceratozamia zaragozae Medellin-Leal (Zamiaceae), es una cicada endémica de San Luis Potosi
nombrada en honor del General Ignacio Zaragoza. Fue descrita por Fernando Medellin-Leal en
1963 a partir de varios individuos recolectados en la Sierra de la Equilateria (Pico del Agujon), a
unos 30 kilometros al sureste de Rio Verde, San Luis Potosi, México. Esta era la unica localidad
donde se habia ubicado a la especie, estimando una distribucion limitada a 45 km? con una

ocupacion menor de 10 km®. En toda esa superficie se contabilizaron tan solo 50 individuos, ya que

29



una gran cantidad de plantas fueron extraidas de su habitat natural durante la década de los ochentas
del siglo pasado, erradicando poblaciones enteras. Se desconoce la ubicacion actual de los
individuos comercializados por los pobladores, por lo que su estatus de conservacion corresponde a
“Peligro Critico” de acuerdo con la lista de la IUCN (Medellin-Leal, 1963; Chemnick & Gregory,

2010).

3.5.1 Descripcion
Se trata de una planta con un tronco hipogeo ocasionalmente ramificado, ovoide a sub-cilindrico de
9 a 20 cm de alto y 9 a 11 cm de didmetro. Sus hojas tienen 20 a 95 cm de largo y 16 a 43 cm de
ancho, sus peciolos son inermes y lisos. Sus foliolos son linear lanceolados, ligeramente falcados de
5 a 20 cm de largo y de 3 a 10 mm de ancho ubicados en verticilos. Tienen un microstrobilo
solitario de 10 a 20 cm de largo y 2 a 3 cm de ancho. El megastrobilo tiene 8 a 12 cm de anchoy 6 a
7 cm de diametro (Medellin-Leal, 1963, Whitelock, 2002). La especie con mayor similitud

morfologica es Ceratozamia norstogii distribuida al noreste de Chiapas (Pérez-Farrera et al., 2001)

(figura 5).
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Figura 4. A) Individuo adulto de Ceratozamia zaragozae (fotografia tomada por: J. A. de Nova-
Vézquez, 2014), B) macroestrobilo y C) microestrobilo (Tomado de Castillo-Lara ef al.,2017).
3.5.2 Estudios previos

Gonzalez & Vovides (2002), realizaron un analisis filogenético del grupo monofilético Ceratozamia
mediante secuencias de la region ITS y el gen de cloroplasto trnl-F, mostrando un complejo
conformado por Ceratozamia kuesteriana, C. microstrobila, C. sabatoi, C. hildae y C. zaragozae,
dichas especies se distribuyen al norte de la Faja Volcanica Transmexicana (figura 8 A y B).
Posteriormente, se analizo citogenéticamente a las especies del complejo mostrando que comparten
un mismo numero cromosoémico (16 n) y que la morfologia foliar responde a adaptaciones a medios
secos y subhiimedos en bosques de pino y pino-encino, con un incremento en la cuticula cerosa de
los foliolos; por lo que el grupo comparte cierta afinidad en cuanto a su habitat y adaptaciones, con
foliolos mas estrechos que el resto de las ceratozamias (Vovides et al., 2004 a, b). Tratando de
establecer el estatus taxondmico de las especies del complejo, se realizo una ampliacion del estudio
filogenético ingresando un nuevo marcador SCAR, sin embargo, el complejo se mantiene,
separando unicamente a C. microstrobila como un clado independiente, ingresando al complejo a la
especie descrita recientemente C. fuscoviridis (figura 3; Gonzalez & Vovides, 2012).

Al usar un marcador hipervariable (AFLP) se separan dos complejos con afinidades
ambientales, por un lado, se tiene el grupo Ceratozamia alvarezii, C. sabatoi, C. zaragozae, C.

kuesteriana, C. mexicana 'y C. robusta, de las cuales, las cuatro primeras tienen foliolos angostos y
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las dos ultimas tiene foliolos significativamente mas anchos. El segundo grupo formado con este
tipo de marcadores corresponde a C. zoquorum, C. miqueliana, C. latifolia, C. microstrobila, C.
hildae y C. morettii, ubicadas mas al sur de la distribucion del género, con excepcion de C. hildae;
todas con afinidades tropicales. Toda esta informacion nos muestra que las especies del género se
segregan biogeograficamente, con adaptaciones foliares para sitios secos al norte y para sitios
htimedos al sur (De Castro et al., 2006). En particular para C. zaragozae, los estudios se limitan a la
caracterizacion estructural de las poblaciones mostrando bajo reclutamiento y dispersion limitada

(Castillo-Lara et al.,2017).

4. JUSTIFICACION

Ceratozamia zaragozae es una cicada que se encuentra en "Peligro Critico" de acuerdo con la
IUCN, ya que solo se tenia conocimiento de una poblacién, ubicada en un area de distribucion
limitada a 45 km? y una ocupacion menor de 10 km? Sin embargo, en un trabajo previo se
localizaron ademas de la poblacién tipo, otras cinco poblaciones, aumentando el area de
distribucién total a 113.8 km®. A pesar de estos nuevos registros, se desconocen los niveles de
variacion y estructura genética de la especie, asi como las fuerzas evolutivas involucradas en la
distribucién y mantenimiento de la variacion genética. Dentro de sus amenazas principales en el
medio silvestre estan, la recoleccion excesiva de plantas, siendo esta la causa de erradicacion de la
especie en ciertas areas; asi como la disminucion de su habitat natural por cambio en el uso del

suelo, cambio climatico y restriccion del habitat.

5. HIPOTESIS

Las cicadas son plantas longevas, dioicas y con dispersion limitada. La mayoria de especies

presentan diferenciacion alta y variabilidad genética baja. Sin embargo, en algunas especies se han
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encontrado niveles de variabilidad altos y diferenciacion genética baja. Siendo entonces los niveles
de variacion y estructura genética determinados por caracteristicas intrinsecas a las especies. En
Ceratozamia zaragozae, a pesar de que se localizaron mas poblaciones, dos de ellas (Cerro la
Calavera y Arroyo Moctezuma) tienen un tamafio poblacional pequefio y en la poblacion tipo (Pico
del Agujon), se reportaron saqueos hace 30 afios.

Considerando lo anterior, es probable que en estas poblaciones exista una pérdida
significativa de variabilidad genética por efecto de un cuello de botella y endogamia posterior,
siendo las poblaciones restantes las que presentarian mayor variacion genética. Ademas, se espera
un patrén de aislamiento por distancia debido a la dispersion retringida y las distancias geograficas

entre cada poblacion.

6. OBJETIVO GENERAL

Evaluar los niveles de variabilidad y la estructura genética de Ceratozamia zaragozae, mediante el
uso de marcadores moleculares SSR; con el fin de establecer el estado de conservacion de las

poblaciones en el estado de San Luis Potosi, México.

7. OBJETIVOS PARTICULARES

e Calcular las frecuencias alélicas, el promedio de alelos por locus/poblacion, el niimero
efectivo de alelos por locus/poblacion, el indice informativo por locus/poblacion, las
heterocigosis observadas y esperadas, asi como el coeficiente de fijacion; con el fin de
establecer los niveles de variabilidad genética de Ceratozamia zaragozae.

e Evaluar la distribucion de la variabilidad genética dentro y entre las poblaciones, calculando
los indices de diferenciacién/endogamia, las distancias de Nei, asi como con analisis de

varianza molecular, agrupamiento, asignacion bayesiana, ordenamiento y regresion

33



geografica-genética; para determinar como esta dada la estructura genética y el posible flujo
genético entre poblaciones.

e Evaluar el efecto de la reduccion poblacional mediante un analisis de cuellos de botella y
compararlo con la variacion encontrada.

e Determinar si algun locus se encuentra bajo seleccion natural con una prueba de
neutralidad; de ser el caso, determinar los alelos con mayor y menor frecuencia de cada
locus bajo seleccion, el posible tipo de seleccion y que poblaciones presentan una presion

selectiva mayor.

