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RESUMEN

Se describen los resultados de la extraccién de ADN en Ferocacius hixtrix con tres
protocolos de extraccidn y los niveles de variacion genética intrapoblaciomal La
poblacion se localiza en El Rayo, Zacatecas, México. Se seleccionaron dos pares de
iniciadores ISTR v dos iniciadores ISSR y se abtuvieron los pawones de ampliticacién
de 134 muestras de F. Aistrir. De 67 marcadores amplificados, 11 ISTRs y 16 ISSRs
fueron polimoérficos. E! andlisis de variacién genética revelé  miveles bajos en la
poblacién de F. histrix (P=40.3%, 1=0.18. He=0.12). La poblacién se subdividié en
clases de tamafio y se obtuvieron los pardmetros de diversidad genética. La clase de
mayor tamaito mostrd niveles més altes (I=0.18, He=0.12) que la de menoer tamafio
(1=0.14, He=0.10). El andlisis estadistico de Kruskall-Wallis no mosird diferencias
significativas (H=2.805, p=0.73). Los valores de Fsy=0.039 y 0=0.016 no revelan una
estructuracién genética intrapoblacional. Sin embargo. si se observa una mayor
diferenciacion entre las clases de mayor y menor tamaifio. La disminucién progresiva de
la variacion genética de la poblacién de F. histrix puede ser resultado de la deriva génica
vy Iz endogamia. La subdivisién de la poblacién en reproductives ¥ no reproductives no
mostré diferencias en los parimetros de diversidad genética. Es importante conocer los
niveles de variacidn genética de una especie, ya que es la materia prima de los cambios
adaptativos de sus poblaciones. Esta informacién, sumada al andlisis de la estructura
genética intra e inter poblacional, permite proponer programas y acciones de manejo

adecuadas para la conservacién.
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INTRODUCCION

En México se encuentran 669 (48%%) de las 1400 especies de cactdceas descritas a nivel
mundial, por lo que ¢s considerado un centro de origen v diversificacion de este grupo
taxondémico {Brave-Hollis, 1978; CONARBIO, 2009). Las cacticeas son uno de los
grupos mds amenazados en México. 276 especies (41%) se encuentran consideradas en
alguna categoria de proteccién segin la NOM-059-2010 (SEMARNAT, 2010). Esto se
debe a que sus poblaciones han disminuido por la conversién de terreno con fines
agricolas y/o pecuarios, el sobrepastoreo ¥ la extraccién con fines alimenticios y
comerciales a nivel nacional e internacional (Hernandez v Godinez, 1994}, Tal es el caso
de Ferocactus histrix (DC) Lyndsay, cactdcea globosa que en los dltimos afios ha
experimentande una disminucién en el tamafio de las poblaciones asi como unz

fragmentacién a lo largo de su distribucién (Godinez-Alvarez y cols., 2003).

La disminucién en el tamafdo de las poblaciones de una especie produce un
decremento en la variacién genética y un incremento en la diferenciacion gendtica
(Moraes y cols,, 2005). La variacién genética es la materia prima para los cambios
evolutivos en las poblaciones silvestres, ya que permite la adaptacidén de los individuos a
los cambios ambientales (Frankham, [996). Las poblaciones pequefias y fragmentadas
presentan una mayor deriva génica, endogamia, y una reduccion del flgo génico
{Moraes v cols., 2005). En consecuencia, mantener la variacién genética es fundamental

en la conservacion de las poblaciones v las especies (Frankham, 2003).

La variacidon genética es importante en la conservacién. Los marcadores moleculares
constituyen una de las herramientas fundamentales de la genética de poblaciones y son
necesarios para evaluar la cantidad de vamiacidén gendtica en poblaciones de especies
amenazadas. La aplicacién de marcadores moleculares en el esmdio de F. Aistrix
proporcionard el conocimiento basico parz el establecimiento de un plan de mansjo ¥

conservacidn de la especie.



ANTECEDENTES

Ferocactus histrix (DC) Lindsay

Ferocactus histrix pertenece a la familia Cactaceae, subfamilia Cactoideae, tribu
Cacteae (Bravo-Holis v Sinchez Mejorada, 1991). Es una cacticea globosa, conocida
comimmente como biznaga. Las plantas adultas llegan a medir entre 30-45 cm de
didgmetro v 55-110 ein de altura {del] Castillo y Trujillo, 1991). Son de color verde olivo
amarillento con espinas amarillas con base de color marrén. La floracién ocurre entrs
marzo a agosto. Las flores son amarillas (Scheinvar, 2004) y la frucuficacién se presenta
enire la primavera y principios del verano. La fructificacidn alcanza su méximo en el

mes de maye (del Castillo y Trujillo, 1991).

Ferocactus histrix se asocia a terrenos cerriles, pedregosos y generalmente
escarpados con un clima seco {Scheinvar, 2004). Es una especie endémica a México
cuya distribucion se concentra en el Altiplano Potosino vy Zacatecano incluyendoe los
estados de Aguascalientes. Durango, Guanajuate, Hidalgo, Jalisco, Micheacin,

Querétaro y Zacatecas (del Castillo, 1983).

Aunque se han estudiado algunos aspectos de la biologia, ecologia y
etnobotdnica de F. histrix (del Castillo, 1983, 1988, 1994; del Castillo y Trujillo, 1991;
Huerta Martinez y Escobar Santos, 1998; Escobar Santos y Huerta-Martinez, 1999,
Pérez-Valenciz y cols,, 2006), se desconocen los niveles de variacién y diferenciacidn

genética de sus poblaciones.

Ferocactus histrix es una especie que ha sido explotada histéricamente. El nso
mis comun de ia biznaga es cormo alimento. Con los trutos se ¢laboran agua de biznaga
v paletas de hielo. Los botones florales {cabuches} son consumidos localmente
acompanados con chile rojo o con huevo y se comercializan fuera de las localidades

como delicatesen. El tallo es empleado en la elaboracion del dulce de biznaga o acitrén y
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del queso de biznaga. Esta cacticea también se utiliza como alimento para el ganado: las
plantas son escindidas por la mitad vy se offecen como fuente de agua y carbohidratos

para e ganado (del Castillo y Trujille, 1991).

La comercializacién de F. histrix como planta de omato es un factor importante
en la extraccién de los individuos de menor tamafio (del Castille y Trujillo, 19%1;
Godinez y <ols., 2003: Pérez-Valencia y cols., 2006). Ademas, el indumento lanoso
(fana de biznaga) localizado en la parte apical de Tos individuos adultos era comtnmente
utilizado por los pobladores para elaborar mants y chalecos tejidos {del Castillo y

Trujille, 1691).

Extraccién de ADN

La extraccién de ADN en cacticeas, es un procedimiento dificil. El tejido vegetal
contiene una gran cantidad de mucopolisacaridos {mucilagos) y metabolitos secundarios.
Estos contaminantes forman complejos insolubles con los dcidos nucleicos durante el
proceso de extraccion ¢ inhiben la accion de las enzimas de restriccidn y de la Tog
polimerasa (De la Cruz y <ols,, 1997). La viscosidad de los mucilagos dificulta la
extraccién debido a que parte del ADN se queda atrapado en el mucilago y disminuye

considerablemente la eficiencia de la extraceién (Prumark, 19935).

Se han descrito distintos métodos de extraccidn de ADN en especies ricas en
polisacaridos (De la Cruz v cols., 1997; Keb-Llanes y cols., 2002; Griffith y Porter,
2003; Cota-Sanchez y cols., 2006). Sin embargo. el rendimiento y la calidad del ADN
dependen de Ia especie. La concentracién de mucilagos varia entre especies de cacticeas
(Nobel v cols.. 1992). Ademds, la mayoria de los protocolos de exiraccién de ADN de
cactdceas requieren de por lo menes un gramo de tejido, lo que representa una gran
cantidad para el muestreo de plantas pequefias sobre todo si las especies presentan cierto
erado de amenaza. Se desconoce Iz eficiencia de los métodos reportados en la extraccidn
de ADN de F. histrix. Debido a que la extraccién de ADN es el primer paso para

desarrollar marcadores moleculares, para llevar a cabo el analisis genético es necesario



contar cont un protocelo que produzca ADN de F. Aistrix de buena calidad en cantidades

suficientes.

Marcadores moleculares

El andlisis de la varacién genética, tiene un papel relevante en la biologia de la
conservacion. En particular, el use de marcadores de ADN de alta resolucion puede
detallar la historia demogrifica, estructura reproductiva, niveles de diversidad,
diferenciacion genética y conectividad de las poblaciones. Aderads. son una herramienta
que contribuye a la generacida del conocimiento necesario para el establecimiento de
estrategias parz conservacién y manejo de especies (Lougheed y cols, 2000). En las
tiltimas décadas, se ha presenciado ¢l desarroilo de muevas clases de marcadores, el
perteccionamiento de métodos analiticos ¥ de programas de computacidn mas ammgables
y un incremento en la automatizacidn de la secuenciacién. Come resuitado, la
integracidn de los marcadores moleculares en estudios de poblaciones silvestres se ha

convertido en algo factible y ha sido més difundido (DeYoung y Honeyvurt, 2005).

