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Resumen

Los gradientes altitudinales y las condiciones ambientales heterogéneas afectan la
distribucion y diversidad genética de las poblaciones. En estos ambientes, la accion de
factores evolutivos en la adaptacion, divergencia y diferenciacion de las poblaciones
pueden estudiarse a través del estudio de variaciones demogréficas en la estructura y
diversidad genética, por ejemplo, entre juveniles y adultos. Este tipo de estudios cobran
particular importancia ante el cambio climético, pues numerosas proyecciones sefialan que
en las montafas las condiciones actuales de precipitacion y temperatura se ubicaran en
pisos altitudinales de mayor elevacion en muchas regiones del planeta como en México.
Pinus patula es una especie monoica de México dispersada por viento con un alto valor
econdmico y ecoldgico, que se distribuye en areas montafiosas a lo largo de gradiente
altitudinales de mas de 1 000 m. En virtud de que esa gran variacion altitudinal implica
variaciones climaticas importantes y que estas variaciones pueden ademas estar siendo
alterados por el cambio climatico, es importante analizar los patrones de diferenciacion
genética entre poblaciones de diferentes pisos altitudinales y entre diferentes etapas
demogréficas. Con este enfoque, el uso de marcadores neutrales como microsatélites puede
ayudar a inferir los patrones de migracion, deriva genética y seleccion que pueden estar
moldeando las poblaciones e influir en su adaptacién. Se usaron siete microsatélites
nucleares para examinar la estructura genética de tres poblaciones de P. patula entre
adultos y juveniles (Brinzales) en un gradiente altitudinal en Ixtlan de Juarez, Oaxaca. Se
reveld diferencias citoldgicas al decrecer la concentracion de ADN entre los individuos
(adultos y brinzales) a medida que se elevé el gradiente altitudinal. Se observo un posible
ligamiento en dos loci a algun locus afectado por seleccién debido a un exceso de
heterocigotos, resultado de una posible depresion endogamica. Se detectd diferenciacion
genética entre las poblaciones, y una alta diversidad dentro de ellas. Los resultados sugieren
que el mayor aporte de semillas en las poblaciones proviene de individuos adultos del
mismo piso. La mayor diversidad genética se encontrd en la poblacion central del
gradiente, mientras que la menor diversidad se mantuvo en el piso inferior. En el piso
superior se hallaron los valores méas altos de endogamia en adultos y en brinzales. Los
analisis mostraron una mayor similitud entre adultos de pisos superiores con los brinzales
de pisos inferiores que entre los adultos de pisos inferiores con los brinzales de pisos
superiores. Esto sugiere que el flujo génico preponderante entre los diferentes pisos
altitudinales es de los pisos superiores a los inferiores, posiblemente por el efecto la
gravedad en las semillas. Esto también podria explicar la mayor endogamia observada en el
piso altitudinal méas elevado. Dado que este posible desplazamiento es en direccion
contraria a lo esperado por las proyecciones climaticas, es probable que el flujo genético en
esta especie tenga un efecto contra—adaptativo. Bajo estas condiciones se recomienda
explorar los costos y beneficios de una migracion asistida o programas de mejoramiento
genetico.

Palabras clave: Gradientes altitudinales, estructura genética, flujo génico, diversidad
genética, microsatélites nucleares, Pinus patula, Ixtlan de Juarez, Oaxaca.



Abstract

Altitudinal gradients and heterogeneous environmental conditions affect the distribution
and genetic diversity of populations. Such kind of studies is particularly relevant in
mountainous areas. Climatic projections indicate that in the mountains the prevalent climate
will be displaced at higher altitudes in many Earth regions including Mexico. Pinus patula
is a wind—dispersed monoecious species of high ecological and economic value, distributed
in mountains of southern Mexico in altitudinal gradients spanning more than 1000 m.
Since, such a wide altitudinal range implies a large climatic heterogeneity and such
variations can be altered by climate change, it is important to analyze the patterns of
differentiation between populations of different altitudinal levels and between different
demographic stages. Such kind approaches may help to infer migration patterns, genetic
drift and selection that may shape the populations and affect their adaptation. We use seven
nuclear microsatellites to examine the genetic structure of juveniles and adults of three
populations of different altitudes of P. patula in Ixtlan de Juéarez, Oaxaca. Cytological
differences were found to abate the concentration of DNA among individuals (adults and
brinzals) as the altitudinal gradient rises. A possible linkage at two loci was observed to
some locus affected by selection due to an excess of heterozygotes, a possible result of
inbreeding depression. The studied populations were genetically differentiated, but much of
the variation was detected within populations. Our results suggest that most of seed
dispersal is derived from adults of the same altitude. The central population displayed the
highest genetic diversity, while the lowest diversity was observed in the lowest-altitude
population. Endogamy reached the highest values in the highest-altitude population for
both juveniles and adults. We found a higher genetic similarity between adults of the
highest altitude with juveniles of the lowest altitude than between adults of lowest altitude
with juveniles of the highest altitude. This suggests that downward migration tends to be
more common than upward migration in the mountains, probably because of the action of
gravity in the dispersal of the seeds. This result may also explain the higher level of
endogamy detected in the populations of highest altitude. Since such kind of migration is in
opposite direction to that expected by climate change projections, it is possible that such
kind of downward migration may be counter adaptive. Under such circumstances it would
be recommended to explore the costs and benefits of assisted migration and genetic
breeding programs.

Keywords: Altitudinal gradients, genetic structure, gene flow, genetic diversity, nuclear
microsatellites, Pinus patula, Ixtlan de Juarez, Oaxaca.
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Capitulo 1

Revision de Literatura



En el presente capitulo se hace una revision de los aspectos teéricos de la genética de
poblaciones, la estructura genética de poblaciones, los factores que influyen en esta
estructura, la diversidad genética y las técnicas utilizadas para estimar dicha diversidad y
estructura. También, se realiza una descripcion general y estudios genéticos recientes de

Pinus patula.en relacion al tema.

Marco Tedrico

1.1  Genética de Poblaciones

La genética de poblaciones, rama de la genética, tiene el objetivo de determinar la
composicion genética de las poblaciones (frecuencias génicas y genotipicas), asi como las
fuerzas que determinan y cambian dicha composicion. Para cumplir el objetivo, la genética
de poblaciones define a una poblacion como un grupo de individuos de la misma especie
capaces de reproducirse entre ellos y que estan aislados reproductivamente de otros grupos,
y por lo tanto, comparten informacion genética (alelos). La genética de poblaciones
cuantifica la variacion genética de la poblacion a través de las frecuencias alélicas, es decir,
determina la frecuencia con que aparecen los alelos en los genes. Es importante mencionar
que las poblaciones estan influidas por las fuerzas evolutivas (mutacion, migracion, deriva
génica y seleccidn) las cuales dan pie a cambios en la composicion alélica, diversidad y

estructura genética (Griffiths et al., 2002; Klug et al., 2006; Curtis et al., 2007).

El modelo matematico méas usado para estimar las frecuencias génicas y genotipicas en la
genética de poblaciones es la “ley de Hardy—Weinberg”. Desarrollado con elegancia a
principios del siglo XX de forma independiente por el matematico britanico Godfrey H.
Hardy y el medico aleman Wilhelm Weinberg. Este modelo describe matematicamente el
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comportamiento de los alelos y genotipos en una poblacion "ideal", infinitamente grande,
los apareamientos suceden al azar, no sufre mutaciones y no es afectada por seleccion
natural. Es decir, el modelo se basa en el principio de que la poblacion no esta sujeta a las
fuerzas evolutivas (Griffiths et al., 2002; Klug et al., 2006; Curtis et al., 2007). Ademas, en
esa poblacion ideal los individuos heredan sus caracteres siguiendo las leyes de Mendel; es
decir, la ley de la segregacion independiente y la ley de la distribucién independiente. En

estas condiciones el modelo de Hardy-Weinberg hace dos predicciones:

1) Las frecuencias de los alelos en la reserva de genes no cambian con el tiempo.