8. MATERIAL Y METODOS

8.1 Sitio de estudio

El trabajo se llevo a cabo en la sierra de la Equilateria en donde se realizaron recorridos
considerando los tipos de vegetacion asociados con la presencia de la especie y reportes previos de
los pobladores que realizaron recoleccion y ventas masivas de individuos durante la década de los
ochentas del siglo pasado. En las zonas donde se detect6 la presencia de la especie se realizaron
cuadrantes de 200 m”> donde se ubico espacialmente, mediante coordenadas XY a todos los
individuos.

Ademas de la localidad tipo ubicada en el Pico del Agujon, se ubicaron otras cinco
poblaciones en un area de distribucion que abarca un total de 113.8 km®, incluyendo los 45 km®
reportados por Chemnick & Gregory (2010). El poligono de distribucion se ubica entre los 11 y 60
km al oeste de Rio Verde y de los 36 a los 108 km al sureste de San Luis Potosi (figura 6), con una
altitud entre 1,600 a 2,350 ms.n.m. Las poblaciones se ubican en las localidades de: Area Natural
Protegida (ANP) Parque Nacional el Potosi (PNP), Arroyo Moctezuma, Ejido Alamitos, Sierra del

Camaron, Pico del Agujon (localidad tipo) y Cerro la Calavera (Rancho San Rafael). La pendiente
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promedio de las localidades donde se encuentra la planta es de 52.5 = 24.1°, la cobertura vegetal
promedio de los sitios es de 74.165 + 14.14%. Dada su condiciéon y por consiguiente su alta
susceptibilidad a la recoleccion inmoderada, se omite la ubicacion geografica exacta de los sitios de

estudio.

Figura 5. Poligono de muestreo donde se localizan las seis poblaciones de Ceratozamia zaragozae
en el estado de San Luis Potosi (elaborado por: J. A. de Nova-Vazquez).

8.2 Obtencion de material biologico

Se tomaron muestras de tejido foliar fresco en bolsas plasticas herméticas conteniendo 1 g de silica
gel, para evitar la proliferacion de hongos. Este material se transport6 en hieleras hasta el Herbario
Isidro Palacios del Instituto de Investigacion en Zonas Desérticas de la Universidad Auténoma de
San Luis Potosi; donde se resguardaron a -20°C. El material fue transportado posteriormente al
Laboratorio de Genética del Centro de Investigaciones Biologicas de la Universidad Autéonoma del

Estado de Hidalgo, donde se realiz6 la extraccion.
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8.3 Extraccion de DNA

Para la extraccion del DNA se utilizé el protocolo modificado de Doyle & Doyle (1987). Este
método combina procesos quimicos, fisicos y mecanicos e incluye basicamente tres pasos: a) lisis
celular; b) eliminacién de proteinas y c) precipitacion y limpieza del DNA (Falcén & Valera, 2007).

El método consiste en la maceracion con nitrégeno liquido de tejido foliar, el cual fue
previamente desinfectado con etanol al 70%, posteriormente se agregé 1 ml de buffer CTAB 2X
(2% de CTAB, 1.4 M de NaCl, 20 mM de EDTA, y 100 mM de tris-HCL), ademads de 0.8 pl de 2-
B-mercaptoetanol, se homogeneizo y se recuperd en un microtubo de 2 ml, incubandose a 60°C
durante 20 min. Se centrifugd durante 8§ min a 8,000 rpm. Se elimind el sobrenadante y se
resuspendid con 1 ml del buffer CTAB 2X sin 2-B-mercaptoetanol, se agitd con vortex,
posteriormente se centrifugd durante 8 min a 9,000 rpm y se repitié el paso. Se elimino el
sobrenadante y se resuspendié con 600 ul de CTAB 2x y 20 pl RNAsa (1 mg/ml) dejando en
incubacion a 37°C durante 1 hr 30 min, posteriormente se agregaron 20 pl proteinasa k (1 mg/ml)
incubandose a 60 °C durante 1 hr 30 min. Se agregaron 600 pl de cloroformo:octanol (24:1) esto se
homogenizo perfectamente y se centrifugd durante 10 min a 10,000 rpm, en esta ocasion se tomo el
sobrenadante y se colocé en un nuevo tubo al cual se le agregaron 2/3 del volumen final de
isopropanol frio para precipitar el DNA y se dejo reposar aproximadamente 12 horas a -20°C. Se
centrifugd durante 10 min a 12,000 rpm, se elimind cuidadosamente el sobrenadante para evitar
perder la pastilla de DNA, la cual fue lavada con 1 ml de etanol al 100 % y centrifugada durante 10
min a 15,000 rpm, eliminando el etanol cuidadosamente sin perder la pastilla, se repitio el paso
ahora con etanol al 70%. Una vez que el DNA estuvo completamente seco se agregaron 100 pul de
agua ultra pura estéril. Las muestras se congelaron a -20°C.

Se realizo un tratamiento posterior con el fin de garantizar la pureza del DNA, este consistio
en agregar 300 pl de agua destilada ultra pura estéril, mas 400 pl de una solucion de

cloroformo:isoamilico (24:1), se homogenizo y se centrifugd durante 10 min a 10,000 rpm, el

36



sobrenadante se trasladd a un tubo nuevo, se agregaron 400 ul de cloroformo:octanol se
homogenizo y se centrifugd durante 10 min a 10,000 rpm, el sobrenadante se trasladd a un nuevo
tubo. Se agregaron 65 pl de acetato de sodio y posteriormente 2/3 del volumen final de isopropanol
frio para precipitar el DNA, se dejo reposar aproximadamente 12 horas a -20°C. Se centrifugo
durante 10 min a 12,000 rpm, se elimind cuidadosamente el sobrenadante para evitar perder la
pastilla de DNA, la cual fue lavada con 1 ml etanol al 100% y centrifugada durante 10 min a 15,000
rpm, eliminando el etanol cuidadosamente sin perder la pastilla y se repiti6 el paso ahora con etanol
al 70%. Una vez que el DNA estuvo completamente seco se resuspendio en 100 pl de agua ultra
pura estéril. Las muestras se congelaron a -20°C.

Para determinar la pureza y calidad de las extracciones se realizd una cuantificacion
mediante un nano espectrofotometro (Eppendorf) considerando la relacion de Abs a 260 nm
(correspondiente con la longitud de onda refractante para la molécula de DNA) dividida entre la
Abs a 280 nm (longitud de onda refractante para las proteinas). Se considera aceptable un
coeficiente entre 1.7 y 2. Ademas, se realizo una division entre la Abs a 260 nm sobre la Abs a 230
nm (longitud refractante para sales fenolicas) para determinar la pureza del DNA, el cociente debe
ser mayor a 1.5 para considerarse aceptable (Bravo de la Garza et al., 2012; Anexo 1). Finalmente,
se realizd una electroforesis en gel de agarosa al 1% a 90 V por dos horas para ver la integridad del

DNA obtenido.

8.4 Amplificacion

Se evaluaron 10 marcadores SSR (cuadro 3) propuestos por Meerow & Nakamura (2007). La
mezcla de reaccion para PCR fue de 1 pl de MgCl, (C. I 25 mM, C. F 3 mM); 0.6 ul del primer
forward, 0.6 ul del reverse (C. 125 uM, C. F 2 uM); 0.16 ul de dNTP’s (C. 1 10 mM, C. F 0.2 mM);
2.4 pl de buffer (C. 15 x, C. F 1.5 x); 0.1 ul de Taq DNA polimerasa (C. I 5 U, C. F 0.5 U); 1.1 nl
de agua ultra pura estéril y finalmente se agregaron 2 ul del DNA extraido (10-50 ng/ul) para un

total de 8 pl por tubo de reaccion. Los tubos se colocaron en un termociclador de gradientes Arktik

37



de Thermo Scientific y se utilizaron los siguientes parametros: desnaturalizacion inicial a 94°C por
2 min. Se consideraron 35 ciclos, cada uno con desnaturalizacion a 94°C por 30s, alineamiento a 55-
67°C (optimizado acorde al iniciador, obtenido por gradiente) por 1 min y extensién a 72°C por 1
min. Extension final a 72°C por 7 min. Se almacenaron a 4°C.