Existen tres tipos de marcadores de ADN. Los primeros se basan en la
hibridacién de sondas. En el segundo grupo se encuentran los basados en la Reaceidn en
Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés). Por ultimo, hay métodos que
combinan las dos téenicas anteriores. En la actualidad, los marcadores basados en PCR
son los mids utilizados, ya que pueden proporcionar un mayor niumere de Joci
polimérficos, no requieren de grandes cantidades de ADN, no necesitin de

radivactividad y son menos costosos (Escudere y cols.. 2003; Semang y cols., 2006).

Dos marcadores moleculares que se apoyan en la PCR wutilizados con éxito en
estudios de variacién genética de planas son los ISTRs (Inverse Sequence-Tagged
Repeats, por sus siglas en inglés) (Rhode, 1996: Aga y Bryngelsson, 2006; Infante y
cols.. 2006; Torres-Mordn v cols., 2006) v los ISSRs (Inter Simple Sequence Repeats,
por sus siglas en inglés) (Zietkiewics y cols., 1994; Bomet y cols., 2002; Cariaga y cols,,
2005; Gonzalez y cols., 2005; Szezecinska y cols, 2009: Li y cols, 2010). Ambos

marcadores son muti-loci v dominantes. Los marcadores que imvolucran una gran
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cantidad de Joci proveen de una evaluacion mis completa del genoma en comparacion

con marcaderes de un solo Jecus {Takrouni v Boussaid, 2010).
ISTR

Los ISTRs son marcadores moleculares desarrollados a partir de secuencias de
retrotransposones de Drosophila melanogaster. A los retrotransposones tlanqueados por
una cndena larga de repeticiones directas se les denomina LTR-retrotransposenes (LTRs
por sus siglas en inglés). En el genoma de eucariontes s¢ encuentran versiones truncas de
un tipo de LTR-retrotransposones denorninados elementos eopia. En Ia técnica ISTR se
utilizan dos iniciadores disefiados en direccion contraria al elemento copia para
amplificar ¢l fragmento que conecta a dos slementos Copiv (Rhode. 1996). De esta
mapera se genéran bandas de diferemtes pesos moleculares especificas de los
oligonucledtidos empleados y el ADN analizado. EX perfil de estas bandas representa

una huella gendmica caracteristica del ADN esmdiado (Torres-Morin y cols., 2006).

ISSR

Los ISSRs son marcadores semiarbitrarios amplificados por PCR a partir de [a presencia
de un oligonucleétido o iniciador complementario a un microsatélite. Los microsatélites
consisten en repeticiones en tandem de secuencias simples como {CTa & (CA),
localizadas entre secuencias no repetitivas del genoma nuclear eucarionte. Es posible
agregar un par de nucleétidos extras arbitrarios en el extremo 3' o en el 57 del
oligonuclebtido complementario al microsatélite. Estos nucledtidos extras funcionan
como “anclas™ que le confieren una mayor especificidad a la ampliticacién por PCR y

mejoran 2si la reproduccién de la misma (Zietkiewics y cols., 1994).

Cada unc de los fragmentos ISSR amplificados se considera un “locus™. que
representa el segmento de ADN entre dos microsaiélites. El patrén caracteristico de los
productos de PCR se reconoce como la “huella digital genética™ de cada uno de los
individuos analizados. Es posibie detectar el pofimorfismo entre individuos de la misma
poblacién. va que el andlisis es sensible a la presencia‘ausencia del elemento gendmico
reconocido por el iniciador y a la longitud de la secuencia intermedia amplificada

(Gonzilez v Aguure, 2007).



Variacidn, estructura genética y conservacion

A la existencia de cambios heredables en una poblacion, se le conoce como variacidn
genética (Frankham y cols., 2002). La variacién genética en una especie constz de 3
componentes: 1) diversidad genética (cantidad de variacién gemética), 2) estructurz
genética (diferenciacidn de Ja distribucion de la variacién genética enire o dentro de las
poblaciones), y 3) distancias genéticas (cantidad de variacién genética entre pares de

poblaciones) (Lowe y cols., 2008).

El nivel de variacidn genética de uma especie representa el balance entre
migracién, mutacion, deriva génica y seleccion matural. La migracién y lz mutacion
generan variacioén mientras que la seleceion v la deriva génica provocan su erosion

(Frankham, [996).

El acervo genético de una especic puede dividirse en 1) diferencias genéticas
entre individuos de una sola poblacién (diversidad genética intrapoblacional) y en 2)
diferencias genéticas entre pobiaciones diferentes (divergencia genética). Si dentro de
una poblacién existe variacidn genética, cualquier alteracidn en la presién selectiva
debida a cambios ambientales permitird a un grupo de idividuos sobrevivir y
reproducirse (Lowe y cols., 2008). Ademas, la cantidad de variacidn genética dentro de
una pobiacién nos brinda una idea de la estructura demogréfica y la historia evolutiva de
una poblacién. Por ejemplo, la falta de diversidad genética puede indicar que una
poblacién ha sufrido recientemente una reduccidn del tamafio poblacional (Linhart y
cols., SA). La divergencia genética entre poblaciones indica Iz eantidad de intercambio
genético gue haz ocurrido entre las poblaciones y juega un papel importante en la

conservacidn y el manejo de una especie (Allendorf y Luikart, 2007).

La estructura (distribucién) de la diversidad genética se puede dar & diferentes
escalas como poblaciones, subpoblaciones, o entre individuos vecinos. Esta estructura s
considerada como determinante de la tasa de evolucion. Es ampliamente sceptado que fa
diversidad genética dentro de una poblacion no se distribuye aleatoriamente y que refleja
los procesos ecoldgicos y evolutivos que afectan a las poblaciones vegetales naturales.

Conocer ¢émo se encuentra estructurada genéticamente unaz poblacidn, ¢s de gran



tmportancia para explorar la evolucién y conservacidn de especies amenazadas (Gao y

cols., 2001).

La informacién gendtica ¢s una cuestién clave parz establecer prioridades de
conservacion {Delgado v cols., 2008). La genética de la conservacién es la disciplina
que se enfoca en mantener 2 las especies como entidades dindmicas capaces de afrontar
los cambios ambientales (Frankham y cols., 2002). Uno de sus objetivos es entender la
relacién que existe entre la diversidad genética y la viabilidad de una poblacion (Beebee

v Rowe, 2004).

La disponibilidad de marcadores meleculares ha influido en la comprension del
papel que juega la genética en la conservacién. El mimero y tipos de marcadores
moleculares disponibles influyen en la habilidad de enfocar preguntas cruciales en
diversos aspectos de la conservacion. No existe la “mejor” técnica para estudiar la
variacién en poblaciones naturales, la técnica mas apropiada dependerd de la pregunta
que se desee responder (Allendorf y Luikart, 2007). A pesar de que en los tltimos afios
se han desarroilado una serie de marcadores moleculares que tacilitan el andlisis y la
medicién de la diversidad genética {Avise. 2004); son muy pocas las especies de
cacticeas (Cuadro 1) en las que se cuenta con este tipe informacién y fa mayoria son

cactuy columnares (Clark Tapia y cols., 2003: Otero-Arnaiz y cols., 2005).

Un pardmetro para evaluar la viabilidad poblacional es el tamuadio de a poblacidn.
Se sabe que la diversidad genética de una especie estd estrechamente relacionada con su
tamaiio poblacional (Frankham. 1996: Qostermeijer y cols, 2003). mientras més
pequefia sea la poblacion es mds probable que los eventos azarosos cambien las
frecuencias alélicas. A este proceso aleatoric de cambio en las frecuencias alélicas se le
conoce como deriva génica. Esto incrementa dramdticarnente cuando la poblacién
disminuve, entonces el azar domina a la seleccién con respecto a los alelos que

permanecen {Lowe y cols., 2008).

La teoria de la genética de poblaciones predice que poblaciones vegetales
pequefias pueden sufrir de un aumemo en la deriva génica y la endogamia y de una

disminucion en el flujo genétice entre poblaciones, io que resulta en una disminucién de



la variacién genética intrapoblacional y en un aumento de la diferenciacién genética

interpoblacional. Mientras que la erosién genética puede afectar la conservacién de [a

poblacion, un incremente en la diferenciacidn genética entre poblaciones puede

dirigirnos a una especiacién local o al endemisme (Moraes y cols., 2005). Cuando una

poblacion se encuenira estruciurada en subpoblaciones, se puede afectar la varlacidn

gendtica, a tal grado que, en un largo plazo, se vea pegjudicada la adaptacion de la

especie (Frankel, 1974).

Cuadro 1. Niveles de heterocigosidad esperada (He) con diferentes marcadores
moleculares en especies de cactdceas globosas y columnares.