2) Si se consideran dos alelos en un locus, "A" y "a", después de una generacion de
apareamiento al azar, las frecuencias de los genotipos AA: Aa: aa en la poblacién
pueden calcularse como:

p*+2pqg +q*=1
Donde:
p = frecuencias del alelo “A” en una poblacién
q = frecuencias del alelo “a” en una poblacion
p= frecuencia genotipica de individuos homocigéticos para un alelo (AA=D)
2pq= frecuencia genotipica de individuos heterocigoticos (Aa=H)
q°= frecuencia genotipica de individuos homocigéticos para otro alelo (aa=R)

1.2 Fuerzas evolutivas
Las fuerzas evolutivas son los procesos naturales que influyen en las poblaciones a nivel

genotipico y fenotipico. Ademas, su accion puede romper el equilibrio génico (Hardy—
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Weinberg) de una poblacion. Esas fuerzas evolutivas provocan diferentes niveles y patrones
de variacién genética, dando pie a que la poblacién evolucione a través de las variaciones
hereditarias de cada generacion. Las fuerzas evolutivas se clasifican en seleccion natural,
deriva génica, flujo genético, y mutacion. No obstante, existe otro factor no considerado

como una fuerza evolutiva pero influye en las poblaciones, la endogamia.

i) Seleccion natural. Esta es la principal fuerza que ejerce en las frecuencias alélicas de las
poblaciones. La seleccion actia en el fenotipo de los organismos, resultado de la
interaccion de los genotipos con el ambiente. La seleccidn puede ser positiva o negativa.
La seleccion positiva permite a los nuevos mutantes poseer una mayor adecuaciéon y
aptitud que el promedio de la poblacion, y las frecuencias de dichos mutantes se
incrementan en la siguiente generacion. La seleccion negativa elimina a los nuevos
mutantes debido a que poseen una adecuacién menor que el promedio de la poblacién, y
la frecuencia de estos mutantes disminuye en las siguientes generaciones. (Curtis et al.,
2008; Hamilton, 2009; Allendorf et al., 2013).

ii) Deriva génica. Ocurre cuando existen pocos individuos en las poblaciones para
aparearse, cuanto mas pequefias sean las poblaciones nativas, mas significativa sera la
deriva. Esta fuerza disminuye los niveles de heterocigotos debido a la fijacion y pérdida
de alelos. Solo la mutacion y el flujo génico contrarrestan el proceso y lo hacen mas
lento. Sin embargo, si la accién de la deriva génica es muy severa, los alelos deletéreos
pueden fijarse en la poblacién, y a futuro reducir la aptitud (fitness) de la poblacion,
dando lugar a un proceso de diferenciacion genética (Klug et al., 2006; Eguiarte, 2009;

Allendorf et al., 2013).



Flujo génico. El flujo génico redistribuye alelos entre poblaciones. Este puede darse ya sea
por el movimiento fisico y la reproduccion de los individuos o por la dispersion de las
semillas y el polen. El flujo genético es un elemento de la estructura poblacional.
Teoricamente se encuentra inversamente relacionado con el grado de estructura que se
desarrolla en las poblaciones y puede ser estimado con pardmetros de estructura genética.
El flujo genético cuando es reducido o restringido puede conducir a la endogamia local y
depresion endogdmica, por el contrario, altos niveles de flujo génico puede limitar la
adaptacion local por un empantanamiento genético y causar depresion exogamica (Klug et

al., 2006; Curtis et al., 2008; Hamilton, 2009; Allendorf et al., 2013).

iii) La Mutacion génica es un cambio repentino al azar en el material genético (secuencia
de ADN) de una célula y es heredado en todas las células hijas. La mutacion es una
fuerza evolutiva débil, poco importante para cambiar las frecuencias alélicas debido a las
bajas tasas de mutacion. Es la unica fuerza evolutiva que genera la variacion genética en
las poblaciones (Klug et al., 2006; Curtis et al., 2008; Hamilton, 2009; Allendorf et al.,
2013).

iv)La endogamia o consanguinidad da lugar a la produccion de individuos homocigotos.
Esta ocurre cuando los individuos que se cruzan estan emparentados, un limitado flujo
genético (dispersion de semillas y polen en el caso de las plantas). En las poblaciones
grandes, la endogamia puede ocurrir por un apareamiento aleatorio a causa de la
autofertilizacion o por la tendencia de los individuos relacionados para aparearse entre
si. (Klug et al., 2006). Si la pérdida de aptitud por cruzas emparentadas (incremento de
la homocigocidad) se prolonga durante generaciones, ocurre la depresién por

endogamia (por ejemplo, reduccion del vigor, lento desarrollo, susceptibilidad a



patdgenos). Esto puede apreciarse en los indices de fijacion endogamicos (F) (Curtis et

al., 2008; Hamilton, 2009; Allendorf et al., 2013).

1.3 Diversidad Genética

La diversidad genética representa el nimero total de caracteristicas genéticas heredables
dentro y entre las poblaciones. La diversidad genética, dentro de las poblaciones,
proporciona la materia prima para la evolucién. A mayor diversidad genética, las especies
tienen mayores probabilidades de sobrevivir a cambios en el ambiente. Las especies con
poca diversidad genética tienen mayor riesgo frente a esos cambios. Cuando el tamafio de
las poblaciones se reduce, aumenta la reproduccién entre organismos emparentados
(consanguinidad y endogamia) dando pie a la reduccion de la diversidad genética. Para
diagnosticar genéticamente a una poblacion se tiene que estimar sus niveles de
heterocigosidad, el nimero de alelos por locus y la magnitud de la variabilidad genética
(Fisher 1930; Klug et al., 2006; Hughes et al., 2008). A continuacion se mencionan algunas

medidas de diversidad (Hughes et al., 2008).

1.3.1 Medidas de Diversidad

Diversidad Alélica (N,): Un alelo es cada una de las formas alternativas que tiene un gen.
La diversidad alélica es un indice de diversidad genética que incorpora informacion sobre
el numero medio y la frecuencia relativa de alelos por locus. Esta se mide tipicamente

usando marcadores moleculares de loci neutrales a la seleccién.

Riqueza Alélica: ElI nimero promedio de alelos por locus.



Riqueza Genotipica: EIl genotipo se refiere a la informacion genética que posee un
organismo en particular. La riqueza genotipica es el nimero de genotipos dentro de una
poblacion. El genotipo se refiere a la informacion genética que posee un organismo en
particular, en forma de ADN. La riqueza genotipica se puede medir como el numero de
haplotipos (combinacion de alelos de diferentes loci) existentes en la poblacion utilizando

marcadores moleculares.

Heterocigosidad (Ho y Hg): Estimador de la proporcion media de los loci que llevan dos
alelos diferentes en un sitio particular del ADN dentro de un individuo. La heterocigosidad
puede ser i) observada (Ho), estimada con marcadores moleculares codominantes, debido a
que diferencia homocigotos de heterocigotos. No obstante las estimaciones estan sesgadas
por el numero de individuos de la muestra dentro de una poblacion. ii) Heterocigosidad
esperada (Hg), estimada con marcadores tanto dominantes como codominantes cuando se
hacen suposiciones sobre el modo de herencia, asi como el tamafio y la estructura de las

poblaciones.

Diversidad mutacional y tamafio efectivo de la poblacion (®): Un pardmetro de la
diversidad de nucleotidos que proporciona una medida combinada de tamafio efectivo de la
poblacion (Ne) y la tasa de mutacion. ® es tipicamente calculada usando el estimador de
Watterson (1975) (6 = 4 Nep), el cual es igual al nimero esperado de sitios segregados
entre dos genotipos. Las estimaciones de 6 asumen un numero infinito de sitios de

nucleotidos y de no recombinacion.

Porcentaje de loci polimoérficos: El polimorfismo genético se refiere a la existencia de

multiples alelos de un gen en una poblacion. Si por ejemplo, en un determinado gen existen



dos 0 mas alelos, y la frecuencia de cada uno de ellos en la poblacion es igual o mayor al
1%, se dice que el gen es polimorfico. Cuando la frecuencia de alguno de los alelos no
alcanza el 1%, no constituye un polimorfismo. El porcentaje de loci se refiere a los loci que

resultaron ser polimdrficos (Robinson, 2003; King; et al, 2006; Hughes et al., 2008).

1.4  Variabilidad Genética

La variabilidad genética se define como la variedad (nimero) de alelos y genotipos
presentes en los individuos de una poblacién (Toro y Caballero, 2005). Los individuos de
una misma especie no son idénticos. Si bien, son reconocibles como pertenecientes a la
misma especie, existen muchas diferencias en su forma, funcién y comportamiento. La
variabilidad genética se origina por mutaciones, recombinaciones de genes heredados y
alteraciones en el cariotipo (el numero, forma, tamafio y ordenacion interna de los
cromosomas). La variabilidad puede incrementarse debido al flujo génico entre poblaciones
vecinas. Altos niveles de variabilidad atribuyen elementos benéficos para las especies,
confiriendo la capacidad de responder a amenazas tales como, enfermedades, parasitos,
depredadores y cambios en el ambiente. Niveles bajos y la perdida de variabilidad
(reduccion de alelos, incremento de homocigotos) limitan la eficacia biologica de las
especies para responder a tales amenazas a corto, mediano y largo plazo (Wright, 1978;

Amos y Harwood, 1998; Toro y Caballero, 2005).