Los productos de PCR se visualizaron en un gel de acrilamida 15% tefiido con bromuro de

etidio, revelado en un transiluminador UV con registro fotografico para analisis posterior Anexo 2.

Cuadro 3. Secuencias de los primers y caracteristicas de los 10 microsatélites. T,= temperatura de
alineamiento (adaptado de Meerow & Nakamura, 2007).

Tipo de No. de Intervalo del

Locus Primer Forward 5°- 3" Primer Reverse 5- 3" Ta(°C) o alelos tamafio de los

alelos (bp).
Zam28 CAGGACAAAAGCATATAGGC TTGGTTTGGTAGGTGATAGG 61 (GT)12 3 197-205
Zam29 GACTTCCTACCTAAAGATGCTA TCCTGCTTACTTTAGATGCT 65 (AGT);s 5 188-245
Zam32 CCAACAAGATAGCAAGGGA AGCATGTGTAAACCTATAAAGGA 60 (GT)s(GA) 14 4 145-151
Zam33 CATGCTTGTTTGACTTGAACTA TCCTTTCACACGTAATTATAAATCT 58 (CA)3 6 187-203
Zam34 AGCATCAAGGGACTATCAAC TCAATGCCTCTAATACAAAAAAAC 58 (CTT), 4 198-219
Zam35 TGCATATACATATATACTCATGCAC TCACTATGCACTCACATACATAA 58 (TG)i1a(TAXTG)19 7 89-105
Zam39 TCACAAAATCTCAGCACCCC TGAGTTAAACATGCGCCTCC 60 (GA)14 5 166-184
Zam40) CTTGGCTACCTTCTCTCCTATC TGTTTGGCTTCACCCTGTTC 60 (AG)y9 10 214-238
Zam4l GTAACAATCCCATTCCCCAAG AGTGCCAAACCTCCAAGAAG 67 (TG);G(GA)14 5 225-235
Zam45 CCTTAAAGAAGCTCGTAACTCC TTCCCGAGATTATCCCTAGC 55 (GA)y 3 141-145

8.5 Andalisis de datos

Los geles obtenidos para la visualizacion de los amplificados se analizaron utilizando el programa
Gel Analyzer (Lazar & Lazar, 2010), se capturd en una hoja de calculo el tamafio en pares de bases
(bp) de las bandas de cada individuo por cada marcador y de esta forma se creé una base de datos
para los andlisis estadisticos. El tamafio de los amplificados, asi como la presencia de alelos nulos,
fue estandarizado de acuerdo con el método de Chybicki & Burczyk (2009), considernado un

modelo de endogamia por individuo y un analisis de asignacion del tamafio por agrupamiento.
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8.5.1 Diversidad genética
Con el programa GenAlEx v.6.5 (Pekall & Smouse, 2012), se calcularon las frecuencias génicas
(alélicas y genotipicas) de las poblaciones en cuestion con el fin de determinar el promedio de
muestras amplificadas por locus/poblacion (N), el promedio de alelos por locus/poblacion (Na), el
numero efectivo de alelos por locus/poblacion (Ne), el indice informativo por locus/poblacion (1),

las heterocigosis observadas y esperadas (Ho y Hg respectivamente) y el coeficiente de fijacion (f =

1-— H—o). Con base en estos datos se determino si las poblaciones se encontraban en el equilibrio de
E

Hardy-Weimberg (HW), de acuerdo con las diferencias significativas entre las frecuencias
observadas y esperadas, se considerd una prueba de y° modificada para esta comparacion (Octavio-
Aguilar et al., 2009). Posteriormente, se establecid la cantidad de alelos exclusivos por poblacion,

medida indirecta de la fijacion por deriva génica.

8.5.2 Estructura genética
La distribucion de la variabilidad genética dentro y entre las poblaciones analizadas se evaluo,
calculando los indices de diferenciacion/endogamia (Fir, Fis, Fsr) para determinar el nlimero de
individuos migrantes por generacion (Nm) de forma pareada. Posteriormente se realizo un Analisis
de Varianza Molecular (AMOVA). Se establecieron las distancias de Nei para marcadores
hipervariables con lo que se construyé un arbol de agrupamiento mediante el algoritmo UPGMA.
En todos los casos se utilizo el mismo programa.

Se realizé un andlisis de asignacion con ayuda del programa STRUCTURE v. 2.3.4
(Pritchard et al., 2000), basado en 50,000 remuestreos realizados con 50,000 cadenas de Markov-
Monte Carlo (MCMC), considerando K = 2 hasta K = 12 (Falush et al., 2007). El modelo realiz6 10
repeticiones por cada K para determinar la desviacion estandar. Los grupos formados fueron
evaluados de acuerdo con el método de Evanno et al. (2005) para determinar el limite adecuado de
asignacion, con ayuda del programa en linea, STRUCTURE HARVESTER (Earl & vonHoldt,

2012). Se corrigio la iteracion por promedios usando el programa CLUMPP v 1.1.2 (Jakobsoon &
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Rosenberg, 2007). Finalmente, los grupos genéticos obtenidos de la correccion se visualizaron con
el programa distruct v1.1 (Rosenberg, 2004).

Para comparar los grupos genéticos inferidos a partir del modelo bayesiano, que considera a
priori el origen de los individuos bajo modelos regidos por el flujo génico, se generaron nuevos
grupos mediante un Analisis Discriminante de Componentes Principales (ADCP). Este
procedimiento considera una matriz de covarianza para establecer grupos independientes del origen
(Jombart et al., 2010), mas afines a la similitud en las frecuencias alélicas. El procedimiento se
realiz6 con el programa STATISTICA v.10 (StatSoft, 2011).

Finalmente, para determinar si habia aislamiento por distancia, se realizdé una prueba de
Mantel considerando la matriz de distancias genéticas de Nei con respecto a una matriz de distancia
geograficas, corregida por Jackniffe, eliminando el extremo superior. Este analisis se realizo con el

programa TFPGA v.1.3 (Miller, 1997).

8.5.3 Cuellos de botella
Se realizod el analisis considerando un modelo de islas infinitas (IIM) utilizando el programa
Bottleneck v. 1.2.02 (Cornuet & Luikart, 1996). Este modelo asume un remuestreo de 1,000
permutaciones bajo el supuesto de equilibrio entre deriva y mutacidon, cuya consecuencia es una
pérdida y/o ganancia aleatoria de alelos, independientemente del locus al que pertenecen y que en
su conjunto se distribuyen bajo el modelo de Poisson. Una reduccion reciente en el tamafio
poblacional genera un incremento significativo, pero momentaneo; en la cantidad de loci con
exceso de heterocigos. Contrario a esto, una reduccion ancestral en el tamafio poblacional genera
una pérdida significativa en la cantidad de genotipos heterocigos por la fijacion aleatoria de alelos.
En ambos casos, es posible identificar diferencias significativas en la distribucion Poisson esperada

mediante una prueba no paramétrica de Wilcoxon.
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8.5.4 Seleccion natural

Se sabe que los SSR son secuencias de DNA constituidas por repeticiones en tandem, se
caracterizan por ser altamente polimorficas, codominantes, homologas para diferentes especies,
géneros e incluso familias. Sin embargo, la caracteristica mas importante es que los microsatélites
se distribuyen en regiones no codificantes (Golstein et al., 1996). Histéricamente, estas repeticiones
en tandem han sido designadas como DNA no funcional, principalmente porque son altamente
inestables (Gemayel ef al., 2012). Sin embargo, diversas publicaciones han presentado evidencia de
que los microsatélites juegan un papel importante en procesos como, la regulacién de la
transcripcion y traduccion, la organizacion de la cromatina, el tamafio del genoma y el ciclo celular
(Nevo, 2001; Li et al., 2004; Gao et al., 2013). Carneiro-Vieira et al. (2016) sugieren que la funcion
bioldgica de un microsatélite esta relacionada con su posicion en el genoma.