ESPECIE

MARCADOR
MOLECULAR

REFERENCIA

MORFOLOGIA

Melocactus glancescens
M. concinnus

M. paucispinus
Escontria chiotilla
Melococtus curvispinus
Puchycereus pringlei
Pereskia guamacho
Stenocereus stellatis
Pilesocereus aureispinus
P vilaboensis
Stenocereus eruca
Pilosecerens marchrisit
Facheiroa squamosa
Pilosocereus euchioris
Polaskia chickhipe

Srenocereus pruinosus

.24

0.25

0.28

E

m ™ B oM o Mom oM omom

ammmg
v

»
-

Lambert ¥ cols.. 2006a
Lambert v cols.,, 2006b
Lambert v cols., 2006b
Tincco y culs., 2005
Nassar y cols., 2001
Fleming v cols., 1998
Wassar y cels., 2002

Casas y cols., 2006
Moraes y cols., 2005
Moraes ¥ cols., 2005
Clarck-Tapia ¥ cols., 2005
Clarck-Tapia y cols,, 2003
Moraes y cols., 2003
Moraes y cols., 2003
Orero-Armaiz ¥ cols., 2005

Parra y cols., 2010

G
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E=Enzimas M=Microsatélites G=Globosa C=Columnar A=Arbustiva



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Ferpcactus histrix ha experimentando una disminucidn en ¢l tamafio poblacional y una
fragmentacién a lo largo de su distribucidn (Godinez-Alvarez v cols., 2003). En la
tltima década se ha registrado una marcadz disminucién en ¢l tamafio poblacional de
esta biznaga v un cambio en la estructura de tamafios en una poblacién ubicada en El
Rayo, Zacatecas (Pérez-Valencia v cols., 2006). Los cambios demogrificos registrados
en esta poblacién de F. histrix, podrian traducirse en mveles de variacién genética bajos

v en una estructura genética intrapoblacional.



JUSTIFICACION

El aprovechamiento de Ferocactus histrix es una tradicion prehispénica. La planta se ha
utilizado como planta medicinal, alimento y ¢n la industria textii (del Castillo y Trujillo,
1991), Actualmente, es una de [as cacticeas globosas con mayor importancia comercizl
en México, ya que la industria confitera produce ¢l dulce de biznaga y es comercializada
como planta de ornato. Adicionalmente, los campesinos consumen y venden sus frutos y
botones tlorales (cabuches) v la dan como alimento al ganade caprino. La destruceidn
del habitat ¥ la sobreexplotacion humana han afectado a F. hiserix (Pérez-Valencia y
cols., 2006) de tal manera que en la actualidad se encuentra en la Norma Oficial
Mexicana en la categoriz de especies con proteccién especial (Secretarfa de Medio
Aumbiente y Recursos Namrales, 2010). Aunque la especie ba sobrevivido a la
explotacién humana durante siglos, la sobreexplotacién actual swnada a la destruccion

del habitat puede conducirla  la extincién {del Castillo y Trujillo, 1991).

Se desconoce el efecto de la disminucién del tamafio de las poblaciones naturales
de F. histrix en los niveles de variacidn genética y en la distribucidn intrapoblacional de
lz2 misma, Tedricamente, es importante analizar ambos aspectos en unz poblacién
pequeiia y aislada como la poblacion de F. Jistrix de El Rayo, Zacatecas. Ademds esta
informacién contribuiriz en el establecimiento de medidas de manejo y conservacién

apropiadas para la especie.
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HIPOTESIS

La poblacién de Ferocactus histrix de El Rayo, Zacatecas, tiene niveles bajos de

variacién genética y una estructura gendtica intrapoblacional.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar [a variacion genética y la estructura genética intrapoblacional de Ferocactus

histrix en El Rayo, Zacatecas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

2
3.
4. Determinar si existe una estructura gendtica intrapoblacional por clases de

Obtener ADN de Ferocactus histrix de buena calidad.
Generar marcadores ISTR e ISSR en Ferocactus histrix.

Obtener el nivel de variacion genética de la poblacién.

tamatfio.

Conocer el nivel de variacion gendtica que presenta la peblacién.

12



MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

El estudio se realizé en la localidad de El Rayo (21° 58° N v 101° 38" O, 2190 msnm),
que se ubica en la subprovincia fisiografica de Los Llanos de Ojuelos, municipio de
Pinos, Zacatecas. Fn esta zona predominan ] matorral xeréfilo v ¢l pastizal. El clima es
sernidride. la temperatura media anual varia enire los 16 v 18°C v la precipitacion media
anual es de 300 a 500 mm. La mayor parte de las lluvias ocurren de junio a septiembre.
Los sistemas de topoformas mas representados son llanuras con piso rocoso (Pérez-

Valencia, y cols., 20006).

Material vegetal

Con el fin de obtener una muestra de la poblacién de Ferocactus histrix en la que
estuvieran representades individuos de todos los tamarios, se realizd una exploracion del
area. Se selecciond una parcela aislada que presentaba un mejor estado de conservacion
en relacién al resto de la localidad. Se colectd material vegetal de una costilla de cada
uno de los individuos de F. histrix {n=134) ubicados dentro de la parcela de 30m X 60m.
El tejido se colocéd en tubos de 15 ml que contenian 5 mi de una solucién de CTAB 2X
cuidando que se conservara dentro de la solucién. Las muestras se mantuvieron en un
ambiente fresco hasta su traslado al laboratorio en donde se procedié a retirarles la
cuticula y la mayor parte de la corteza de tejido vegeral. El tejido se almacend a -20°C

hasta la extraccion de ADN,

13



Clases de tamaio ¢ individuos en etapa reproductiva

Se registrd el diametro v el tamafio de cada una de las plantas muestreadas. La altura se
tomd de la base a la corona de la planta utilizande una cinta métrica, con la misma cinta
se midi6 el didmetro en la parte mas ancha de la planta. Se empled el volumen como una
medida o1l del tamado de la planta. Debido 2 la forma que presenta F. isirix, se
utilizaron los datos de altura y didmetro para calcular el volumen de un cilindre. Los
tamafios en voltimenes se convirtieron a datos categdricos. Las plantas se clasificaron en
clases de tamaiio considerando el logarinno natural (In} de cada volumen. El nimero de
clases se caleulé utilizando la férmula de Sturges. Durante &l perfode reproductive, se
registrd fa presencia y el mimero de botones florares en cada una de las plantas

colectadas.

Extracciéon de ADN

Se evalmaron tres protocolos de extraceidn para plantas mucilaginosas {Anexo [). El
primero es un micremétodo basado en el uso de bromuro de cetil metil amonio (CTAB)
v dodecil sulfato de sodic (SDS) (Keb-Lianes y cols. 2002). El segundo es un
micrométode que utiliza solamente CTAB como detergente (Cota-S8dnchez y cols.,
2006). Por dltimo, un método similar al micrométodo de Cota-Sanchez y cols. (2006).
que emplea voliimenes mayores (Griftith y Porter, 2003). En todos los protocolos de
extraccidn de ADN se utilizaron de 400 a 500 mg de tejido, el cual fue congelado con
nitrégeno liquido ¥ pulverizade en un mortero. Al final, se cuantificd la cantidad total de
ADN por espectrofotometria. Se determind la calidad de ADN por la relacion
Alage/A2zg v por electroforesis en geles de agarosa al 0.8 % tefiidos con bromuro de
etidio.

Se obtuvo el ADN de las 134 muestras de F. hisirix con el método de Cota-
Sanchez y cols. (2006). El ADN de cads muestra se diluyé con agua grade molecular

{Milli-Q) a una concentracion de 25 ng/ul v s¢ almacend a -20°C hasta su utilizacién.
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Marcadores Moleculares
ISTR

Se evaluaron los patrones de amplificacion de 28 combinaciones de iniciadores
producidos por 4 iniciadores de avance (F) (F1, F4, F9 y F21} v 7 iniciadores en reversa
(B} (B, B6, B8, B10, B71, B81 y B101). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en
un volumen final de 18 pl, las condiciones de la mezcla de reaccidn se especitican en ¢l
Cuadro 2 del Anexo 2. La amplificacién se llevé a cabo en un termociclador (MJ
Research, Inc.) v el programa de amplificacién consistié en una desnaturalizacién tnicial
de 95°C por 3 min, seguida por 40 ciclos de tres pasos: una desnaturalizacién a 93°C por
30 s, una alineacidn a 43°C por | min, v una extensién a 72°C por 2 min. La

amplificacion fue terminada con una extensién a 72°C por 10 min.

Los marcadores se separaron por electroforesis en geles desmaturalizantes de
acrilamida (6%)-urea (7M) (Anexo 3) con un buffer de carmimiento TBE 1X a 220 V
durante aproximadamente 5 horas. Los geles se tifieron con nitrato de plata (Anexo 3)y
s¢ digitalizaron con una cimara fotogrifica, Con base 2 la calidad de los patrones de
amplificacién, se seleccionaron las combinaciones F1/B1 y F1/B10 para amplificar el
total de las muestras de ADN de F. histrix. Con el fin de probar la reproducibilidad de
los marcadores, se realizaron amplificaciones por duplicado de 10 muestras con las dos

combinaciones de miciadores seleccionadas.