Las principales fuerzas evolutivas que dirigen o eliminan la variabilidad genética son la
seleccién y la deriva genética. La seleccion actua sobre los caracteres de la poblacion, es
decir, en los alelos del gen que codifica ese caracter, mientras que la deriva génica reduce la
heterocigosidad. Ronald Fisher demostré matematicamente que cuantos mas alelos existan
para un gen, mas probabilidad hay de que uno de ellos se imponga al resto (se fije). Esto
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implica que cuanta mas variabilidad genética exista en una poblacién, mayor sera el ritmo

de la evolucién (Wright, 1978; Amos y Harwood, 1998; Toro y Caballero, 2005).

1.5  Estructura genética

Regularmente a una poblacion se le considerada como una unidad. Sin embargo, por
diversas circunstancias, las poblaciones se dividen en unidades de menor tamafio. Dicha
segmentacion puede ser el resultado de factores ecoldgicos, geograficos y bioldgicos. Si
una poblacién se fragmenta, las relaciones entre los individuos pueden variar segun el
grado de flujo génico que exista dentro y entre las poblaciones. Una poblacién se considera
estructurada si (1 existe deriva genética en algunas de sus poblaciones, (2 el flujo génico no
es uniforme en toda la poblacién, y (3 los apareamientos no ocurren al azar en toda la
poblacién. La estructura de una poblacion afecta el grado de variacion genética y los

patrones de su distribucion (Jacquard, 1974; Allendorf, 2013)

La estructura se expresa en términos de frecuencias génicas o genotipicas (Rimieri, 2013).
La estructura esté influenciada por la interaccion de las fuerzas evolutivas, principalmente
por la deriva genética, la seleccién y flujo génico. Por lo tanto, la estructura de una especie
es el resultado de los procesos microevolutivos y demograficos, asi como de la
fitogeografia (Loveless y Hamrick, 1984; Wenink et al., 1996). La estructura genética de
las poblaciones se estima con modelos matematicos propuestos por Sewall G. Wright
(1951) a través de los coeficientes de endogamia (Fir, Fis ¥ Fst). Estos representan la
desviacion total de las proporciones de Hardy-Weinberg en los cuales existen tres
parametros en términos de una poblacion total (T), subpoblacion (S), e individuos (1)

(Guries y Ledig, 1981; Slatkin ,1987).



Fir (coeficiente de endogamia total) indica la correlacién que existe entre los gametos de
los individuos (I), en relacién con los gametos de la poblacion total (T). F;r mide la
reduccion de la heterocigosidad de un individuo (Fs) en relacion a la poblacion total (Fsr).
Los valores varian entre -1 (exceso de heterocigotos en toda la poblacién) y 1 (exceso de

homocigotos en toda la poblacidn), respecto al equilibrio Hardy-Weinberg.

Fis (coeficiente de endogamia) mide el exceso o déficit promedio de genotipos
heterocigotos. Es la correlacion que existe entre los genes de los individuos (1) y la
subpoblacion (S). Valores positivos de Fs indican un exceso de homocigotos Yy valores
negativos un exceso de heterocigotos con respecto al equilibrio de Hardy—Weinberg.
Valores cercanos a 0 revelan que las poblaciones estan en equilibrio de Hardy-Weinberg

(Allendorf et al., 2013).

Fst (coeficiente de coancestria) es la correlacion entre los genes de la subpoblacién (S) en
relacién a la poblacion entera (T). Este estimador mide las relaciones de divergencia entre
poblaciones. Los rangos de Fst van de 0, cuando todas las subpoblaciones tienen
frecuencias alélicas iguales (no hay diferenciacion), a 1, cuando todas las subpoblaciones
son fijadas por diferentes alelos (mayor diferenciacion) (Guries y Ledig, 1981; Slatkin

,1987; Allendorf et al., 2013).

1.6 Marcadores Moleculares

Los marcadores moleculares son una poderosa herramienta para evaluar la diversidad y
estructura genética de las poblaciones. Para que un marcador molecular sea efectivo se debe
considerar lo siguiente: 1) deben reconocer la mayor distribucion a lo largo del genoma; 2)

los marcadores utilizados no deben estar ligados, es decir, la herencia de un marcador es
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independiente de la de otro; (2) cada marcador debe ser especifico para un solo locus; (3)
deben ser polimorficos; 4) el marcador debe detectar un nimero alto de alelos de manera
constante; 5) deben tener una elevada reproductividad y precision; 6) sin presencia de
alelos nulos; 7) analizarse mediante un procedimiento facil, rapido y econémico; 8) que la
informacion del genotipo pueda ser transferida rapidamente; y 9) que la fuente de ADN no
esté limitada a grandes cantidades de ADN. Actualmente, uno de los marcadores mas
utilizados y que cumple con la mayoria de los requisitos mencionados anteriormente son
los microsatélites (Moxon y Wills, 1999; Eguiarte et al., 2007; Renteria, 2007; Kalia et al.,

2011).

1.6.1 Microsatélites

Los microsatélites, o secuencias simples repetidas (SSRs), son segmentos de ADN
constituidas por repeticiones de motivos nucleotidicos de 1 a 6 pares de bases. Por ejemplo:
mononucleotidos (TT),, dinucleodtidos (AT),, tetranucledtidos (AAGG), o hexanucleotidos
(ATAGTG), (Hancock 1999; Kalia et al., 2011). Estos loci se encuentran tanto en genomas
eucariontes como procariontes asi como en regiones codificantes y no codificantes del
ADN (Aranguren—-Méndez et al., 2005; Renteria, 2007). Existen tres tipos de
microsatélites: del genoma nuclear (SSRsn), de cloroplastos (SSRsc) y de mitocondrias
(SSRsm). Los microsatélites de ADN nuclear son detectados en multiples grupos de plantas
y animales. Estos son utilizados fundamentalmente para estudios de diversidad genética
intra e interespecifica, contrastar hipotesis ecologicas demograficas, y evolutivas en

poblaciones naturales (Moxon y Wills, 1999; Dewoody et al., 2006; Kalia et al., 2011).
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1.7  El género Pinus en México

México es uno de los paises mas megadiversos en el mundo (Mittermeier et al., 1999;
Gaston y Spicer, 2004). El pais cuenta con una superficie forestal aproximada de 138
millones de hectéreas, que representa aproximadamente el 70.4% del territorio nacional
(FAO, 2011). Dentro de estos bosques, las coniferas son las mas apreciadas por las
comunidades indigenas y por la sociedad en general, debido a que son una fuente de
servicios ecosistémicos (p.e. aporte de nutrientes al suelo, oxigeno), productos maderables
(p.e. madera, lefia) y productos no maderables (p.e. pulpa, resinas, semillas comestibles)
(Sanchez-Gonzalez, 2008). La riqueza aproximada de especies de pinos a nivel mundial es
de 111 especies (Price et al., 1998). México posee la mayor diversidad del género Pinus,
con 49 taxa, de los cuales 21 son especies endémicas, por lo que se le considera como un
centro de diversidad de Pinus (Sanchez-Gonzélez, 2008). Los pinos se encuentran desde
zonas aridas y tropicales a nivel del mar (e.g. P. caribea y P. oocarpa) hasta zonas altas y
frias superiores a los 3000 m s.n.m. (e.g. P. hartwegii y P. culminicola) (Perry, 1991,

Dvorak et al., 2000).

En México, la entidad con mayor biodiversidad es el estado de Oaxaca. En el territorio
existen aproximadamente 17 especies de pinos, de los cuales, la mayoria de los grupos
étnicos indigenas de la entidad aprovechan estos recursos forestales (Del castillo et al.,
2004; Garcia-Mendoza et al., 2004). Un claro ejemplo es la comunidad de Ixtlan de Juarez,
quien desde el afio 2001 esta certificada por el buen uso que hace a sus bosques (Smart
Wood Program, 2001). Una de las principales especies maderables utilizada por la

comunidad, es Pinus patula Schl. et Cham., una conifera endémica de México que por ser
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uno de los principales elementos arb6reos en los ecosistemas forestales de Sierra Juarez,
cual ademas es altamente apreciada y aprovechada en la region (Rodriguez-Ortiz et al.,

2011).

1.7.1 Pinus patula (Generalidades)

Pinus patula, es una especie endémica de México y de elevado potencial silvicola
(Rzedowski, 2006). Recibe regionalmente nombres como: ocote, ocote colorado, ocote liso,
ocote macho, ocote rojo, pino colorado, pino chino, pino de México, pino xalacote,
peinador de neblinas, pino lacio y pino triste (Farjon et al., 1997; Velazquez et al., 2004);

en inglés se le conoce como Mexican weeping pine o patula pine (Perry, 1991).