Debido a que los microsatélites utilizados fueron disefiados para una especie de otro género
(Zamia), aunque de la misma familia; no se tiene conocimiento de la ubicacion exacta de los
microsatélites en el genoma de Ceratozamia zaragozae y, por lo tanto, se desconoce si estan ligados
a regiones codificantes del genoma por proximidad. Teniendo en cuenta lo anterior, se realizd una
prueba de neutralidad de los marcadores mediante un analisis Markoviano considerando el modelo
multinomial de Dirichlet (Bernard, 2005) utilizando el programa BayeScan v 2.1 (Foll & Gaggiotti,
2008). Este analisis permite identificar alelos con frecuencias alejadas a lo esperado por un modelo
aleatorio de Poisson, lo anterior con el fin de determinar si algiin marcador se encuentra bajo
seleccion natural. A diferencia del analisis de cuellos de botella, las diferencias se encontrarian
unicamente en un locus y no en la totalidad de los marcadores, dando lugar a una direccionalidad;
por lo que este procedimiento se realiza locus por locus. El modelo fue realizado utilizando un
numero total de iteraciones de 150,000 con un tamafio de muestra de 5,000 considerando un
intervalo de confianza minimo de 20 iteraciones. El programa genera 10 analisis simultaneos 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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9. RESULTADOS

9.1 Diversidad genética

Los marcadores moleculares SSR mostraron un total de 62 alelos, en 10 loci, con longitudes entre

70 y 280 pares de bases (cuadro 4). Todos los loci presentan exogamia (¥ = -0.375 + 0.036), con

alrededor de 2.797 + 0.13 alelos efectivos, siendo los mas informativos Zam28, Zam34, Zam39,

Zam40, Zam41 y Zam45. Los loci con mayor heterocigosis, tanto observada como esperada fueron

Zam40 y Zam41. Se presento el 100% de polimorfismo para todos los loci (cuadro 4).

A nivel poblacional, Sierra del Camarén presentdé mayor Hg seguido de Pico del Agujon. La

poblacion con menor Ho fue Cerro la Calavera. El Ejido Alamitos presentd el menor indice

informativo (I =0.98 £0.106), pero el mayor nivel de exogamia (f' =-0.474+0.05) (cuadro 5).

Cuadro 4. N: nimero de alelos registrados para los 10 loci analizados. bp: pares de bases; Na:
numero de alelos promedio por locus; Ne: numero efectivo de alelos por locus; I: indice de
Shannon; Hp: heterocigosis observada; Hg: heterocigosis esperada; f- coeficiente de fijacion.

Locus N bp Na Ne I Ho Hg f

Zam28 5  80-90 4+0.45  3+£0.38 1.15+£0.14 0.72+0.09 0.63+0.06 -0.17+0.13
Zam29 2 70-80 2 1.96+0.03 0.68+0.01 0.82+0.03 0.49+0.01 -0.68+0.05
Zam32 2  75-80 2 1.80+0.05 0.63+£0.02 0.66+0.04 0.44+0.02 -0.50+0.05
Zam33 5  70-80  8.840.95 2.33+0.16 0.93+£0.07 0.87+0.04 0.56+0.03 -0.56+0.05
Zam34 10 100-170 3.17£0.4 2.70+£0.18 1.10+0.08 0.84+0.06 0.62+0.03 -0.34+0.08
Zam35 4  70-80  3.80+0.4 2.18+0.08 0.83+£0.50 0.92+0.02 0.54+0.02 -0.73+0.06
Zam39 5 120-140 2.840.31 2.66+0.38 1.11+£0.11 0.64+0.09 0.59+0.05 -0.11+0.14
Zam40 15 220-280 4.3+0.21 4.75+0.43 1.80+0.10 0.80+0.05 0.78+0.02 -0.02+0.06
Zam41l 10 190-230 5.740.56 4.09+0.40 1.50+0.10 0.95+0.03 0.74+0.03 -0.29+0.08
Zam45 5 90-100  4+0.26 3.02+0.26 1.18+0.06 0.89+0.04 0.66+0.03 -0.37+0.09
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Cuadro 5. Descripcion de la variabilidad genética que presentan las poblaciones de C. zaragozae
en San Luis Potosi. N: nimero de individuos analizados; Na: nimero de alelos por poblacion; Ne:
numero efectivo de alelos por locus; I: indice de Shannon; Hy: heterocigosis observada; Hg:
heterocigosis esperada; f: coeficiente de fijacion.

Poblacion N Na Ne | Ho Hg f
PNP 20 3.91+0.72 2.68+033 1.03+0.13 0.81+£0.05 0.58£0.04 -0.43+0.09
Arroyo 1091 5 761047 2734026 1.0740.10 0.8240.05 0.6140.03 -0.38+0.09
Moctezuma +0.91
Ejido 20 4.09+0.74 2.41+021 098+0.11 0.82+0.05 0.56£0.03 -0.47+0.05
Alamitos
Sierra del 20 427+0.66 3.04+041 1.14+0.13 0.83+0.05 0.62£0.04 -0.36£0.07
Camaron
Pico del 20 427+0.76 2.91+033 1.13+0.13 0.83£0.03 0.62+0.04 -0.38+0.07
Agujon
Cerro la HL.36£0. 53 640041 3.014036 1.12+0.12 0.72+0.06 0.6240.04 -0.22+0.13
Calavera 64

17.045+
Total 0570 398+0.25 2.80+0.13 1.08£0.50 0.80:0.02 0.600.01 -0.37:0.04

Las poblaciones de Arroyo Moctezuma (y° = 115.83, g/ = 97, p = 0.093) y Cerro la
Calavera (’ = 98.111, gl = 97, p = 0.449) mostraron estar bajo equilibrio de Hardy-Weinberg, sin
embargo, los loci Zam41, Zam35, Zam32 y Zam29 para Arroyo Moctezuma y Zam45, Zam41,
Zam35, Zam34, Zam33, Zam29 y Zam28 para Cerro la Calavera; se encuentran en desequilibrio. El
resto de las poblaciones no estan bajo equilibrio de Hardy-Weinberg (> = 194.326 + 90.847, gl =
97, p<0.001).

En el PNP, los alelos 98 de Zam45 (frecuencia alélica de 0.025), 234 de Zam40 (0.150) y
282 del mismo locus (0.075), son exclusivos y no se encuentran en ninguna otra poblacion. De igual
manera en el Ejido Alamitos los alelos 276 de Zam40 y 162 de Zam34 (ambos con 0.05); en el
Sierra del Camaroén el alelo 192 de Zam41 (0.075) y el alelo 234 del mismo locus para Cerro la

Calavera (0.125), son exclusivos.
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9.2 Estructura genética

Existen diferencias significativas entre la variabilidad genética de las poblaciones analizadas (Fsr =
0.102, p< 0.001). Sin embargo, de acuerdo con el analisis pareado; no todas las poblaciones difieren
entre si, por lo que las poblaciones de Pico del Agujon, el PNP y Cerro la Calavera son las mas
distantes (cuadro 6). Esto explica que no existan diferencias significativas entre individuos (Fr = -
0.188, p> 0.05), por lo que se manifiesta una alta exogamia (Fis= -0.324, p> 0.05), con variacion

mayor entre individuos al interior de las poblaciones.

Cuadro 6. Comparacion pareada entre los coeficientes de diferenciacion de las poblaciones de C.
zaragozae, provenientes de San Luis Potosi. Valores de Fgr debajo de la diagonal, p obtenida por el
AMOVA sobre la diagonal. En negritas se sefialan los valores significativos.