ISSR

Se¢ obtuvieron los patrones de amplificaciéon per PCR de 32 iniciadores ISSRs. Las
reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 20 pl. Las condiciones de
las reacciones de amplificacion se especifican en el Cuadro 3 del Anexo 2. 1a
amplificacién se lievd a cabo en un termociclador (MJ Research, Inc.) y el programa de
amplificacién consistid en una desnaturalizacion inicial a 95°C por 3 min, seguida por
40 ciclos de tres pasos: un paso de desnaturalizacion a 95°C por 43 s, seguido por el de
alineacién 2 una temperatura especifica para cada primer por 45 s vy finalmente el paso
de extensién a 72°C por 2 min. La amplificacién fue terminada con unz extensién a

72%C por 10 min.
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Con base a los patrones de amplificacién (mimero e intensidad de los marcadores
ISSRs) se seleccionaron los inicizdores 857 y 841 para ampliticar el genoma de todas las

muestras de F. histrix.

Los marcadores s¢ separaron por clecroforesis en geles desnaturalizantes de
acrilamida (6%)-urea (3M) (Anexo 3) con amortiguador d¢ corrimiento TBE 1X se
aplicaron 220 V durante aproximadamente 5 horas. Los geles se tifieron con nitrato de
plata {Anexo 3) y se digitalizaron con una cmara fotografica. Con el fin de probar la
reproducibilidad de ltas patrones de amplificacion de los iniciadores seleccionados, se

realizaron PCRs por duplicado de 10 muestras seleccionadas aleatoriamente.

Registro y analisis de datos

Para el anilisis, se seleccionaron las bandas con base ea la intensidad, separacién y
reproducibilidad. Cada banda se considera un Jocus. No se consideraron /oci con una
intensidad débil, o que presentaran problemas de resclucién yfo reproduccion. Dada la
caracteristica dominante de los ISSRs vy los ISTRs, el registro se realizd como presencia
o ausencia de cada marcador. Los geles se analizaron visualmente por dos personas. Para
facilitar el analisis se empled una fuente de Juz visible ¥ ¢l apoyo del sisterma de
fotodocumentacién Kodak 1D versién 3.5. Se deterrmnd ¢l tamafio de cada locus con
base al tamado de los fragmentos generados por el marcador de 100 pb. Se generaron
matrives binarias por iniciador, en las que la presencia s representd con el numero 1y la
ausencia con ef 0. Las matrices se analizaron y se estimaron los siguientes indices de
diversidad genética: Porcentaje de foci polimdrficos (P), Indice de Shannon Oy
Heterocigocidad esperada (He). Un focus se considera polimérfico cuando la frecuencia

del alelo mds comiin «s menor a (.95 (Allendorf y Luikart, 2007}.

Debido 2 la dominancia de los marcadores, las frecuencias alélicas utilizadas en
el caleule de He, se obtienen de manera indirecta a partir de la frecuencia de los-
homocigotos recesivos (q"), bajo el supueste de que la poblacién se encuentra bajo ¢l

equilibrioc Hardy-Weinberg (H-W). El indice de Shannon evite este sesgo debido a que
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no asume equilibrio H-W, sino que estima la frecuencia fenotipica de las bandas

(ausencia/presencia) generando una aproximacién de la diversidad genética.

El indice de heterocigocidad esperada (He) (Nei, 1978) considera la frecuencia
esperada de heterocigotos con base en la estimacion las frecuencias alélicas. Para
marcadores dominantes, Lynch y Milligan (1994) generaron una comeccidn de este
parametro, en el cual incorporan la variapza de muestreo de la frecuencia de
homocigotos nulos al momento de calcular las frecuencias alélicas. Para evaluar la
diferenciacién genética entre clases de tamafio, se estimé ¢l valor de Fsr de Wnght

{1951}y el valor de Fgr de Weir y Cockerham (1984) también conocido como theta (6},

Los valores de P, I y Fst se estimaron con ¢l programa POPGEN (Yeh v Boyle,
1997}, Para disminuir el sesgo generado por la frecuencia de los homocigotos nulos, He
se estimé con el programa TFPGA (Miller, 2000) que aplica la correceion de Lynch y
Milligan (1994): el valor de 8 se calculé con este Gltimo programa. Todos los indices se
calcularon en la pobiacién total, por clase de tamafio y por estadoe reproductivo (no
reproductive ¢ reproductive). Con el fin conocer si los niveles de variacién gendtica
observados en las clases de tamafio son significativamente difercntes, se utilizé la prueba

no paramétrica de Kruskal-Wallis (f1).
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RESULTADOS

Clases de tamaiio e individuos en etapa reproductiva

Se establecieron seis clases de tamafio en la poblacion de Ferocactus histrix de El Rayo,
Zac. El intervalo del In del volumen entre las clases fue de 1. El niunero de individuos
vari6 entre las clases de tamafio y se observaron menos individuos en las clases I y VI

(Cuadro 4).

De los 134 individuos muestreados, 48 se encentraban en etapa reproductiva. A
partir de la clase T se observan individuos reproductivos (Cuadro 4). La frecuencia de
reproductives se incrementd en las clases de mayor tamafio, la mayor frecuencia se
observd en la clase V.

Cuadro 4. Clases de tamaiio e individuos reproductivos por clase de Ferocactus histrix en
1a pobiacién de El Rayo, Zacatecas.

Clase N In del Frecuencia de
volumen reproductives (%)

I 8 3.53-6.53 ¢

1| 20 6.54-7.53 0

081 28 7.54-8.53 3.6

v 37 8.54-9.53 56.6

v 26 5.54-10.53 65.4

VI 15 10.54-11.53 60
N=Nimero de individuas In= Logaritmo natural

Extraccién de ADN

La comparacion de los métodos de extraccion de ADN en F. histrix mosid que el
protocolo de Griffith y Porter (2003} presenta la mayor eficiencia (Cuadro 5). Sin
embargo, este protocolo fue descartado para la extraccién del ADN del total de las

muestras debido a que requiere una mayor cantidad de reactivos que los micrométodos.
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Los micrométodos de extraccién de Keb-Lianes y cois. (2002} y Cota-Sanchez v
cols. (2006} fueron ligeramente modificados durante su estandarizacidén (Apéndice 1). El
método de Keb-Llanes y cols. (2002) produjo ADN de alta calidad en concentraciones
bajas v ¢! de Cota-Sanchez v cols. (2006) ADN de buena calidad (Fig. 1} en

concentraciones moderadas (Cuaadro 5).
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Figara 1. Cantidad de ADN de muestras de Ferocactus hiszrix obtenido con el
protocolo de Cota-Sanchez er al. (2006) modificade.

Cuadro 5. Promedios de las eficiencias v relaciones Asg/Azg, de los métodos utilizades en la
extraccién de ADN de Ferocactus histrix.

Protocolo N Eficiencia Relacidén

(ug) AngpfAogo
Cota-Sanchez et al. (2006) 29 6.2 1.77
Keb-Lianes y cols, (2002) 19 34 1.86
Grithith y Porter (2003) 17 i1 1.76

N=Nimere de muestras

Marcadores moleculares

Se generaron 67 bandas con los iniciadores ISTRs e ISSRs (Fig 5, Fig 6). Treinta y
nueve bandas corresponden a marcadores ISTR. solamente 11 resultaron pelimérficos.
La combinacion de iniciadores F1/Bl generd 12 bandas (3 polimérficas) y la
combinacién F1/B10, 27 bandas (8 polimoérficas) (Cuadro 6). Los [ragmentos

amplificados con las combinactones F1/B1 y FI/B10 presentaron un tamario de 1500 a



190 ph y de 1140 2 170 pb, respectivamente. Los iniciadores ISSRs gemeraron 18
bandas, 16 de las cuales fueron polimérficas. El iniciador 841 produjo 16 marcadores
(10 polimérticos) v €l 857 generé 12 (6 polimorficos) (Cuadra 6). Los fragmentos
amplificados con los iniciadores 841 y 857 presentaron un tamafio de 884 a 140 pby de
1530 a 290 pb respectivamente (Cuadro 6}.

Cuadro 6. Secuencias de los iniciadores, nirero y caracteristicas de los marcadores ISTR
e ISSR en Ferocactus histrix.