Esta especie forestal es de rapido crecimiento, posee un tronco recto por lo que llega a
medir de 35-40 m de alto y entre 50-120 cm de didmetro a la altura del pecho (Perry, 1991,
Farjon et al., 1997; Velazquez et al., 2004). La corteza de este arbol es gruesa de color gris-
café oscuro, con profundas fisuras verticales en la parte inferior del tronco. Sin embargo, a
una altura de 3.4 m, la corteza se vuelve méas fina y escamosa, de color rojiza a rojo
amarillento (Perry, 1991). En la etapa juvenil presenta ramillas rojizas y escamosas, con
ligero tinte blanquecino en sus partes mas tiernas. Las hojas (aciculas) se encuentran
reunidas en fasciculos de 3 a 4 y raramente 5, miden de 11-30 cm de largo y 0.5-0.9 mm de
ancho, son delgadas y colgantes, de color verde brillante con los bordes finamente
aserrados y con estomas presentes tanto en las superficie adaxial como en la abaxial (Perry,

1991; Farjon et al., 1997; Veldzquez et al., 2004; Ruiz, 2010).
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Los conos, también conocidos como pifias, son duros, sésiles, ser6tinos, encorvados,
oblicuos, puntiagudos y de color amarillo—ocre con tinte rojizo lustroso. Estos miden de 5—
12 cm de alto y 4-6.5 cm de diametro. Los conos se abren parcialmente en diferentes
épocas; cuando abren, son de color café—amarillento, tornandose a grises con la edad. Las
pifias maduran durante los meses de invierno (noviembre—febrero) pero pueden permanecer
cerrados durante afos. Las semillas miden entre 5-17 mm de largo X 2-4 mm de ancho y
son de color marrén oscuro a casi negro, con ala articulada de color mas claro 12-18 mm x

5-6 mm (Perry, 1991; Farjon et al., 1997; Velazquez et al., 2004).

En México P. patula se extiende en sitios aislados a lo largo del este de la Sierra Madre
Oriental (estados de Tamaulipas, Querétaro, Hidalgo, México, D.F., Morelos, Tlaxcala,
Puebla, Veracruz, Oaxaca y Chiapas) (Farjon et al., 1997; Velazquez et al., 2004). Se ubica
en una amplitud altitudinal entre 1500 a los 3100 m s.n.m., preferentemente en las
exposiciones Este—Oeste (Farjon et al., 1997; Velazquez et al., 2004). Esta especie es tipica
de zonas montafiosas con climas muy hdmedos, subtropicales a templado—calientes. Se
desarrolla preferentemente en bosques mixtos de pino o de pino—encino; en sitios con

precipitaciones que varian entre 1000 a 1800 mm anuales (Perry, 1991).

Sin embargo, recientes estudios estiman para México cambios en el clima, lo que afectara
la distribucion de Pinus patula. Por ejemplo, Saenz—Romero y colaboradores (2010)
estiman en el pais un incremento anual promedio en la temperatura para el afio 2030 (1.5
°C), 2060 (2.3 °C) y 2090 (3.7 °C), asi como un decremento de la precipitacion anual del
6.7 %, 9.0 % y 18.2 % respectivamente a los afios mencionados. Otros escenarios predicen

para el afio 2050 un cambio en la distribucion de P. patula, con decremento de superficie
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del 35.7 % bajo un escenario de cambio climatico severo (22.7 °C y 660 mm) y un
decremento del 23.4 % bajo un escenario conservador (21.8 °C y 721 mm), debido a que la
colonizacion tenderd a subir hacia la cima de las montafias. Estos posibles cambios en el
clima afectaran a las poblaciones de Pinus patula al desplazar y modificar su distribucion.
Dichos procesos se notardn principalmente en gradientes altitudinales (Gémez—Mendoza y

Arriaga, 2007; Gomez—Mendoza, 2008).

1.8  Gradientes Altitudinales

Un gradiente es definido como un cambio gradual, cuantitativo y susceptible de ser medido
en un intervalo fisico o ambiental en funcion de una variable dada (Whittaker, 1972;
Zacarias, 2009). La altitud y latitud producen un numero considerable de gradientes
ambientales. Un ejemplo de ello son los gradientes de temperatura. Esta es importante
biolégicamente porque influye en los patrones de distribucién de las especies (Lomolino,

2001; Botero, 2011).

Existen trabajos sobre gradientes altitudinales que proporcionan informacion para el
aprovechamiento y conservacion de los recursos. Por ejemplo, en bosques tropicales
distribuidos en un gradiente de altitud en Manantlan (Jalisco, México), se determiné que
hay menor diversidad de especies en los pisos superiores mientras que la mayor diversidad
en los pisos inferiores (Vazquez y Givinish, 1998). Singh et al. (2010) mencionaron que el
potencial de regeneracién en Pinus roxburghii, Quercus leucotrichophora, y Q. floribunda
es mayor en los pisos intermedios e inferiores del gradiente altitudinal. Maxime y Hendrik

(2011), encontraron, en el sureste de los Alpes, que el desempefio en crecimiento de Fagus
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sylvatica disminuye con la altitud. Paralelamente en el mismo estudio, se encontrd en Abies

alba Mill el mejor desarrollo en las partes intermedias (Maxime y Hendrik, 2011).

Un aspecto importante en los gradientes altitudinales es la distribucién geografica de las
poblaciones (centrales y periféricas), en las cuales puede existir una diferenciacion genética
(Lesica y Allendorf, 1995; Lammi et al., 1999). En la periferia de un gradiente en altitud
regularmente las poblaciones son, aisladas, en menor abundancia y viven en habitats
ecoldgicamente marginales. En estas poblaciones puede existir una presion por parte de la

seleccion natural y la deriva génica, favoreciendo a los heterocigotos u homocigotos.

Hay evidencia de que los heterocigotos proporcionan ventajas a las poblaciones periféricas,
especialmente en ambientes marginales dentro de un gradiente altitudinal (Lesica y
Allendorf, 1992; La,,i et al., 1999). Uno de los métodos para diagnosticar genéticamente a
las poblaciones en este tipo de gradientes es la estructura genética, con ayuda de
marcadores moleculares. ElI conocimiento de la estructura genética en las poblaciones
puede auxiliar en el disefio de estrategias de conservaciéon y planes de manejo forestal

(Eguiarte et al., 1992).

Pocos son los trabajos orientados a gradientes altitudinales con marcadores moleculares. En
Poa hiemata (pasto alpino) se estimd, con microsatélites nucleares, una baja diversidad
genética entre las poblaciones del gradiente (He = 0.515-0.769), mientras que el flujo
génico resultd alto (Nem = 5.01-9.41) (Byars et al., 2009). En poblaciones de Quercus
crispula se encontrd, a través de microsatélites nucleares, que la mayor diversidad genética

se presenta en las poblaciones centrales (He = 0.793), seguida de la poblacion periférica
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superior (He = 0.785), e inferior del gradiente (He = 0.770) (Ohsawa et al., 2007). En
Pinus brutia, a través de microsatélites del cloroplasto, se detectd la mayor diversidad en
las poblaciones de pisos inferiores (Hg = 0.9582), en comparacién con las centrales (Hg =

0.9514) y las del piso més alto (He = 0.9538) (Santiago et al., 2012).

1.8.1 Estudios en Sierra Juarez, Oaxaca

En Oaxaca se pronostica para el 2030 que las condiciones actuales de precipitacion y
temperatura se ubicaran a altitudes, al menos 175 m por arriba de lo actual (Zacarias—
Eslava y Del Castillo, 2010). Este posible desplazamiento en las condiciones ambientales
modificara la diversidad y estructura genética de Pinus patula en los gradientes en altitud,
principalmente en las zonas montafiosas del Estado. No obstante pocos son los estudios
genéticos en gradientes altitudinales dentro de la region. Por ejemplo, estudios de jardin
comun, en Ixtlan de Juarez (México) y Quebec (Canadd), determinaron la interaccion
genotipo—ambiente en poblaciones de Pinus patula, a lo largo de un gradiente altitudinal.
Los autores concluyeron que los individuos de altitudes intermedias exhibieron un
potencial de crecimiento mas alto (Saenz—Romero et al., 2011a). Paralelamente Saenz—
Romero y colaboradores (2011b), a través de camaras de crecimiento y genética
cuantitativa, detectaron una baja variabilidad genética en poblaciones ubicadas en la cima
del gradiente en comparacion con las de los pisos inferiores. Hacen falta mas estudios que
detecten si en verdad esta ocurriendo modificaciones a nivel genético de la especie. Con
ello, se podra tomar mejores decisiones de conservacion y aprovechamiento de P. patula en

la region.
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Capitulo IT

Estructura genética de Pinus patula Schl. et Cham en

un gradiente altitudinal en Ixtldn de Judrez, Oaxaca.
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Introduccion

El clima es uno de los principales factores que influyen en la distribucion y la diversidad
genética de las especies vegetales, al ejercer una fuerte presion selectiva (Martinez et al.,
2004; Equiarte et al., 2007; Byars et al., 2009; Van-Zonneveld et al., 2009; Sdenz—Romero
et al., 2010; FAO, 2011). Algunos trabajos realizados en herbaceas, plantas lefiosas, en
bosques tropicales, y en bosques de pino—encino, sugieren que la variacion climética en
zonas montafosas afectara la estructura y diversidad genética de las poblaciones (Odland y
Birks, 1999; Williams et al., 2003; Gomez—Mendoza y Arriaga, 2007; Gomez—Mendoza et
al., 2008; Inouye, 2008; ; Séaenz—Romero et al., 2009; Zacarias-Eslava y Del Castillo,
2010; Boehmer, 2011; Montesinos—Navarro et al., 2011; S&enz—-Romero et al., 2012;
Matias y Jump, 2014).