Fei/P PNP Arroyo Ejido Sierra del Pico del Cerro la
ST Moctezuma  Alamitos Camaroén Agujon Calavera
PNP 0.210 0.015 0.03 0.015 0.015
Arroyo 0.081 0.245 0.135 0.015 0.03
Moctezuma
Ejido 0.129 0.034 0.06 0.015 0.015
Alamitos
Sierra del 0.084 0.062 0.075 0.015 0.075
Camaron
Pico del 0.111 0.109 0.147 0.067 0.255
Agujon
Cerrola 0.146 0.120 0.195 0.97 0.055
Calavera

De acuerdo con los andlisis pareados, ademas de considerar las distancias de Nei, se genero
un arbol de agrupamiento que muestra tres subpoblaciones (establecidas por el analisis de varianza
previo): subpoblacion 1 = Ejido Alamitos, Arroyo Moctezuma y Sierra del Camaroén; subpoblacion

2 = PNP; subpoblacion 3 = Pico del Agujon y Cerro la Calavera (figura 7).
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Figura 6. Arbol de agrupamiento UPGMA, considerando las distancias de Nei.

El analisis de asignacion mostro cuatro grupos genéticos (figura 8a), distribuidos de manera
independiente entre poblaciones. El grupo 1 se encuentra preferentemente en el PNP, el grupo 2 se
distribuye tanto en Arroyo Moctezuma y Ejido Alamitos, el grupo 3 es dominante en Sierra del

Camaron y el grupo 4 se distribuye en Agujon y Cerro la Calavera (figura 8b).
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Figura 7. a) Grafica resultante de la evaluacion siguiendo método de Evanno ef al., (2005), la cual
muestra que el limite adecuado de asignacion es K= 4; b) estimacion de los grupos genéticos (K=
4), obtenidos utilizando el programa STRUCTURE vy corregidas por el programa CLUMPP; c)
mapa donde se ubican por colores a las localidades, en correspondencia con el analisis de
asignacion.

El ADCP mostro cuatro grupos diferentes (F = 9.1079, p <0.0001); definidos
principalmente por Zam32 (f de Wilks = 3.4541, p = 0.007), Zam34 (f de Wilks = 3.5957, p =
0.005), Zam35 (f de Wilks = 13.3144, p = 0.000), Zam39 (f de Wilks = 11.20, p = 0.000), Zam40 (f
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de Wilks = 35.8025, p = 0.000), Zam41 (f de Wilks = 13.6519, p = 0.000) y Zam45 (f de Wilks =
37.0549, p = 0.000). Las primeras dos funciones resultantes presentan eigenvalores superiores a la
unidad (F1 = 7.3965, Varianza explicada. 67.03%; F2 = 1.5797, Var. Exp. 14.31%) estos grupos no
corresponden con los grupos obtenidos mediante asignacion bayesiana, el grupo 1 engloba a los
individuos de las poblaciones de PNP y Arroyo Moctezuma, el grupo 2 incluye a los individuos de
Ejido Alamitos, el grupo 3 se conforma por los individuos de Sierra del Camarén y el grupo 4
contiene a los individuos de Pico del Agujon y Cerro la Calavera (figura 9). Por lo que la
diferenciacion entre Sierra del Camaron y Ejido Alamitos seria independiente de la distancia entre

procedencias.

Figura 8. Analisis de Funciones Discriminantes de Componentes Principales para las seis
poblaciones Ceratozamia zaragozae.
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Finalmente, la correlacion entre las matrices de distancias genéticas vs geograficas fue
positiva y significativa (r = 0.551, p = 0.021; figura 10), por lo que se asume un modelo de flujo
genético de aislamiento por distancia, aunque no aplica para las poblaciones Cerro la Calavera y

Pico del Agujon, relacion geografica depurada por el procedimiento de Jackniffe.

Figura 9. Prueba de Mantel para las matrices de distancias genéticas y geograficas.

9.3 Cuellos de Botella

La prueba de Wilcoxon mostro cuellos de botella recientes en las poblaciones del PNP (Zam41,
Zam35, Zam34 y Zam29; p = 0.00049), Arroyo Moctezuma (Zam41 y Zam34; p = 0.00073), Sierra
del Camarén (Zam45, Zam29 y Zam28; p = 0.00098), Pico del Agujon (Zam45 y Zam28; p =
0.00049) y Cerro la Calavera (Zam41 y Zam39; p = 0.00049). Considerando la cantidad de loci en
desequilibrio deriva-mutacion, la poblacion mas afectada es PNP, mientras que la poblacion de

Ejido Alamitos no present6 ningun cuello de botella.
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9.4 Seleccion Natural

El andlisis de neutralidad mostro que tres (Zam33, Zam35 y Zam41) de los 10 loci analizados se
encuentran bajo el efecto de seleccion natural (figura 11). El alelo 76 de Zam33 se encuentra sobre
expresado en todas las poblaciones, mientras que los alelos 70 y 78 son exclusivos de los grupos
Alamito-Camarén y Agujon-Calavera, respectivamente. Para Zam35 el alelo 74 estd sobre
expresado mientras que el alelo 70 es exclusivo del grupo Alamito-Moctezuma. Para Zam41 no hay
alelos sobre expresados pero los alelos 192 y 234 son exclusivos de Camaron y Cerro la Calavera,
respectivamente (cuadro 7). Ademas, estos loci presentan los niveles mas altos tanto de Ho como de
Fsr (cuadro 8). Por otra parte, tomando en cuenta los valores de Hp y Hg solo de los loci bajo
seleccion natural, las poblaciones con mayor Hp son Arroyo Moctezuma y Sierra del Camarén

(cuadro 9).

Zam35

Zam33

Zam41

Figura 10. Prueba de neutralidad de los marcadores, obtenida con el programa BayeScan.
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Cuadro 7. Frecuencias alélicas para los tres loci bajo seleccion natural, de acuerdo con el analisis
de neutralidad. Con azul se muestran los alelos sobre expresados (seleccion a favor) y en rojo los
exclusivos (seleccion en contra).

Arroyo Ejido Sierradel Picodel Cerrola

LSS B L PNP Moctezuma  Alamitos Camarén  Agujon  Calavera

Zam33 70 * * 0.025 0.175 * *
72 0.625 0.545 0.600 0.225 * *
74 0.075 0.091 * 0.125 0.525 0.458
76 0.300 0.364 0.375 0.475 0.425 0.458
78 * * * * 0.050 0.083

Zam35 70 * 0.318 0.450 * * *
72 0.500 0.545 0.500 0.525 0.125 *
74 0.500 0.136 0.025 0.450 0.525 0.583
76 * * 0.025 0.025 0.350 0.417

Zam41l 192 * * * 0.075 * *
194 * * 0.325 0.350 0.025 *
196 0.175 0.091 0.150 0.075 0.050 *
198 0.325 * * * 0.275 0.125
200 * 0.318 0.025 * 0.100 0.208
202 * 0.091 * * 0.050 0.167
206 0.025 0.091 * 0.275 0.025 0.125
208 0.300 0.182 0.500 0.225 0.400 *
210 0.175 0.227 * * 0.075 0.250
234 * * * * * 0.125

Cuadro 8. Promedio de los valores Fsr y Hp de los 10 loci analizados en todas las poblaciones, con
color azul se sefialan los marcadores identificados por el modelo de neutralidad, como sometidos a
seleccion natural.

Locus Zam45 Zamd4l Zam40 Zam39 Zam35 Zam34 Zam33 Zam32 Zam29 Zam28

Fgr 0.059 0.131 0.084 0.072 0226 47 0.179 0.010 0.011 0.139
H, 0893 0947 0800 0.637 0924 (789 0871 0.663 0.824 0.721

50



Cuadro 9. Promedio de Ho y Hg por poblacion, considerando solo los loci bajo seleccion natural.
En azul se muestran los valores promedio.

Zam41l Zam35 Zam33 Total
H, Hj H, H; H, Hj H, H;
PNP 1.000 0.743 1.000 0.500 0.750 0.514 0.688 0.439

Arroyo Moctezuma 1.000 0.789 0909 0.583 0909 0.562 | 0.705  0.483
Ejido Alamitos 1.000 0.621 0950 0.546 0.750 0499 | 0.675 0417
Sierra del Camaron 1.000 0.740 0900 0.521 0950 0.678 | 0.713  0.485

Pico del Agujon 0.850 0.743 0950 0586 0950 0.541 | 0.688  0.468
Cerrola Calavera 0.833 0.819 0833 0486 0917 0573 | 0.646  0.470

Total 0947 0742 0924 0537 0.871 0.561

10. DISCUSION

Durante el presente estudio, se evaluaron los niveles de variabilidad y la estructura genética en seis
poblaciones de Ceratozamia zaragozae del estado de San Luis Potosi, México.