Marcador Imiciadores Secnencia 5°-3° No.de Tamado Loci
loci (pb) polimarficos
ISTR 7 )
F1/B1l F1=GCACTCCACCAAGAATACC 12 190- 3
Bl=ATCAGGAAGGTCTGTAAAGC 1300
F1IBLO FI=GCACTCCACCAAGAATACC 27 170- 8
Bl0=ACTGACCCTTTTGAAGACAC 1140
Total 39 11
IS5R e e e e+
841 (GA) YC 16 140-384 10
857 (AC) ¥YG 12 290- 6
1530
Total 28 16
Y=CoT

El porcentaje de Joci polimérficos (P) para toda la poblacién con ambos
marcadores fue de 40.3%. Los ISSRs fueron mis polimérficos que los ISTR. Su valor es
de P=57.14% (Cuadro 7). El valor de heterocigocidad esperada (He) enla poblacion fue
0.120 (ambos programas produjeron ¢l mismo resultade). El estimado de He con los
mearcadores ISSR fue mayor (He=0.181) que el de los marcadores ISTR (Cuadro 7). El
estimado poblacional del indice de Shannon (I} fue de 0.184. Los marcadores ISSR

predujeren un valor mayor de I (I=0.272) que el de los marcadores [STR (Cuadro 7).

Cuadro 7. indices de diversidad y diferenciacién genética de Ferocactus histrix estimados
por marcador molecular ¥ con ambos marcadores.

Marcador P (%) He I Fer 0
ISTRs 28.21 0.077 0.121 0.039 0.020
ISSRs 57.14 0.181 0.272 0.039 0.012
ISSRs e 40.3 0.120 0.184 0.03% 0.016
ISTRs

P= Polimoriismo promedio  He=Heterocigocidad esperada  =indice de Shanmon
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Figura 5. Marcadores ISTRs en Fergcactus histrix. A. Iniciadores F1/B1. B.

Iniciadores F1/B10.
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Figura 6. Marcadores ISSRs en Ferocactus histric A} Iniciador 341. B)
Iniciador 857.
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Las diferencias observadas entre las clases de tamaiio, no son estadisticamente
significativas (H=2.805, p=0.73) (Cuadro 8). Se obtuvieron valores bajos de
diferenciacién genética (Fgy =0.039 y =0.016) entre clases de tamafio, lo que indica que

Ia poblacién no se encuentra genéticamente diferenciada o estructurada.

Cuadro 8. Indices de diversidad genética estimados con marcadores ISTRs e ISTRs por
cada clase de tamaiio de Ferecactis histrix.

ISTR ISSR ISTRs e ISTRSs
Clase N { He 1 He 1 He
I 8 0.092 0.063 0.210 0.153 0.142 0.100

II 20 0.110 0.070 0.227 0.135 0.159 0.106
I 28 0.089 0.057 0.260 0.182 0.161 0.107
v 37 0.117 0.077 0.246 0.169 0.171 0.114
v 26 0.126 0.083 0.266 0.183 0.185 0.126
VI 15 0.114 0.077 0.286 0.210 0.186 0.128

N= Nimero de individuos I= Indice de Shannon He=Hewerocipocidad esperada

Los snilisis mostraron que no existen diferencias genéricas entre los individuos
reproductivos y los no reproductives, El valor de Fsr fue de 0.0127 y ¢l de 6 de 0.0134.
Los indices de diversidad genética fueron muy similares entre si. Los individuos
reproductivos mostraron valores de P=40.3, I=0.19 y He=(.12; mientras que los valores

de los individuos no reproductivas fueron de P=35.8,1=0.17 y He=0.11.

En el Cuadro 10, se muestran los {oci polimérficos observados en F. histrix por
clase de tamafio. Para cada locus se registran tanto T como He. Se observa la fijacion de
los alelos FI/B10-700 a partir de la clase III, v de los alelos 857-370 y 857-360 2 partir
de las clases I y V respectivamente. Los alelos F1/B1-900, 857-363, 841-175 y 841-167

aparecen fijos solamente ¢n la clase I.
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Cuadre 10. Indices de diversidad genética por clase de los loct ISTR
polimérficos y fijacién de alelos (en negritas) en Ferocactus histrix

e ISSR

Marcador Clase 1 Clase I Clase IIT Clase TV Clase V Clase VI
L He 3 He 1 He I He 1 He I He

FIBI-000 | 0.00¢ ©.000 | 0393 0235 [ 0213 0105 [ 0415 0250 | 0.372 0.217 | 0337 0.192
FIBI-6S0 | 0.000 0000 | 0.531 ©.388 [ 0.000 0.000 | 0.000 0.000 | 0495 0.353 [ 0.000 0.000
FIB1-380 | 0.604 0.431 | 0633 0449 | 0644 0457 0692 0505 | 0.692 0.509 | 0.624 0.442
FIB10-750 | 0.693 0.532 ] 0.667 0.492 | 0632 0.4356 | 0.633 0453 | 0.685 0.504 | 0.636 0.490
FIBIO-TLS | 0.60% 0532 | 0.633 0449 | 0.392 0407 | 0642 (.454 | 0.664 0478 | 0.692 0515
FIB16-700 | 0.000 0.000 | 0.000 0.000 | 0.000 0.000 | 0.446 0.308 | 0.590 0.423 | 05371 0.428
FIBI0-620 | ©.239 0.125 | 0.274  9.145 | 0.090 0.035 | 0290 0.136 | 0.225 ©.1153 | 0.337 0.192
FIB10-390 | 0.513 0345 | 0.274 0.145 | 0264 0.138 | 0.324 0.18¢ | 0.095 0.038 | 0411 0.250
FIB10-380 | 0,239 6.125 | 0.274 0.145 § 0.465 0293 | 0.468 0.294 | 0.521 0342 | 0337 0192
FIB10-365 | 0739 0.125 [ 0274 0.145 | 0.050 0.035 | 0.214 0.108 | 0.225 0,113 | 0337 0.192
FIBl0210 | 0393 0.240 | 0337 0191 | 0497 0321 | 0.442 0273 0372 0217 | 0148 0.066
857770 | 0513 0343 | 0337 0.191 | 0264 0.138 | 0.290 0.156 | 0.372 0,217 | 0.476 0.303
857-675 0.667 0.498 | 0555 0.354 | 0.393  0.234 0.558 0374 | 0321 0342 { 0476 0.30%
857-413 0649 0.510 | 0.624 0.457 | 0.632 0456 | 0.674 0.490 | 0.590 0423 | 05371 0428
857-370 0.000 0.000 | 0.000 0.000 | 0.580 0413 0.446 (.308 | 0.645 0470 | 0571 0.428
£57-365 | 0.000 0000 | 0202 0.098 [ 0213 ©.105 | 0.125 0.053 0414 0250 | 0411 0.250
857-360 0.000 0.000 | 0.000 ©.000 | 0.000 0.000 0.600 0.000 | 0.000 0.000 | 0656 0.490
841-730 0395 0240 ] 0393 0235 0.509 0331 | 0557 0355 | 0521 0342 | 0333 0.356
81444 0.667 0498 [ 0.657 0473 | 0.693 0508 | 0.683 0.49% | 0.684 0499 | 0.687 0.514
841-373 0393 0240 | 0460 0290 | 0441 0.273 0301 0.16+4 {0321 0342 | 041l 0250
$41-327 | 0.649 0.51¢ | 0.531 0.388 | 0585 0418 | 0342 0377 | 0.495 0.353 1 0.371 0428
241-300 | 0.693 0.552 ) 0676 0.492 | 0.669 0483 | 0.693 0.506 0.692 0.508 | 0.692 0315
8.41-240 0.000 0000 | 0000 ©.000 | 0.219 0.108 0072 0.027 | ©.000 0000 | 0.000 0.000
841-173 0.000 0.000 | 0.630 Q4463 | 0.383 0418 0.5427 G377 1 0390 0423 | 0.656 0490
R341-170 0.604 0.431 | 0.667 0492 ] 0691 0508 0666 0478 | 0.692 0.509 | 0687 0.514
841-167 0.000 0.000 ! 0,118 0.050 {0219 0.108 0128 0.055 | 0.165 0076 | 0.148 0066
841-130 | 0.667 0498 | 0533 0354 | 0.654 0468 | 0.642 0451 | 0.351 0.369 | 0476  0.205
Total p.142  0.100 (0159 6106 [0.161  0.107 0.171 06,14 [0.185 0.126 [0.186 0.128

I= Indice de Shanmon He= Heterocigosidad esperada
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DISCUSION

Clases de tamaiio e individuos en etapa reproductiva

Analizar la estructura de edades en una poblacion puede ser clave para entender los
mecanismos que mantienen la diversidad genética durante el desarrollo individual y la
evolucién de las poblaciones. Atin de mayor importancia es estudiar esta estructura en
especies endéaricas, raras o con cierto grado de amenaza, ya que esta informacién puede
dar ia pauta para comprender los cambios en los niveles de variacién genética. En
pohlaciones pequetias v aisladas de estas especies, 2l balance normal entre la endegamia
v la exogamia puede perturbarse debide a cambios en la estructura demografica, 2 un
incremento en la autopolinizacién o & cruzas enire individuos emparemtados,
especialmente en aftos caracterizados por condiciones climdticas adversas (Korshikov v

Mudrik, 2006).