Los gradientes altitudinales imponen condiciones ambientales heterogéneas y junto con la
topografia de los sitios pueden afectar el patron de distribucion y diversidad genética entre
las poblaciones, asi como la cantidad de habitat disponible para las especies (Zhang et al.,
2006; Garcia—Fernandez, 2011). Esto podria conducir a la alteracion de la capacidad
adaptativa de las poblaciones, al ser afectadas por factores evolutivos como la deriva
génica, endogamia y seleccion (Garcia—Fernandez, 2011). Las plantas tienen la capacidad
de responder a los cambios generados en los gradientes a través de la plasticidad (genética),
adaptacion y migracion. (Jump y Pefiuelas, 2005; Gonzalez-Martinez et al., 2006; Aitken et

al., 2008; Byars et al., 2009).

La dispersion de semillas es el medio por el cual las especies vegetales se desplazan a
nuevos sitios (Nora et al., 2011). Paralelamente, con la dispersion de semillas asi como de

polen, ocurre una transferencia de genes de una poblacion a otra (flujo génico). Esto
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implica la donacién de nuevas variantes alélicas a la poblacién receptora (Eguiarte et al.,
2007; Savolainen et al., 2007). En gradientes altitudinales, el desplazamiento de las
especies tiene importantes implicaciones en las zonas marginales o periféricas cuyas
condiciones ecoldgicas pueden ser muy distintas a la de la zona central. Sin embargo,
recibir gran cantidad de material genético de una poblacién que albergue més diversidad a
otra mas pequefia, esto a través de lluvia de semilla o flujo de polen, puede ser un factor
que “empantane genéticamente” la adaptacion de los nuevos sitios. Esto puede suponer la
donacidn de alelos perniciosos o simplemente de alelos no adaptados a las condiciones a la
que son dispersados (Lesica y Allendorf, 1995; Robledo—-Arnuncio y Gonzéles, 2009).
Algunos estudios con marcadores moleculares a lo largo de gradientes han detectado que el
cambio climéatico modifica el patrén de flujo génico. Esto porque las condiciones actuales
climéticas a lo largo de un gradiente altitudinal se desplazardn a otras altitudes, como
consecuencia del cambio climatico. Por lo tanto, el flujo genético puede permitir que
ciertos pisos altitudinales reciban genes provenientes de otras altitudes cuyas condiciones
climaticas se parezcan a las nuevas condiciones climaticas que estan surgiendo, (Zhang et
al., 2006; Ohsawa et al., 2007; Schneller y Liebst, 2007; Trung et al., 2007; Byars, et al.,

2009; Shanjani et al., 2011; Unger et al., 2011).

Transiciones demogréaficas en la estructura genética de poblaciones, por ejemplo, entre
juveniles (brinzales en pinos) y adultos, pueden proporcionar informacion clave acerca de
los papeles relativos que juegan los diferentes factores evolutivos en la estructura genética
y demografica de las poblaciones (Chung et al.,, 2003; Truong et al., 2007). Una
colonizacién reciente, un limitado flujo genético por polen o semilla, baja densidad de

individuos reproductivos o diferentes tasas de sobrevivencia entre genotipos con diferentes
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adaptaciones, pueden actuar en forma aislada o en conjunto para generar una acentuada
diferenciacion en la estructura genética entre poblaciones (Garcia—Fernandez, 2011; Nora
et al., 2011). Por otra parte, si la dispersion de semilla es limitada las mayores similitudes
se observaran entre adultos y brinzales del mismo sitio que entre adultos y juveniles de
sitios diferentes (Chung et al., 2003; Trung et al., 2007). Con depresion endogamica la
frecuencia de homocigotos tiende a disminuir con la edad debido al efecto de la seleccion
natural actuando en contra de homocigotos, de manera que grupos juveniles tendrian en
promedio mayores niveles de homocigosidad que grupos de mayor edad. Si la depresion
endogdmica es mas fuerte en un piso altitudinal que en otro, entonces el piso altitudinal con
mayor depresion endogamica mostrara la mayor reduccion en la frecuencia de homocigotos
en los adultos con respecto a los brinzales (Charlesworth y Charlesworth, 1987; Robinson,

2003; Trung et al., 2007; Charlesworth y Willis, 2009; Garcia—Fernandez et al., 2012).

Algunos estudios de variacion genética a lo largo de gradientes altitudinales reportan que la
diversidad dentro de las poblaciones varia entre los pisos de los gradientes (Sdenz—Romero
y Tapia—Olivares, 2003; Zhang et al., 2006; Byars et al., 2009; Salehi et al., 2011). Segun
estos estudios, la diversidad genética puede mostrar los siguientes patrones: 1) las
poblaciones de altitudes intermedias presentan mayor diversidad en comparacion con las
poblaciones periféricas (Saenz—Romero y Tapia—Olivares, 2003); 2) las poblaciones de
pisos altitudinales superiores tiene menor diversidad que aquellas en la parte inferior del
gradiente (Santiago et al., 2012); 3) las poblaciones de los pisos inferiores presentan la
menor diversidad en comparacion con los pisos superiores (Ohsawa et al., 2007); 4) la
variacion intra—poblacional no es afectada por la altitud (Ohsawa y Ide, 2008). Niveles de

diferenciacion genética entre adultos y brinzales, independientemente de su posicién
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altitudinal, podrian revelar un flujo genético poco restringido entre pisos altitudinales. Por
el contrario, una mayor similitud entre adultos de pisos superiores con brinzales de pisos
inferiores podria revelar que los adultos de pisos superiores contribuyen con mas semilla a
los pisos inferiores que los adultos de pisos inferiores a los pisos superiores. No obstante,
este resultado podria indicar que si el cambio climéatico estd desplazando las condiciones
actuales a altitudes méas elevadas, la dispersion de semilla puede ser un factor que
contribuya a disminuir el potencial adaptativo de las especies al favorecer un movimiento
de genes en sentido contrario al que se requiere por el cambio climéatico (Ohsawa et al.,

2007; Trung et al., 2007).

En el caso particular de coniferas, algunos estudios han demostrado que hay diferencias
genéticas entre las poblaciones ubicadas a lo largo de un gradiente altitudinal, con
variaciones en su estructura genética, es decir, variaciones en las frecuencias génicas o
genotipicas en sus poblaciones (Rehfeldt, 1988, 1989, 1991; S&enz—Romero y Tapia—
Olivares, 2003; Rimieri, 2013). En algunos casos, la mayor diversidad genética en especies
de coniferas, se encontré en poblaciones de elevacion intermedia y disminuye en aquellas
ubicadas en los extremos del gradiente, por lo que la diferenciacion genética es notoria
entre poblaciones marginales y las centrales (Isik y Kara, 1997; Taira et al., 1997; Premoli,
2003; Saenz—Romero y Tapia—Olivares, 2003; Ohsawa et al., 2007; Zhang et al., 2006;
Viveros-Viveros et al., 2010). En otros casos, las poblaciones ubicadas en la cima del
gradiente son las que poseen mayor diversidad genética en comparacion con las ubicadas
en los pisos inferiores (Wen y Hsiao 2001). Con respecto al género Pinus, es posible que la
diversidad genética entre poblaciones esté afectada por barreras fisiograficas presentes en el

gradiente de altitud, y la adaptacién de los individuos a las condiciones climéticas (por
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ejemplo, temperatura y precipitacion) presentes en su habitat (Rehfeldt 1988, 1989; 1991,
Saenz—Romero et al., 2006; Viveros—Viveros et al., 2013). Es importante sefialar que los
estudios en pinos, antes mencionados, analizaron solo individuos adultos, por lo que no se
conoce la cantidad de diversidad genética presente en los brinzales y su contribucion
durante el proceso de regeneracion de sus poblaciones y el bosque. Por ejemplo, en
plantaciones de Pinus pinaster se encontr6 que hay diferencias en la estructura y flujo

génico entre adultos y brinzales durante la regeneracion (Gonzélez et al., 2003).