En primer lugar, existe un elevado ntimero de individuos heterocigos y entre tres (de
acuerdo con el arbol de agrupamiento y al andlisis de varianza) o cuatro (de acuerdo con elanalisis
de asignacion y el anlisis de ordenamiento) grupos genéticos bien definidos en estas seis
poblaciones, explicados principalmente por exogamia. Esto lleva a pensar en un intenso intercambio
de genes dependiente de la distancia, aunque no necesariamente reciente y restringido a distancias
cortas.

En segundo lugar, el grado de diferenciacion entre poblaciones geograficamente cercanas es
bajo, lo que nos permite formar grupos identificables con un centro de variabilidad correspondiente
a las cuatro poblaciones centrales de la distribucion: PNP, Ejido Alamitos, Arroyo Moctezuma y El
Camaron. No obstante, la variacion al interior de estas localidades esta definida por: 1) cuellos de
botella y alelos exclusivos generados por una disminucioén del tamafio poblacional en cinco de las
seis poblaciones analizadas, ii) Seleccion balanceadora en El Camarén y Arroyo Moctezuma.

Ambas fuerzas evolutivas generan que la estructura genética mostrada por el arbol de agrupamiento,
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el analisis de varianza, el analisis de asignacion y el ADCP sea diferente para estas cuatro
localidades.

Finalmente, la poblacion tipo Pico del Agujon y la poblacion maés lejana geograficamente,
Cerro la Calavera forman un grupo genético con flujo genético intenso. Ambas poblaciones tienen
tamafios poblacionales reducidos por cuellos de botella identificables, aunque no severos en
comparacion con el resto. Esto hace pensar en dos posibilidades: 1) representan a la poblacién
original con grupos genéticos antiguos, lo que constituye un flujo ancestral; o ii) el flujo genético
intenso es producto de la extraccion por parte de los pobladores con la reubicacion de los individuos
extraidos en los ochentas de Pico del Agujon para conformar un "cultivo” en Cerro la Calavera. Nos
inclinamos a pensar que la segunda opcion es la correcta dado que Cerro la Calavera es la localidad
con la menor Hg (0.721 £ 0.060), lo cual no corresponderia con una poblacion ancestral, pero si con

un efecto fundador; lo que apoyaria la segunda afirmacion.

10.1 Diversidad de la especie

Ceratozamia zaragozae presentd mayor heterocigosis observada respecto a la esperada (Ho = 0.805,
Hg = 0.600), lo cual ha sido reportado para otras especies de cicadas. La variacion y estructura
genética encontrada en diversos grupos de plantas puede ser determinada por caracteristicas
intrinsecas a las especies (Hamrick & Godt, 1996b; Duminil et al., 2007). En particular, para las
plantas de vida larga; se ha propuesto que la diversidad y estructura genética estan relacionadas con
la sobrevivencia de las semillas, los patrones de distribucion espacial, areas de dispersion tanto de
semillas y polen, la fecundidad en la fase adulta; asi como de los procesos de fragmentacion del
habitat (Hamrick & Godt, 1989; Alvarez—Buylla et al., 1996b; Fernandez & Sork, 2007). En este
contexto, se ha visto que las plantas longevas generalmente presentan niveles altos de diversidad
genética (Hamrick ef al., 1992) aun en ambientes fragmentados (Gonzalez-Astorga & Castillo-

Campos, 2004; Lowe et al., 2005; Feyissa et al., 2007). En plantas de vida larga, la persistencia de
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las poblaciones depende principalmente de la supervivencia de los adultos (Pinard, 1993;
Silvertown et al., 1993, 1996; Olmsted & Alvarez-Buylla, 1995; Hoffmann, 1999).

En cicadas, diversos trabajos sefialan una mortalidad de semillas y plantulas alta, asociada a
la desecacidn, con una persistencia alta de adultos (Vovides, 1990; Raimondo & Donaldson, 2003;
Pérez-Farrera & Vovides, 2004; Pérez-Farrera et al., 2006; Octavio-Aguilar ef al., 2008; Rivera-
Fernandez et al., 2012). En particular, para las poblaciones de Ceratozamia zaragozae un trabajo
previo reportd la mayor supervivencia en adultos, mientras que la menor correspondia a las
categorias tempranas (Castillo-Lara ef al/, 2017), congruente con la informacidon ya mencionada.

Otra caracteristica que juega un papel importante son los ciclos de vida particulares de cada
grupo. El ciclo de vida en el género Ceratozamia (desde la germinacion de las semillas hasta las
etapas reproductivas) bajo condiciones dptimas de cultivo se extiende por lo menos a quince afios y
este periodo se puede duplicar en la naturaleza (Gonzalez & Vovides, 2002). Por lo tanto, solo una
generacion habria pasado si consideramos los informes de saqueos, principalmente de adultos, de C.
zaragozae hace aproximadamente 30 afios (Chemnick & Gregory, 2010). Es posible que los efectos
por reduccion poblacional a causa de actividades antropogénicas que conducirian a una pérdida de
variacion genética (Frankham ef al. 2002; Frankham et al., 2004), aun no se ven reflejados en las
poblaciones, particularmente en Pico del Agujon donde se dataron las mayores extracciones; ya que
los resultados no mostraron endogamia aparente. En otros términos, el lapso temporal entre la
perturbacion inicial y la actualidad es corto si lo comparamos con la longevidad y el tiempo
generacional calculado para la especie (Feyissa et al., 2007). En este sentido, la alta diversidad
encontrada podria explicarse por la reproduccion de adultos de generaciones antiguas, los cuales
mantienen la variacion genética, con adultos jovenes. Este sistema de reproduccion podria estar
reincorporando y recombinando los alelos dando lugar a la variacion elevada.

Al respecto, Cabrera-Toledo et al. (2008), sugieren que los ciclos de vida largos, junto con
el sistema de apareamiento por cruzas obligadas (dioico) pueden contribuir a explicar los niveles

altos de variacion. Se ha encontrado que en sistemas donde la autofecundacién se evita
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completamente a través del dioicismo (Costich & Meagher, 1992; Oostermeijer & De Knegt, 2004)
o autoincompatibilidad (Segarra-Moragues & Mateu-Andrés, 2007), la variacion es mayor dentro

que entre las poblaciones, tal como se encontr6 en C. zaragozae (Fis = -0.324, p> 0.05).

No obstante, debido a que los individuos analizados corresponden en su mayoria a la
categoria de adultos, la variacion y estructura encontrada seria una representacion solo de dicha
categoria y los posibles efectos que se verian manifiestos en las categorias tempranas no estan
representados. Existen algunos estudios que demuestran que la diversidad genética se distribuye
diferencialmente entre los distintos estadios (Tonsor ef al., 1993; Alvarez-Buylla et al., 1996a,
Gonzalez-Astorga & Nufiez-Farfaran, 2001; Kalisz et al., 2001; Chung et al., 2003; Gonzalez-
Astorga & Castillo-Campos, 2004; Fernandez & Sork, 2007; Octavio-Aguilar et al., 2009).
Entonces, la variacion encontrada en las categorias tempranas podria dar una vision de la tendencia
a pérdida, ganancia o estabilidad de la variacién en las generaciones futuras. Sin embargo, la
dificultad de encontrar semillas fecundadas representa una problematica para llevar a cabo estudios
donde se consideren todas las categorias. En este caso, durante el periodo de colecta de C.
zaragozae solo se encontraron dos macroestrobilos maduros en las seis poblaciones. Entonces, a
nivel genético la longevidad parece ser una caracteristica que permite que la perdida de variacion
sea relativamente lenta, sin embargo, la recuperacion de esta también podria ser un proceso tardado
dada la baja fecundidad. Asimismo, si el tamafio poblacional se reduce debido a catastrofes
naturales o actividades antropogénicas la recuperacion en especies de vida larga se ve
comprometida (Drechsler et al., 1999), resultando en un riesgo de extincidon mayor (Walter &

Gillet, 1998).