Debido a que el crecimiento en altura de algunas cacticeas es indefinide, la
altura de la planta estd relacionada con la edad; por lo que, generalmente se utiliza la
altura como referencia para estimar la estructura de edades de una poblacién (Mclntosh,
2002). En el caso de Ferocactus histrix, se observé que ua porcentaje importaate de la
poblacién presenta un mayor crecimiento en altura que en didmetro, por lo que se
selecciond el volumen de un cilindro como la medida més adecuada para representar la
edad de la plantz. Debido a que en las cacticeas globosas a biomasa se encuentra sobre
¢l suelo, Mclntosh (2002) utiliza ¢l volumen para determinar la estructura de edad en
dos especies de Ferocactus (F. cylindracenos y F. wislizeni). El que los mndividuos
reproductivos de ka poblacién de F. histrix estudiada se encuentren en las dltimas tres

clases de tamafio, muestra que el volumen de lz planta es un buen indicador de la edad.
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Extraccion de ADN

A pesar de que se han publicado varios protacolos para extraer ADN de plantas
mucilaginosas (Cota y cols., 2006; Griffith, 2003; Keb-Llanes y cols., 2002: Mondragon
v cals.. 2000; de la Cruz, 1997), en cacticeas s particularmente dificil obtener ADN de
buens calidad en concentraciones altas. Las cactdceas contienen una gran cantidad de
mucilage (polisacaridos complejos) que en contacto con e} agua forman una solucién
viscosa que auapa y dificulta el manejo del ADN durante el proceso de extraccion.
Algunos de los protocolos reportados requieren de mililitros de reactivos (Griffith, 2003:
Mondragon y cols., 2000; de la Cruz. 1997). ¥ generalmente de gramos de tejido

(Mondragon v cols., 2000; de 1a Cruz. 1997).

Los métodos documentados para extraer ADN de plantas mucilaginosas (Cotay
cols.. 2006: Griftith, 2003; Keb-Llanes y cols., 2002; Mondragon y cols., 2000: de a
Cruz, 1997) reportan diferencias entre las especies estudiadas. Estas diferencias resultan
de la edad de los individuos y de la concentracién de mucilago de cada especie
{Mondragon y cots., 2000). Se¢ han reportade diferencias en la comcentracién de
mucilago de varias especies de cacticeas (Nobel y cols., 1992). Sin embargo se

desconoce ¢l contenido de estos compuestos en &, histrix.

Debido =l tamafio que presentan las plantas pequefias de F. hiswix, parz la
realizacién de este trabajo era fundamental contar con un protocole de extraccion que
produjeca ADN de buena calidad a partir de miligramos de tejido. Los tres métodos de
extraceion utilizados comparten la caractesistica de emplear cantidades mimmay de
tejido. El protocolo de Gritfith (2003) produjo los mejores resultados (ce=llpg,
Asso’Ango=1.76). Sm embarge,. el protocolo de Cota-Sinchez y cols. (2006}, con las
modificaciones realizadas, produjo suficiente ADN (6.2pg) con una calidad similar al de
Griffith (1.77) con la ventaja de ser un micrométodo. El protocolo de Keb-Llanes y cols.
(2002}, con las modificaciones sefialadas, produjo el ADN de mayor ¢alidad (1.82) pero

a concentraciones bajas (3.4ug).
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Marcadores maleculares

Los marcadores dominantes, como los ISTRs vy los ISSRs entre oiros (AFLPs, RAPDs),
son de especial utlidad en estudios de genética de poblaciones por su naturaleza
hipervariable y la gran cantidad de /ocf gue pueden ser examinados (Culley, SA).
Debido a que las téenicas de ISSR e ISTR se basan en PCR, utilizan poca cantidad de
ADN (Lynch y Milligan, 1994). Particularmente, cuando se estudian poblaciones
pequefias ¢ con cierto grado de amenaza, como es ¢l caso de la poblacién estudiada de
F. histrix, es importante colectar la menor cantidad de tejido posible para la extraccién

de ADN, con el fin de causar ¢l menor daiio en los individuos de la poblacidn.

De acuerdo a los resultados de este estudio, los marcadores ISSR. fueron mas
informativos que los ISTRs en el andlisis de la diversidad genética de F. Aistrix. El
niimero de Joci ISTR amplificados (39) fue considerablemente mayor que el de los ISSR
(28). Esto contrasta con lo sefialado en otras publicaciones que reportan niveles de altos
de polimorfisme de los ISTR camparables con los revelados por AFLPs (Infante ef al.,
2006: Osaenio Zambrano et ¢f., 2006; Torres-Morén ef af,, 2008). En la poblacion de F.
histrix de El Rayo. Zac. el porcentaje de ISTRs polimérficos fus bajo (28.2%), este
resultado es similar al obtenido por Aga v Bryngelsson (2006} en poblaciones silvestres
de Coffea arabica (P=25%). Los ISSRs mostraron una mayor cantidad de Joci
polimérfices (57%) que los ISTRs.

Se observaron diferencias en los estimados de [ y He de ambos marcadores. Los
valores fueron mas altos con ISSRs (=027, He=0.18) que con ISTRs (I=0.12.
He=0.08). A pesar de que el programa TFPGA realiza la correccion de Lynch y Milligan
{1994) recomendada para marcadores dominantes los valores de He obtenidos con este

programa (He=0.120) y con Popgen (He=0.119) fueron similares.
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Variacidn, estructura genética y conservacién

En este estudio la poblacion de F. Aistrix de Fl Rayo, Zac. mostrd niveles bajos de
heterocigocidad con marcadores ISTR (I=0.121, He=0.077), v moderados con ISSR
(1=0.272, He= 0.181). El enfoque tradicional parz estumar la diversidad genética
utilizando marcadores dominantes, tiende a estar motablemente sesgado (Lynmch y
Milligan 19%4; Zhivotovsky 1999). Sin embargo, Krauss (2000) demosico que se pueden
obtener estimaciones de los parimetros genéticos mds precisas con marcadores
dominantes, utilizando un mayor namero de foci pelimérficos. El ntmere de Joci
polimérficos aumenta a 27 cuzndo el analisis de la poblacién de F. histrix se ileva cabo
con ambos tipos de marcadores, los resuliados muestran valores de P=30.3%, 1=0.184 y

He=0.120 (Cuadro 7).

El nivel de variacién genética es uno de los criterios recomendados por l2 NOM-
059-SEMARNAT-2010 para evaluar la vulnerabilidad biolégica de una especie. De
acuerdo a esta norma valores de He < 0.10 se consideran niveles bajos de variacion
gendtica. Sin embargo, esta medida s¢ estimé con base en estudios realizados con
isoenzimas: marcadores que presentan menos pelimorfismo que los ISSRs e ISTRs. La
norma recomienda que para evaluar el nivel de variacidn genética con datos generados
con otros marcadores moleculares {dominantes), se utilicen estimados comparables en

faxa Cercanos.

Los parimetros de variacion genética observados en £ histix se encueniran por
debajo de los niveles reportados para otras cacticeas (Cuadro 1). A pesar del alto
ntmero de cacticeas (276 especies) que se encuentran con algin grado de amenaza en la
NOM-059-SEMARNAT-2010, en muy pocas especies e han realizado estudios de

diversidad genética y la mayoria corresponden a especies columnares (Cuadro 1)

La poblacién de F. histrix presenta niveles de variacién genética denuro del range
reportado para especies del género Melocactus (M. glawcescens, He= 0.09; M
curvispinus, He=0.14). Las especies de este género son cactioeas globosas, con
condiciones de crecimiento similares a las de F. hiswix, pero que a diferencia de ésta,

pueden reproducirse sexual y vegetativamente. Los bajos niveles de diversidad genética
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reportados en especies de Melocactus v aquellos observados en la poblacion de F. Aistrix
pueden estar asociados al hecho de que las poblaciones estudiadas se encuentran ea
areas perturbadas, generalmente cerca de carreteras o en zonas agricolas (del Castillo y

Trujillo, 1991; Nassar y cols., 2001; Lambert y cols., 20061, b).

El establecimiento y la germinacidn de las semillas de F. histrix requiere de
microhabitats restringidos (del Castillo, 1986). Esto explica la fragmentacion y la
distribucién disjunta de las poblaciones (del Castillo, 1983; Godinez y cols., 2003). Las
plantas de F. kistrix se desarrollan en un habitat no apto para la agricultura, el suelo es
102030, con una capa de suelo delgada o ausente y el clima s extremoso. Los pobladores
utilizan el territorio con fines pecuarios; partcularments, lo destinan al pastoree de
cabras v borregos (Huerta-Martinez y Escobar Santos, 1998). Lo anterior representa
implicaciones dafiinas para la especie, ya que. atn si la semilla logra establecerse, el
sobrepastoreo impedird su germinacidn. Ademés, las plamas de F. histrix son afectadas
por su extraccidn para la elaboracion del dulce de biznaga, su comercializacién como
planta de omato, v su emplee como tuente de agua y alimento para ¢l ganado. Todos
estos aspectos aunados, explivan la disminucion de tamafie que presemtan las

poblaciones de F. histrix (del Castillo, 1983; Huerta-Martinez v Escobar Santos, 1998).