Ciertos estudios sugieren la existencia de una presion por parte del clima (p.e. temperatura
y precipitacion) en las poblaciones de P. patula, (Dime et al., 1998; Sdenz—Romero et al.,
2010; Séenz-Romero et al., 2011a; Sdenz-Romero et al., 2011b). En condiciones de
crecimiento controlado para P. patula, los individuos provenientes de altitudes inferiores
estdn mejor adaptados a las temperaturas elevadas, que los individuos de altitudes
superiores (Saenz-Romero et al., 2011a; Morales et al., 2013). Por otra parte, los individuos
de esta especie que provienen de altitudes intermedias poseen un mejor desempefio en su
crecimiento en comparacion con aquellos que provienes de altitudes periféricas (Saenz-
Romero et al., 2011b). Sin embargo, no se han evaluado la diversidad, estructura y flujo
genético de las poblaciones de Pinus patula a lo largo de un gradiente altitudinal en

respuesta a cambios en las condiciones de su habitat.

En el estado de Oaxaca, Pinus patula es una especie altamente apreciada y aprovechada por
las comunidades rurales debido a las caracteristicas fenotipicas del pino (p.e. rapido
crecimiento, auto poda, madera blanda, etc.) (Perry, 1991; Castellanos—Bolafios et al.,
2008). El bosque de P. patula, en la zona de Ixtlan de Juarez, Sierra Norte de Oaxaca, cubre

una extensién aproximada de 5 000 ha (Castellanos-Bolafios et al., 2008). Sin embargo, se
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pronostica que para el afio 2030 habria un desplazamiento de al menos 175 m hacia arriba
en las condiciones actuales de precipitacion y temperatura, lo que probablemente afectaré la
distribucion de P. patula en la zona (Zacarias—Eslava y Del Castillo, 2010). Otro escenario
sugiere que para el afio 2050 habria una restriccion en la distribucion de géneros como
Abies y Pinus hacia las clinas superiores de los gradientes de montafias (Gomez—Mendoza,
2008).

Algunos habitantes de Ixtlan de Juarez mencionan que han observado un desplazamiento de
Pinus patula hacia pisos superiores del gradiente altitudinal (comunicacién personal). Esta
observacion preocupa a la comunidad, ya que ésta es la principal especie en su plan de
manejo forestal. Si ocurriera este desplazamiento de P. patula podrian presentarse procesos
de deriva génica y limitacién de flujo génico, lo cual podria afectar la diversidad genética
de la especie y su capacidad adaptativa.. La comparacion de adultos con brinzales podréa dar
pauta de los factores que dominan la estructura genética y con ello tener un fundamento
acerca de la capacidad de dispersion de P. patula en gradientes altitudinales y su influencia
en la adaptabilidad.

Con base en lo precedente, se analiz6 la diversidad, estructura y flujo genético en adultos y
brinzales de poblaciones ubicadas en un gradiente de altitud. Los resultados de este trabajo
permitirdn conocer los procesos por los cuales se da la dispersion y el flujo genético entre
las poblaciones en este gradiente y, por otro lado, ayudaran a disefiar los programas para el

manejo y conservacion de la especie.
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Objetivo
Estimar la estructura y diversidad genética de individuos adultos con respecto a el
establecimiento de individuos juveniles dentro y entre poblaciones de Pinus patula Schl. et

Cham. en tres pisos altitudinales en una zona montafiosa en Ixtlan de Juarez, Oaxaca.

Objetivo especifico
Estimar el flujo genético dentro y entre poblaciones de Pinus patula Schl. et Cham. en tres

pisos altitudinales en una zona montafiosa en Ixtlan de Juarez, Oaxaca.

Materiales y métodos

Area de estudio

Ixtlan de Juéarez es una comunidad Oaxaquefia con actividad forestal que posee una
superficie de 19 440 ha (Smart Wood Program. 2001; Ruiz, 2010). La comunidad se ubica
entre las coordenadas de 17°18°16°°—17°34°00°" de Latitud Norte y 96°31°38°°-96°20°00"’
de Longitud Oeste. Presenta una topografia muy accidentada cuyas pendientes mas
frecuentes fluctdan en un rango del 40 al 60% y una altitud de entre los 1 900 a los 3 125 m
s.n.m. La precipitacién pluvial varia de entre los 900 mm a los 1 100 mm al afio y una

temperatura promedio anual de 20° C (Smart Wood Program. 2001; TIASA, 2003).

Ixtlan de Juarez tiene inventariadas 9 435 ha de bosques mezclados de pino—encino, en

donde Pinus patula esta presente como especie dominante en 5,131 ha, seguida por P.
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oaxacana Mirov en 2,114 ha, P. pseudostrobus Lindl. en 346 ha, P. douglasiana Martinez
con 463 ha, P. ayacahuite C.A. Ehrenb. en 200 ha, P. teocote Schltdl. et Cham. en 800 ha,
P. rudis Endl. en 281 ha, y P. leiophylla Schiede & Deppe en 100 ha (Castellanos—Bolafios

etal., 2010).

Especie de estudio

Pinus patula es una especie forestal de rapido crecimiento, de hasta 40 metros de altura,
con una corteza rojiza, y hojas verde—amarillentas caidas. Esta especie monoica es
polinizada por el viento. Las semillas son dispersadas por gravedad, viento o roedores. P.
patula se distribuye en México desde el estado de Tamaulipas hasta Oaxaca y Chiapas, con
una amplitud en zonas de manejo de entre los 1500 a los 3100 metros sobre el nivel del mar
y en areas conservadas de entre los 2200 a 2800 m s.n.m. El h&bitat de la especie se
encuentra en zonas montafiosas con climas hdmedos (precipitaciones de 1000-1500
milimetros anuales) (Look ,1977; Farjon et al., 1997; Veldzquez et al., 2004; Castellanos—

Bolarfios et al., 2008).

Colecta del material bioldgico vegetal

Entre el afio 2013 y 2014, se colectaron aciculas (hojas) de un total de 152 individuos de P.
patula, distribuidos en tres sitios (pisos) de muestreo fuera de las areas de manejo forestal y
localizados en la misma exposicion de la montafia (noroeste). (2 400, 2 750 y 3 100 m
s.n.m.). Las distancias geograficas y de altitud se determinaron con el Sistema de
Posicionamiento Global (GPS Garmin 60 Csx) (Figura 1). En cada piso altitudinal se

seleccionaron al azar 25 individuos adultos de Pinus patula, con un diametro a la altura de
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pecho (DAP) mayor a los 15 cm, y 25 individuos de regeneracion natural (brinzales con un
DAP menor a los 10 cm). Los individuos muestreados estuvieron separados entre ellos por
al menos 20 m de distancia. Se seleccionaron hojas sanas, no plagadas, ni enfermos o
secos. Las muestras se guardaron en bolsas ziploc para después ser almacenadas a —20 ° C

hasta la extraccion del ADN.

Ixtlan de Juarez

Figura 1. Macro y micro ubicacion de las poblaciones muestreadas en Ixtlan de
Juarez, Oaxaca.

Analisis Genético

Extraccién de ADN y analisis de fragmento tipo microsatélites
El ADN fue extraido con el protocolo FastDNA SPIN kit y el equipo FastPrep® (MP
Biomedicals, USA) (Apéndice i). La concentracion y pureza del ADN se cuantificd con el
Biofotometro Eppendorf, a una absorbancia de 260/280% (Apéndice ii). Se seleccionaron
siete oligonucledtidos con base en la literatura (Elsik et al., 2000; Alfonso—Corrado et al.,
2014) para obtener fragmentos tipo microsatélites y analizar los locus de las poblaciones.

Estos oligonucledtidos son de transferencia, debido a que fueron disefiados para Pinus
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taeda (Elsik et al., 2000), el cual es cercano filogenéticamente a P. patula (subseccion
Australes) (Gernandt et al., 2005). De acuerdo la claridad de resolucién y grado de

polimorfismo, los loci seleccionados para este estudio fueron: ptTX2037, ptTX2123,

Cuadro 1. Oligonuclettidos probados para la amplificacion de fragmentos tipo
microsatélites para Pinus patula

No. de T° C) T°(°C) de  Rango de
Locus acceso a Secuencia del Primer (5'-3") alineacion  tamario Motivos
reportada
GenBank final (bp)

F) GCCTTTAGATGAATGAACCCA

PITX203  Ari43059 ) 63 50 197261 (GTGA)(GT)w

7 R) TAAGCGGGATATTATAGAGTTT

F) GAAGAACCCACAAACACAAG

ptT)§212 AF143960 R)) GGGCAAGAATTCAATGATAA % 50 2u2T (AGCHGECAGT

F) TCTCAGCAGCAGCAACAGCGACAGT

ptT)2(214 AF143962 57 52 244274 (AGC);GGC(AGC)s
R) CGACGGAAGCACCCCTACCCATCTC
F) GGCCTCTCCAGTTGCTCAT
PTX30L  p\ppoger ©) 63 50 205-222 (GAT),
7 R) AAGATAAAGAAAGTTGGAAGAC
F) GTCGGGGAAGTGAAAGTA
PITX302  pp1pooe F) 65 55 194215 (CAA),
0 R) CTAGGTGCAAGAAAAGAGTAT
F) CACGCTGTATAATAACAATCTA
PITX302  \c1gagrg 7 59 45 250-280 (CAA),
5 R) TTCTATATTCGCTTTTAGTTTC
F) CGTTTGGAGCACTACTTT
PITX303  pri4a07s ) 51 50 101179 (GA)s...(CAA)s
7 R) AAGTCACTTAATGCAATATGTA

T° (°C) = Temperatura de alineacion, bp=pares de bases. Cuadro modificado de Elsik et al., 2000.