10.2 Estructura genética

La mayoria de las cicadas tienen una distribucion poblacional altamente estructurada, con bajos
niveles de flujo genético y siguen un patron de aislamiento por distancia incluso en espacios
geograficos reducidos (Ellstrand ef al., 1990; Walters & Decker-Walters, 1991; Yang & Meerow,
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1996; Sharma et al., 1999, 2004; Lin et al., 2000; Keppel, 2002; Huang et al., 2004; Xiao et al.,
2004; Jianguang et al., 2005). Sin embargo, a nivel taxondmico, la diferencia entre especies dentro

de los géneros es baja (Condomine et al., 2015; Nagalingum et al., 2011).

En particular para Ceratozamia, secuencias nucleares y de cloroplasto revelan niveles bajos
de diferenciacion (Gonzéalez & Vovides, 2002; 2012), esto podria deberse a los tiempos
generacionales largos y al origen relativamente reciente de muchas especies (Gonzélez & Vovides,
2002). Por ejemplo, un trabajo con el complejo Ceratozamia norstogii encontrd niveles bajos de
diferenciacion, sugiriendo que las especies dentro del complejo aun estan en proceso de separacion
(Pérez-Farrera, 2017). Sin embargo, las secuencias tienden a ser estables a lo largo del tiempo, por
lo que la baja diferenciacion podria ser un efecto del tipo de marcador utilizado en estos estudios.
De alli la importancia de contrastar con trabajos basados en marcadores hipervariables, como los

que se utilizaron en este estudio.

En particular, la diferenciacion poblacional de Ceratozamia zaragozae (Fsy = 0.102) es
menor al promedio de las especies de la familia Zamiaceae y Cycadaceae, incluso menor al
promedio de Ceratozamia y el de otros géneros como Cycas, Dioon, Zamia y Macrozamia (ver
cuadro 2). En general, los niveles de diferenciacion altos en las cicadas se explican por un flujo
genético restringido, correspondiente a una dispersion gamética por insectos y dispersion de
semillas por gravedad (Loveless & Hamrick, 1984), caracteristica distintiva de este grupo. En
contraste algunas especies, incluida la especie de estudio; presentan niveles de diferenciacion bajos
(cuadro 2). Esto podria deberse al origen reciente del complejo en donde se ubica la especie
(Gonzalez & Vovides, 2002; 2012) y a las relativamente pocas generaciones transcurridas desde los
eventos de divergencia. Otra posible explicacion es que al igual que la variacion, la estructura
genética se distribuya diferencialmente entre los distintos estadios, por lo tanto, las nuevas
generaciones podrian presentar mayor diferenciacion.

Por otra parte, el valor mas bajo en las comparaciones pareadas de Fsr resulto entre las dos

poblaciones geograficamente mas distantes, Cerro la Calavera y Pico del Agujon (cuadro 6). De
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igual forma, de acuerdo con el arbol de agrupamiento (figura 7), el analisis de asignacion (figura
8b) asi como en el ADCP estas poblaciones conforman un grupo genético bien definido (figura 9).
Sin embargo, las estimaciones de la extension del flujo genético en cicadas son de 2 a 7 km’
(Ellstrand et al., 1990; Walters & Decker-Walters, 1991; Yang & Meerow, 1996; Lin et al., 2000;
Huang et a/.,2004). Por lo tanto, la posibilidad de que exista flujo genético entre estas poblaciones
cuya distancia geogréfica es de aproximadamente 50 km” es practicamente nula. Octavio-Aguilar et
al. (2009), quienes encontraron similitud genética entre poblaciones geograficamente distantes,
sugieren que la semejanza puede explicarse por la longevidad de las plantas debido a que los
individuos mas antiguos mantienen la estructura genética de la poblacion original a lo largo de
varias generaciones, que puede llegar a miles de afos. Asimismo, Cabrera-Toledo et al. (2008),
encontraron la menor diferenciacion genética entre las poblaciones mas grandes y geograficamente
mas distantes, sugiriendo que la diferenciacion genética en las otras poblaciones mas pequefias se
vio influenciada principalmente por la deriva génica, la cual incrementa la diferenciacion entre las

poblaciones (Hedrick, 2000).

En la prueba de Mantel todas las poblaciones excepto Cerro la Calavera y Pico del Agujon
mostraron que la correlacion entre las distancias genéticas vs geograficas fue positiva y significativa
(r=0.551, p = 0.021) (figura 10), resultando en un patrén de aislamiento por distancia donde los
individuos cercanos tendran mayor probabilidad de ser iguales por descendencia (Slatkin, 1993;
Hedrick, 2005; Rousset, 2000; Chiang et al., 2009). Segtin esta hipdtesis, las poblaciones dentro de
un taxén con un patrén de distribucion continua pueden experimentar una diferenciacion genética
proporcional a las distancias geograficas entre sus poblaciones (Wright,1943). Esta hipotesis no se
aplica a Cerro la Calavera y Pico del Agujon, por lo que su conectividad es mas probable que esté
influenciada por actividades humanas de translocacion de plantas y no por la conexion ancestral
mencionada, pues entonces el resto de las poblaciones también tendrian una mayor similitud al estar
en la zona intermedia de la distribucion. Ademas, Cerro la Calavera y Pico del Agujon, son las
poblaciones mas pequefas en cuanto a la cantidad de individuos y Cerro la Calavera tiene la menor
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heterocigosis, 1o que no concuerda con los niveles de variabilidad asociados a una poblacion

ancestral.

Al respecto, los resultados obtenidos mostraron cuellos de botella recientes en cinco de las
seis poblaciones estudiadas, incluidas Cerro la Calavera y Pico del Agujon. Sin embargo, los altos
niveles de variacion genética para la especie sugieren que los cuellos de botella no fueron
temporalmente sostenidos, no tuvieron mucha intensidad o son tan recientes que todavia no han
tenido un efecto importante sobre la mayoria de los loci (Martinez-Palacios et al., 1999). Esto
también sugiere que las poblaciones actuales son relictas de una distribucion continua establecida
cuando las condiciones ambientales eran distintas de las del presente (Cabrera-Toledo et al. 2008).
No obstante, la severidad de la reduccion poblacional se verd reflejada en un futuro quizd no tan

lejano.

En cuanto a la seleccion natural, sabemos que los SSR son secuencias de DNA constituidas
por repeticiones en tandem, altamente polimoérficas, codominantes, no codificantes, homoélogas para
diferentes especies, géneros e incluso familias; altamente inestables, pero en algunos casos son
regiones reguladoras dependiendo de su posicion en el genoma (Golstein et al., 1996; Nevo, 2001;
Li et al., 2004; Gemayel et al., 2012; Gao et al., 2013; Carneiro-Vieira et al. 2016). Debido a que
los microsatélites utilizados fueron disefiados para otra especie de otro género (Zamia), aunque de
la misma familia; no se tiene conocimiento de la ubicacion exacta de los microsatélites en el
genoma de Ceratozamia zaragozae y, por lo tanto, se desconoce si estan ligados, por proximidad,
regulacion o epistasis, a regiones codificantes del genoma. Teniendo en cuenta lo anterior, se
realiz6 una prueba de neutralidad encontrando que tres (Zam41, Zam35 y Zam33), de los 10 loci
analizados, se encuentran bajo seleccion natural.