Exn los estudios de genética de la conservacién el nitmero total de individuos de la
poblacién (M) no es en si de mayor relevancia. Esto se debe a que el tamafio de la
poblacién reproductiva no equivale al tamafio total de la poblacién. Un parametro mis
atil es el tamafio efectivo de la poblacién {Ve). Este representa el tamafio de una
poblacién ideal, en la que todos los individuos contribuyen de igual manera al acervo
genélico v presentan la misma variacién en frecuencias alélicas y niveles de endogamia

que la poblacion observada (Barret v Kohn, 1991).

Es frecuente que el tamafio efective de una poblacién, se encuentre disminuzdo
por factores tales como: desviaciones en la relacién de sexos. traslape de generaciones,
variacion en la produccién de progenie y fluctuaciones en el tamafio de la poblacion.
Poblaciones que continuamente presentan Ve pequefo, serdn mds susceptibles a la

pérdida v reorganizacion de la variacién gendtica por deriva génica. Sin embargo,

cualquier poblacién que experimente fluctuaciones ocasionales que disminuyan su

29



tamafio, puede sufrir la pérdida de variacién genética al azar. Dichas fluctuaciones

pueden consistir en cuellos de botella o efecte fundador (Ellstrand v Eilam, 1993}.

Los resultados del analisis de variacién genética de la poblacidn de F. histrix
subdividida en clases de tamafio, muestran una disminucion progresiva en los niveles de
variacién genética (Cuadro 8); las clases de menor tamafio presentan los niveles mas
bajos. El anlisis de las fiecuencias alélicas de todos los marcadores por clases de
tamafic mostré la fijacién de al menos 3 alelos en las clases mas pequefias. Estos

resultados pueden explicarse come efecto de 12 endogamia y la deriva gémnica.

Es conocido que la deriva génica (azar) y la endogamia son las principales
consecuencias de la disminucién en €l tamafio poblacional (Ellstrand y Elam. 1993;
Frankham v cols., 2002). Ambos aspectos afectan a la variacién genética (pérdida de
heterocigocidad y fijacién de alelos). Ademds. la endogamia puede conducir a una
reduccion en la adecuacién {Frankham v cols., 2001). La fijacion de alelos apoys la
hipétesis de que la poblacién de F. histrix sufti6 uno o varios cuellos de botella, ya que
los cuellos de botella mas que una reduccién en los niveles de variacién genéica,

favorecen la pérdida de alelos (Barret y Kohn, 1991).

Lz poblacién de F. histrix no presenté una estructura genética por clases de
tamafio: los valores de Fst v 6 son muy bajos. Ademds, el andlisis de Kruskal-Wallis no
mostré diferencias significativas entre los niveles de variacién genética de las clases de
tamadio. Sin embargo, Ja poblacién podria estar en un proceso de estructuracion ya que

los niveles de diferenciacién fueron mis altos entre las clases de tamafio Iy VL

En cuanic a las diferencias entre individuos em estado reproductivo y no
reproductive, los andlisis mostraron que no eXisten diferencias entre ambos grupos. Esto
indica que probeblemente no hay alelos que presemtien presién selectiva, lo que
concuerda con lo mencionado por Frankham y cols. (2002), quienes afirman que en una
poblacién pequefia, predominan las variaciones debidas azar, y por el contrarie, los

efectos de la seleccién natural disminuyen.

La densidad de las poblaciones perturbadas de F. hisirix ha disminuide hasta en

un tercio comparada con las poblaciones mas conservadas {del Castillo, 1987). La
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especie aparece en la NOM-059-SEMARNAT-2010 en la categoria de proteccion
especial (Pr) v en el apéndice 1T de la Convencién sobre el Comercic Internacional de
Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES de sus siglas en inglés). Las
actividades antropogénicas. ademds de las caracteristicas bioldgicas de la especie:
exclusivamente reproduccién sexual, establecimiento v germinacién en microhabitat,
crecimiento lento y nodrizaje; disminuyen las posibilidades de recuperacién de la

especie {del Castillo y Tryjillo, 1991).

El manejo genético en poblaciones silvestres implica, entre otros aspectos, ef
incremento en ¢l tamafio de la poblacién ¥ la recuperacién de poblaciones pequefias
endogdmicas, Para incrementar el tamafio de la peblacién estudiada de F. histrix, seria
necesario proteger la zoma del ganado caprino, ademds de generar estrategias de
conservacién comunitaria para que Ia poblacién beaeficiada con esta cacticea controle

su explotacion.

Para implementar un plan de manejo in situ de la poblacién de F. Aistrix de El
Rayo, Zac.. se recomienda seleccionar germoplasma de individuos de las clases V' y VI,
ya que fueron las clases que presentaron los niveles de variacion genética mds altos, Se
aconseja seguir esta estrategia cuando el habitat de una especie, como la localidad de El
Rayo, Zacatecas en F. histrix, se encuentra en peligro (Barret y Kohn, 1991). De esta
maners, las semillas pueden emplearse para la tecuperacién de la poblacién y para ¢l

establecimiente de nuevas poblaciones.

El establecimiento de un programa adecuado de manejo y conservacién de F.
histrix, Tequicre de conocer los niveles de variacion y diferenciactén genética de otras
poblaciones de la especie. Si las poblaciones de F. histrix muestran diferenciacion en
caracteristicas adaptativas a diferemtes hdbitats, o una diferenciacién genética
significativa; entonces deberdn manejarse como linajes evalutives diferentes. Estas
poblaciones son conocidas como unidades evolutivamente significativas (ESU por sus

siglas en inglés} y deberdn manejarse por separado (Frankham y cols.; 2002).

Es inevitable el uso de F. Aristrix por el hombre. $in embargo, estrategias como el

mantenimiento de material genético en bancos de genmoplasma, la creacién de reservas
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protegidas, ademds del manejo susteniable y el restablecimiento de poblaciones

altamente perturbadas, pueden conducir gradualmente a Ia recuperacion de esta especie.
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CONCLUSIONES

Con f método de extraccion de ADN de Cota-Sénchez y cols. (2006} s obtuvo ADN de

Ferocactus histrix de buena calidad v en cantidades considerables.

Los marcadores ISSR presentaron un mayor mimero de Joci polimérficos que los

marcadores ISTR.

La poblacién de F. histrix de El Rayo, Zacatecas presenté niveles de variacién genética

bajos, en relacion a lo reportado en otras cacticeas.

A pesar de que ef anilisis estadistico no mostrd diferencias significativas entre las clases
de tamafio, s¢ observa una disminucién progresiva en los niveles de varlacion genética.
La clase de mayor tamafio presenté los niveles de variacion mds altos y la de menar

tamafio los mas bajos.

No se encontrd una estructura genética por clases de tamafio en la poblacién de F. hisirix
de El Rayo, Zacatecas. No s¢ observaron diferencias genéticas entre las plantas

reproductivas y las no reproductivas.

Es necesario analizar los niveles de varacién y diferenciacién genética de otras
poblaciones de F. histrix para proponsr un plan de manejo y conservacion adecuado gque

favarezca el restablecimiento de [a especie.
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ANEXO I

PROTOCOLOS DE EXTRACCION DE ADN DE CACTACEAS
Cota-Sanchez v cols. (2006)
Reactivos:

o Adobe Acrobat 7.0 Professionzlink 4 mortisuador CTAB 2X (Tris HC1 100mM

pHS8, EDTA 20mM, NaCl 1.4M, PVP40 1%)

2-ff mercaptoetancl

Cloroformo- aleohel isoamilico 24:1

Isopropanel frio

» Amortiguador TE {Tris 10mM. EDTA ImM pH 8)
s Acetato de Sodie {(NaOAc) 3M pH 5.2

o Enancl al 70% y absoluto

+ Nitrégeno liquido

Protocolo:
1. Colocar =i tejide vegetal en un mortero y pulverizar con zyuda de nitrégeno

liquido.

2. Afadir 750 ul de amortiguador CTAB 2X y 3 pl de 2-B mercaptoctanol a un tubo
eppendorf.

3. Agitar vigorosaments la solucitn y el tejido vegeral. Incubar 2 bafio maria a 65°C
por 1 h, mezclar cada 15 minutos.

4. Afiadir 700 u! de cloroformo:isoamilice y agitar vigerosamente. Centrifugar a
2000 g por 45 minutos a 4°C. Transferir la fase acuosa a un tubo eppendorf
nuevo.

Afiadir 350 pi de isopropanol a -20°C y refrigerar a -20°C al menos una bora.

w

6. Centrifugar a 8000 g durante 10 minutos 2 temperatura ambiente. Descartar el
sobrenadante sin perder la pastilla.

7. Resuspender [a pastilla en 400 pl de TE ¢ incubar a 37°C por 15 nun.
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8. Asnadir 34 ul de NaOAc 3M v Lml de etanol a -20°C al 95%. Enfriar a -20°C
durante 1 hora, centrifugar a 8000 g durante 5 minutos y descartar €l
sobrenadante.