PtTX2142, ptTX3017, ptTX3020, ptTX302, y ptTX3037 (Cuadro 1).

Para amplificar los loci se empled la técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(PCR) pare ello se usé un volumen de 25 pl (kit MyTag™ DNA Polymerase Bioline)
consistente en: 5 pl de 5MyTaq Buffer, 1 pl del primer Forward marcado con fluorocromo
HEX o FAM, 1 ul del primer Reverse, 0.2 ul Tag Polimerasa, 15.8 pl de H,O estéril, y 2 pl
de DNA molde. La amplificacion se realizé en un con el equipo GeneAmp ® PCR System
2700 Termociclador (Applyed Biosystems) se estandarizd las temperaturas de alineacion
con intervalos de cinco grados con respecto a la temperatura reportada (Elsik et al., 2000).

El perfil béasico de ciclo del termociclador usado fue: i) 94° C durante tres minutos para la
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iniciacion, ii) 94° C por 10 segundos para la desnaturalizacion, iii) temperatura de
alineamiento especifica para cada par de oligonucle6tidos por 10 segundos, iv) 72° C por

10 segundos para la extension por 34 ciclos, y v) 72° C por cinco minutos para el cierre

(Figura 2).
o ° T° de
94 94 alineamiento R
ifi 72° 72
03:00 00:10 especifica para
’ ’ cada par de
primers 00:10 05:00
00:10
T° de
Desnaturalizacién Extension Extension almacén
Final 4°
co —
(Inicio de ciclo) (Repeticién de 34 ciclos) (Cierre de ciclo)

Figura 2. Esquema de las etapas del termociclador y PCR para la replicacion del ADN
de Pinus patula.

Los productos de PCR se corrieron electroforéticamente en geles de agarosa a 1.4 % en
TBE 0.5X, a 110 Volts durante 45 minutos. Posteriormente los geles se tifieron con GelRed
Nucleic Acid (Biotium) a una concentracién de 3X durante 30 minutos en un agitador a
baja velocidad (100 rpm). Los geles tefiidos fueron observados con una lampara de luz
ultra violeta (UV) y Las bandas visualizadas en los geles fueron analizadas con el programa
ImageJ 1.47 (Rasband, 1997) para la determinacion de las diluciones de las muestras (1/10
pl; 1/15 ul; 1725 pl; /50 ul, sin diluir 1 pl, 2 pl, 3 pl, 4 pl y 5 ul) (figura 3).
Posteriormente, cada amplicon se prepard para ser analizado por el equipo Hitachi Modelo

3130xI Genetic Analyzer de Applied Biosystems, de la siguiente manera: 1l del amplicon,
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9 pl de Hi-Di formamida y 0.3 pl de ROX500. Las muestras asi preparadas se enviaron a
analizar al Laboratorio de Bioguimica Molecular, Unidad de Biotecnologia y Prototipos
(UBIPRO) en la Universidad Nacional Autonoma de México FES-Iztacala. Esto con la

finalidad de obtener electroferogramas de analisis de fragmento tipo microsateélites.

I\ Plots of P1050353
650x343 pixels, 6-h, 216K

P1060363.JPG; Uncalibrated

-

A e b -
— 28 3 G G /AN B

Figura 3. Ejemplo de la determinacion de concentraciones e intensidad de las bandas de
los amplicones con el programa ImageJ 1.47V. a) ejemplo de amplicones, b) ejemplo de

porcentajes para la realizacion de diluciones.

Los electroferogramas de los siete oligonucle6tidos, producto de la electroforesis capilar
realizada por el analizador de fragmentos, se examinaron con el programa Peak Scaner,
version 2.0 (Applied Biosystems, 2012). Con el programa se determiné los genotipos de los
siete loci para las seis poblaciones. La lectura de los genotipos se llevé a cabo en base a la
repeticion de los motivos y del tamafio de pares de base reportado en cada locus. Se puso
particular énfasis en evitar la genotipicacion de picos que resultan del tartamudeo genético
que es comun en la amplificacién de marcadores como los microsatélites. Los genotipos
generados para cada locus se adecuaron en una matriz especial para el analisis de cada uno

de los programas estadisticos genéticos.
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Andlisis estadisticos de datos genéticos

Diversidad genética

Se estimaron los pardmetros para conocer la diversidad total y promedio de las seis
poblaciones por locus: nimero total de alelos detectados (Na), niUmero de alelos Unicos
(Ny), nimero de alelos efectivos (Ng), la riqueza alélica basada en un tamafio minimo
poblacional de 7 individuos diploides (As), la heterocigosidad esperada (Hg) y observada
(Ho) por cada locus por sitio y el porcentaje de polimorfismo por cada locus. Estos
pardmetros se calcularon mediante los programas: FSTAT 2.9.3.2 (Goudet, 2002), Arlequin

3.5.1.2 (Excoffier y Lischer, 2010) y GenAlEx 6.5 (Peakall y Smouse, 2012).

Estructura genética entre poblaciones

Para el analisis de la estructura genética se usaron los indices de fijacion. El coeficiente de

diferenciacion genética entre poblaciones (Fgy =1 — ?), coeficiente de endogamia de
T

poblaciones (Fig =1 — %)y coeficiente de endogamia total (Fp = Fis +[(1—
S

Fis) Fsr ]) fueron estimados con el programa FSTAT (Goudet, 2002) y Arlequin (Excoffier
y Lischer, 2010), donde: H,: Heterocigosis observada en una subpoblacién. Hs:
Heterocigosidad que podria esperarse si la poblacion se encuentra en equilibrio de Hardy—

Weinberg. y Hr: Heterocigosis esperada de la poblacion total (Freeland, 2005).

El nimero de migrantes por generacion (Nm) se estimé con el algoritmo de Wright [(1-
Fst) / (4*Fsr)] para los indices de coancestria (Fst) entre pares de las poblaciones. Este
modelo contrarresta a los indices de fijacion de endogamia entre poblaciones (Fs) y el total
(Fit), porque revela si en la poblacion existe un elevado flujo génico, previendo la

consanguinidad (Hartl, 2000).
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Resultados

ADN extraido

El ADN promedio total obtenido de las aciculas fue de buena calidad (Figura 4), con una

concentracion de 63.85 ng / pl, y una pureza de 1.56 (Cuadro 1), pues en ambos casos se

obtuvieron valores éptimos sugeridos para la amplificacion (concentracion minima optima

= 40 ng / pl; pureza minima optima = 1.8) (Querci et al, 2007). El sitio que presenta la

mayor concentracion y pureza, entre adultos y brinzales en conjunto, es el piso bajo de 2

400 m. La concentracién mas alta de ADN en adultos, se encuentra en el piso medio de 2

750 m, mientras que en los brinzales, la mayor concentracién de ADN se observé en el sitio

medio. La concentracion de ADN tendid a disminuir hacia sitios mas elevados. Dentro del

mismo piso altitudinal, los adultos mostraron la menor concentracion de ADN en

comparacion con los brinzales del mismo piso.

Cuadro 2. Promedio de concentracion y pureza del ADN obtenido en los

sitios muestreados.

Concentracién de ADN

POBLACION Pureza de ADN 260/280
(ng/ul)

Sitio Alto Adultos (3100) 31.98 1.56
Sitio Alto Brinzales (3100) 47.49 1.58
media 39.73 1.57
Sitio Medio Adultos (2750) 59.02 1.53
Sitio Medio Brinzales (2750) 85.82 1.44
media 72.42 1.49
Sitio Bajo Adultos (2400) 74.63 1.65
Sitio Bajo Brinzales (2400) 84.18 1.68
media 79.41 1.66
media Total 63.85 1.56
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Subpoblacién’ Subpoblacién Subpoblacién
3100 2750 2 400

Figura 4. Muestra de ADN corrido en un gel de electroforesis al 1% de agarosa y

tefiido en gel rojo.