Cibridn-Jaramillo et al. (2010), en un estudio con Cycas micronesica, desarrollaron
microsatélites a partir de marcadores de secuencias expresadas, realizando de igual forma una
prueba de neutralidad, encontrando un locus bajo seleccion balanceadora. En este caso, y

considerando que los loci identificados presentan los niveles mas altos de Ho es posible que
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también se trate de seleccion balanceadora, la cual favorece a los heterdcigos (Eguiarte, et al., 1992;
Hansson & Westerberg, 2002; Gonzalez-Astorga et al., 2003). Los alelos exclusivos, a nivel
poblacional podrian estar bajo seleccion en contra o se perdieron por deriva, considerando que su
frecuencia en su mayoria es baja. En particular, la poblacion con los niveles mas altos de Ho
tomando en cuenta solo los marcadores bajo seleccion (cuadro 9) es Sierra del Camardn; la cual, en
el analisis de asignacion, asi como en el ADCP conforma un grupo independiente. Es posible que la
diferenciacion genética causada por el aislamiento geografico y por seleccion natural, se mantenga
y/o aumente, contrario a la segunda poblacion con los niveles mas altos de Hp, Arroyo Moctezuma,
la cual tanto en el arbol de agrupamiento, asi como en el analisis de asignacion conforma un grupo
con el Ejido Alamitos, portador también de dos alelos exclusivos para los loci sometidos a seleccion
natural, uno compartido con Arroyo Moctezuma. Estas poblaciones son las mas cercanas
geograficamente (aproximadamente 6 km®) por lo que el flujo génico podria estar homogeneizando
y disminuyendo la diferenciaciébn genética causada por seleccion natural entre estas dos

poblaciones.
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11. CONCLUSIONES

e Ceratozamia zaragozae presenta los niveles mas altos de variabilidad genética para el
género, asociada a procesos de exogamia. Sin embargo, este nivel de variacion podria ser
un efecto del tiempo generacional largo y/o de una divergencia reciente de la especie. En
particular las poblaciones de Sierra del Camaron, Pico del Agujon y Arroyo Moctezuma
constituyen los tres nucleos de mayor diversidad genética estimada a partir de la Ho,

e Existen tres grupos genéticos bien definidos: i) Sierra del Camaroén, iii) Pico del Agujon-
Cerro la Calavera y iii) PNP-Arroyo Moctezuma-Ejido Alamitos. Al interior del grupo iii
puede haber un subgrupo asociado a la menor distancia geografica (Arroyo Moctezuma-
Ejido Alamitos). El grupo ii no corresponde con un modelo de aislamiento por distancia
sino con el historial de extraccion, por lo que esta asociacion estaria dada por actividades
antropogénicas.

e La poblacion del Ejido Alamitos no presentd reduccion poblacional, mientras que la
poblacion del PNP, a pesar de estar ubicada en una reserva natural, es la que presentd una
reduccion poblacional mas severa.

e Se identificaron tres loci que no responden al modelo de neutralidad (Zam33, Zam35,
Zam4l), cuyas frecuencias genotipicas indican un proceso de seleccion balanceadora,
siendo mas intensa en Sierra del Camaron; lo que podria explicar porqué tiene una mayor

diferenciacion del resto.
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13. ANEXOS

Anexo 1. Tabla de resultados de cuantificacién de DNA, proteinas y sales.

DNA Proteinas Sales
Abs 280 Abs 260/280 Abs 260/230
Promedio 432.32 ng/ul 1.94 1.85

Anexo 2. Ejemplo de productos de PCR; amplificacion del microsatélite Zam41, a partir de DNA

de individuos de la poblacion Sierra del Camaron.

Anexo 3. Frecuencias alélicas de los 10 microsatelites evaluados.

Locus Alelos El Arroyo Ejido Sierra del Pico del Cerrola
Potosino Moctezuma Alamitos Camaron Agujon Calavera
zam45 N 20 11 20 20 20 12
92 0.025 0.045 0.000 0.100 0.275 0.333
94 0.575 0.409 0.500 0.400 0.175 0.292
98 0.025 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
100 0.325 0.455 0.325 0.350 0.350 0.208
102 0.050 0.091 0.175 0.150 0.200 0.167
zam41 N 20 11 20 20 20 12
192 0.000 0.000 0.000 0.075 0.000 0.000
194 0.000 0.000 0.325 0.350 0.025 0.000
196 0.175 0.091 0.150 0.075 0.050 0.000
198 0.325 0.000 0.000 0.000 0.275 0.125
200 0.000 0.318 0.025 0.000 0.100 0.208
202 0.000 0.091 0.000 0.000 0.050 0.167
206 0.025 0.091 0.000 0.275 0.025 0.125
208 0.300 0.182 0.500 0.225 0.400 0.000
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zam40

zam39

zam35

zam34

zam33

N

N

N

N

N

210
234

228
230
232
234
258
259
262
264
266
268
270
272
274
276
278
282

126
134
136
138
140

70
72
74
76

154
156
162
164
166
168
100
102
104
106

0.175
0.000
20
0.000
0.025
0.350
0.150
0.000
0.000
0.000
0.000
0.025
0.050
0.050
0.075
0.150
0.000
0.050
0.075
20
0.600
0.050
0.200
0.150
0.000
20
0.000
0.500
0.500
0.000
20
0.100
0.450
0.000
0.100
0.300
0.050
0.000
0.350
0.275
0.375
20

0.227
0.000
10
0.000
0.250
0.400
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.050
0.100
0.050
0.100
0.000
0.000
0.050
0.000
11
0.636
0.000
0.136
0.182
0.045
11
0.318
0.545
0.136
0.000
11
0.182
0.409
0.000
0.000
0.409
0.000
0.000
0.273
0.227
0.500
11

0.000
0.000
20
0.000
0.450
0.100
0.000
0.000
0.025
0.025
0.000
0.025
0.050
0.150
0.025
0.075
0.050
0.025
0.000
20
0.750
0.025
0.025
0.200
0.000
20
0.450
0.500
0.025
0.025
20
0.100
0.425
0.050
0.075
0.350
0.000
0.000
0.250
0.050
0.700
20

0.000
0.000
20
0.200
0.275
0.100
0.000
0.025
0.000
0.025
0.050
0.075
0.100
0.100
0.050
0.000
0.000
0.000
0.000
20
0.450
0.025
0.200
0.275
0.050
20
0.000
0.525
0.450
0.025
20
0.000
0.650
0.000
0.075
0.275
0.000
0.025
0.150
0.125
0.700
20

0.075
0.000
20
0.350
0.050
0.200
0.000
0.025
0.000
0.075
0.075
0.050
0.075
0.000
0.075
0.025
0.000
0.000
0.000
20
0.600
0.000
0.150
0.200
0.050
20
0.000
0.125
0.525
0.350
20
0.000
0.525
0.000
0.000
0.350
0.125
0.225
0.200
0.000
0.575
20

0.250
0.125

0.000
0.300
0.400
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.100
0.100
0.100
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
12
0.208
0.083
0.333
0.167
0.208
12
0.000
0.000
0.583
0.417
12
0.000
0.542
0.000
0.042
0.250
0.167
0.125
0.333
0.000
0.542
12
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zam32

zam29

zam?28

N

N

N

70
72
74
76
78

76
78

76
78

84
86
88
90
92

0.000
0.625
0.075
0.300
0.000
20
0.600
0.400
20
0.500
0.500
20
0.775
0.000
0.225
0.000
0.000

0.000
0.545
0.091
0.364
0.000
11
0.636
0.364
11
0.455
0.545
11
0.045
0.409
0.455
0.091
0.000

0.025
0.600
0.000
0.375
0.000
20
0.675
0.325
20
0.450
0.550
20
0.025
0.350
0.475
0.150
0.000

0.175
0.225
0.125
0.475
0.000
20
0.650
0.350
20
0.500
0.500
20
0.325
0.275
0.150
0.200
0.050

0.000
0.000
0.525
0.425
0.050
20
0.700
0.300
20
0.350
0.650
20
0.375
0.150
0.250
0.150
0.075

0.000
0.000
0.458
0.458
0.083
12
0.750
0.250
12
0.417
0.583
12
0.375
0.333
0.250
0.042
0.000
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Anexo 4. Permiso de colecta de material bioldgico.
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