9. Lavar lz pastilla cen ! ml de etanel al 7(%%. Centrifugar per 3 minutos y dejar
secar.

10. Resuspender la pastilla en 100 pl de TE y almacenar a -20°C.

Keb Llanes v cols. (2002)
Reactivos:
+ Amortiguador de extraccion A: (CTAB 2X: Tris HCI 100mM pHS, EDTA

20Mm, NaCl 1.4M, PVP40 4%, dcido ascorbico 0.1% y 2 f—mercaptoetanol
10mM).

e Amortiguador de extraccion B: (Tris-HCI 100mM pH 8, EDTA 50mM, NaCl
100mM , 2 B—mercaptoetanol 16mM).

¢ Amortiguador TE: Tris 10mM, EDTA ImM.

« SDS20%.

+ Acetato de potasio SM (-20°C).

s Acetato de sodio 3M pH3.2,

e Eranol 70% (-20°C).

+ Isopropanol absoluto (-20°C).

e Niwrogeno liquide

Protocolo:
1. Colocar el tgjido vegetal en un mortero y pulverizar con ayuda de nitrdgeno

liquido. Transferir 2 un tubo eppenderf, Afiadir 300 pl de amortiguador A. 900
pl de amortiguador B y 106 ul de SDS.

2. Agitar e incubar ¢n bafio maria a 65°C por 30 minutos.

3. Afiadir 410 pl de acetato de potasio frio, agitar vigorosamente. Centrifugar a
$000 g durante 15 minutos 2 4°C,

4. Transterir Iml de sobrenadante a un wbo eppendorf limpio. Afadir 800-900 ul

de Isoproparol frie. Incubar a -20°C per 20 min.

v

Cenrrifugar a 6 000 g per 10 mimutos. Descartar ¢l sobrepadante, lavar la pastilla

con 500 pl de etanol al 75% y dejar secar.
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Resuspender la pastilia en 800 pl de amortiguador TE. Incubar a 37°C durante 135

Tinutos.

Aiadir 800 ! de cloroformo:isoamilico (24:1) v agitar vigorosamente.

8. Centrifugar a 6000 g por 10 minutos a 4°C.

Recuperar €l sobrenadante v afiadir 70 p! de acetato de sodio 3M pH 3.2 y 500 pl

de isopropanol frio. Incubar a -20°C por 1 hora.

. Centrifugar a 6000 g por 10 minutos.
. Lavar la pastilla con 1 ml de etanol al 75% v dejar secar.

. Disolver en 100 pl de TE.

Griffith ¥ Porter, 2003

Reactivos

CTAB 2X (CTAB 2%, Tris-HCl 100 mM, NaCl 1.5M, EDTA 20 mM) agregar
poco antes de realizar la extraccién 100 ul de B-mercaptoetanel por cada 100 ml
de CTAB y PVP-10 6 PVP 40 al 1%.

Cleroformo-aleohol iscamilico 24:1

Isopropanol frio

Nitrégeno liquido

Protocolo

1. Calentar a 65°C a baiio Maria el CTAB previamente preparado con B-
mercaptoerano].

2. Colocar el tejido vegetal (30-50 mg) en un mortero y pulverizar con ayuda de
Nitrégene liquido.

3. Colocar ¢l tejide pulverizado en un tube de polipropileno de 15 ml y afiadir 7 mi
del CTAB previamente calentado.

4. Incubar los tubos (con la tapa floja) a 65°C durante 1 o 2 horas o toda la noche.

5. Afiadir 5 ml de Cloroformo:isoamilico a cada tubo y mezclar mediante inversidn.

6. Centrifugar a 4000 rpm a temperatura ambiente durante 30 minutos.

7. Transferir el sobrenadante a tubos de pelipropileno de 15 ml nuevos.

8. Repetir pasos del 5al 7.

9. Transterir ¢f sobrenadante 2 un twbe de polipropileno de 13 ml.
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10,

11.

12.

13,

14.

15.
16.

17.

18.

15.

20.

21.

Afiadir 5 mi de Isoprapanel frio, cubrir con parafilm y agitar suavemente hasta
que se precipite el ADN.

Refrigerar a -20°C al menos por una hora o durante toda la noche.

Remover el parafilm y centrifugar a 4000 rpm durante 30 mimutos a 4°C.
Descartar ¢l sobrenadante e invertir el tubo para eliminar la mayor cantidad de
Liguido.

Lavar el ADN con 3 ml de etano! al 70%, centrifugar por 10 minutos a 4000
pm.

Lnvertir los tubos cuidande no perder el pellet y dejar secar por 1 hora.
Resuspender el ADN en 750 pl de TE, disolver 2 4°C y afiadir 40 pl de NaCl
S5M.

Adiadir 270 ! de etanol al 100%, mezclar por inversion y refrigerar a -20°C per

10 minutos, centrifugar por 30 minutos a 4060 rpm

Transferir el sobrenadante a un tubo eppendorf de 2 ml.

Afiadir 800 pl de Isopropanel, mezclar ¥ almacenar 2l menos por 1 hora 2 -20°C.

Centrifugar por 10 minutos, lavar ef pellet con etanol al 70% y centrifugar a 8000

rpm.
Secar y disolver en TE.
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ANEXO I

AMPLIFICACION DE MARCADORES MOLECULARES ISTRs E ISTRs POR
REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR}

Cuadro 2. Condiciones de amplificacién de los marcadores ISTRs

Reactivo Vol. por reaccién | cc final
(ul)
Amertiguader 10 1.8 1X
X
MazCl12 50 mM 1.08 3 mM
dNTPs 10 mM 0.45 0.25 mM
Iniciador 10 pM/ul 0.55 0.3 uM
Tag polimerasa 0.1 1
SUiul
ADN 25 ng/ul 2ul 50 ng

Cuadro 3. Condiciones de amplificacién de los marcadores ISSRs

Reactivo Vol. por reaccién cc final
(uly
Amortiguador 10 X 2 1X
MgC12 50 mM | 2.5 mM
dNTPs 10 mM 0.4 0.3 mM
Iniciador 25 pM/pl

841 0.4 0.5 uM

857 0.8 1 uM

Taq polimerasa 3U/pl 0.08 04U
ADN 25 ng/ul 1.7 50 ng




ANEXO 11

PREPARACION DE GELES DE ACRILAMIDA

Lavado de vidrios

1.

o w1

Lavar los vidrios con jabdn.

Enjuagar con agua bidestilada.

Enjuagar con etanol al 70%.

Secar con un papel cuidando que no queden residuos de éste en los vidrios.
Después de varios usos, limpiar los vidrios con unz solucién de KOH al 10% p/v
en Metanol.

Preparacion de solucion base de acrilamida (19:1) 46%

Acrilarmda 38g
Bisacrilamida 2g
Agua bidestilada 50mi

Disolver y aforar a 100 mi

Preparacién de solucion de poliacrilamida 6% / Urea

M 3M

+ Agua Bidestilada 30ml 35ml

s Urea 42g 18g

« TBE 10X 10ml 10ml

s  Solucidn base Acrilamida 40% 15mi 15ml

Procedimiento

1. Disolver la Urea en agua bidestilada a una temperatura de aproximadamente
25°C (aplicar la Urea en 3 partes para facilitar su disolucién).

2. Yadisuelta la Urea, aumentar la temperatura a 40°C y agregar el TBE 10X y
agitar aproximadamente durante 30 minutos.

3. Retirar la solucidn del calor y dejar reposar por 30 minutos.

4. Agregar la solucién base de Acrilamida y agitar sin calor durante 30 minutes.

5. Aforara 100 ml

Polimerizacion de geles de acrilamida

Poliacrilamida 6% 100ml
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s Persulfato de amonio (APS) 500 pl
+ TEMED 100 ul

Tincidén con nitrato de plata (Sanguinetti, 1994)

Solucién fijadora
s Etanol 70% 50ml
s Acido acético glacial 2.5ml
s  Agua bidestilada Aforar a 500mt

Solucion de mitrato de plata
¢ Nitraio de plata 0.2g
¢ Solucién fijadora 100ml

Solucién reveladora

s Hidréxido de Sodio 3.75¢

« Formaldehido 37% 0.7ml

e Agua bidestifada Aforara 125 ml
Procedimiento

1. Colocar el gel en la solucidn fijadora y agitar continuamente <urante 10 minutos.

2. Decantar sin enjungar.

3. Agregar la solucion de nitrato de plata y agitar continuamente durante 5
minutes.

4. Decantar sin desechar en ¢l drenaje.

5. Enjuagar con agua bidestilada durante 1 minuto.

6. Agregar la solucién reveladora con una temperatura de 55°C y agitar
continuamente hasta que aparezean las bandas.

7. Decantar y enjuagar con solucidn fijadora durante 2 mmutos.

8. Decantar y enjuagar con agua bidestilada.
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