Fragmentos tipo microsatélites

Los siete oligonucleétidos probados amplificaron en P. patula y resultaron polimdrficos. La
determinacion de la temperatura de alineacion (Tm) de cada uno de los siete cebadores,
requirio de un gran nimero de horas de laboratorio. Las casusas principales fueron: i) los
oligonuclettidos usados son de transferencia, disefiados para otra especie (Pinus taeda)
(Elsik et al., 2000), ii) las condiciones de laboratorio y equipo de laboratorio, fueron
diferentes con respeto a las reportadas. En la figura 5, se observa una muestra de

amplicones obtenidos.

Al A2 A3 A4 AS A6 A7 A8 A9 AL0ALL A12 A13A14 A15AL6 AL7 ALS A19 A20 A21 A22 A23A24 A5 s
251 ¥

v - - o
| 4
i
| B .
Martes 07 / Octubre / 2014
AMPLICON ptTX 3020 a M e
Subpoblacién 3100 - Adultos (A)
2 pl Loading Buffer Kit hiper ladder+ 5 pl Producto PCR
Gel (1.4%): 190 m) TBE 0.5X + 2.66 gr Agarosa (111 volts por 45 minutos)
30 minutos en GelRed (1er Uso)

ol M WIS GINR AP WD . N S e T e o e B o o e,

Figura 5. Ejemplo de un producto de una amplificacion por PCR. Amplicon del

oligonucleotido ptTX3020, visualizado en gel de agarosa al 1.4%.
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Los archivos generados, por el equipo de electroforesis capilar y analizador de fragmentos,
mostraron una buena resolucion del tamafio de los picos en pares de bases (Figura 6). La

matriz genotipificada mostro buenos resultados para la diversidad y estructura genetica.

il Plot view Data: Analyzed - EECEICAM 5 LX) L Mode: Basepairs ~ o it [}
147 FL8_HEX 2014-00-12 HO5 015.6sa Analyzed Dal
2658 2668 26738 2688 2608 2708 718 Dye Legend
| 16000 [m m 10 Fi8_HEX 2014-09-12 HO
5000 [1s000|m W 10 | F18_HEX_2014-09-12_HO,
4000 (12000
| 10000
000 |-s000
2000 5000
—~ 4000
1000 7N F
/ . |- 2000
/ " L
ol S " 0 <
Show: Show All Peaks - H e
Dye Color [Dye/Sample Peak | Sample File Name Size Height Areain Point | Area in BP Data Point | Begin Point [Begin BP
43 [] 6,27 FI8_HEX_2014-09-12_HO5 0156sa 126,624 161 4993 225 5352 5323 1253533
49 "] 6,28 FI8_HEX_2014-09-12_HO5 0156sa  244.1385 7 681 2 8008 7995 2435765
50 ] 6,29 F18_HEX_2014-09-12 HO5 0156sa 2451321 205 452 105 8031 8017 2445274
51 ] 5,30 FI8_HEX_2014-09-12_H05_0156sa  246.0816 156 1873 80 8053 8043 2456501
52 ] 6.3 FI8_HEX_2014-09-12_HO5_0156sa  264.2645 n3 1814 68 8516 8504 2638083
53 ] 6,32 F18_HEX_2014-09-12_HO5_0156sa 2651381 1335 16561 628 8539 8524 264.5685
54 £ ] G 33 F18_HEX_2014-09-12_H05_015 fsa 1501 19671 745 8563 8550 2655556

Figura 6. Ejemplo de un electroferograma (fragmento tipo microsatélite nuclear)

visualizado con el Software Peak Scanner Version 2.0.

Diversidad genética

Los siete loci de microsatélites utilizados presentaron un total de 63 alelos en los 152
individuos de Pinus patula examinados. Estos loci permitieron diferenciar 298 genotipos
multilocus. El locus ptTX3037 presentd el mayor nimero de alelos (Na = 16.83), mientras el
locus ptTX3017 presentd el menor valor (Na = 2.83) (Cuadro 3). Cinco de las seis
poblaciones analizadas presentaron 100 % de polimorfismo en todos sus loci, solo la
poblacion de adultos del piso altitudinal 3 100 m s.n.m. presentd 85.71% de polimorfismo

(cuadro 4).
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Cuadro 3. Diversidad genética obtenida de siete microsatélites polimorficos en seis
poblaciones de Pinus patula en un gradiente altitudinal en Ixtlan de Juarez, Oaxaca. Donde,
Na: Numero de alelos por locus; Hr: heterocigosis esperada total por locus, Fis: coeficiente de
endogamia intra—poblacional; Fr: coeficiente de endogamia poblacional total; Fsr coeficiente de

similitud.

Locus Na Hy Fis Fir Fst
ptTX2037 6.33 0.798 0.148 0.294 0.171
ptTX2142 35 0.472 0.297 0.563 0.378
ptTX3020 4.5 0.703 0.019 0.281 0.267
ptTX3025 4.33 0.67 -0.125 -0.03 0.085
ptTX3017 2.83 0.549 0.679 0.795 0.363
ptTX3037 16.83 0.938 -0.012 0.037 0.048
ptTX2123 3.66 0.561 -0.622 -0.594 0.017

Cuadro 4. Porcentaje de polimorfismo obtenido
de siete loci para seis poblaciones de P. patula en
un gradiente altitudinal.

Poblacion Altitud (m s.n.m.) %P
Adultosl 3100 85.71%
Adultos2 2750 100%
Adultos3 2400 100%
Brinzalesl 3100 100%
Brinzales2 2750 100%
Brinzales3 2400 100%

En el sitio medio del gradiente, tanto los adultos como los brinzales, presentaron los valores
mas altos de namero de alelos, nimero de alelos Unicos, numero efectivo de alelos y
diversidad alélica. En cambio, en el sitio bajo, se observaron los valores mas bajos para los

parametros anteriores, tanto en adultos como en brinzales (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Diversidad genética

de seis poblaciones de P. patula en un gradiente
altitudinal. Ay: Alelos Unicos en la poblacion; Ng: Numero efectivo de alelos en la
poblacion; As: Diversidad alélica por poblacion; Ho: heterocigotos observado; He:
heterocigotos esperados; Fs: coeficiente de endogamia intra—poblacional; cDesviacion

estandar.

Poblacién Ay Ne c Ag Ho (o] He c Fis c

Agf(')tgs 4 367 159 3894 049 014 053 01 007 021

Bré%%'es 1 427 169 4352 052 012 059 009 014 0.15
Media 25 3.97 412 051 0.56 0.1

Ag;’;tgs 5 426 175 4709 067 014 061 007 -005 021

Brg;zg(‘:es 5 402 139 4727 06 012 062 007 005 017
Media 5 414 472 063 0.61 0

Ag:ggs 1 249 072 3387 048 014 046 009 007 0.19

Br%a(:es 0 252 051 3666 057 012 052 008 -009 0.16
Media 05 25 353 052 0.49 -0.01
“42?;? 267 354 128 412 055 013 055 009 003 0.18
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Estructura poblacional

La existencia de valores atipicos en ptTX2037 y ptTX2123, particularmente en Fs sugiere
que las fuerzas evolutivas estén posiblemente afectando a estos genes quizds por su
cercania con algun locus afectado por seleccion vy, particularmente, por depresion por
endogamia (valores negativos de Fs). Esto queda sustentado por los valores elevados y
negativos de Fis lo que sugiere exceso de heterocigotos. Esto es totalmente opuesto a lo
observado en los otros cinco marcadores microsatélitales. Con base en lo precedente, se
decidi6 analizar por separado estos dos loci atipicos (Bossart y Prowell, 1998). También se

determinaron los indices de fijacién para los loci para todas las poblaciones.

Cuadro 6. indices de fijacidn para los siete loci para toda la poblacién
de P. patula en el gradiente altitudinal, Ixtlan de Juarez.

Locus Fir Fst Fis
ptTX2142 0.311 0.181 0.158
ptTX3020 0.608 0.418 0.326
ptTX3025 0.306 0.286 0.028
ptTX2037 0.002 0.088 -0.094
ptTX3017 0.826 0.444 0.686
ptTX3037 0.046 0.033 0.013
ptTX2123 -0.587 0.013 -0.607

Nota: F;: indice de endogamia para toda la poblacion, Fs: indice
coancestria, Fs: indice de endogamia

En la matriz de cinco loci (ptTX2142, ptTX3020, ptTX3025, ptTX3017 y ptTX3037)
(Cuadro 7), para el coeficiente de similitud (Fst), se observé en las poblaciones de cada
piso altitudinal del gradiente, una similitud genética entre los individuos brinzales con
respecto de los individuos adultos del mismo piso. A su vez Los individuos adultos del piso

superior presentaron una mayor similitud con los brinzales del piso inferior. Valores de Fst
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cercanos a cero denotan similitud, a medida que se incrementa los valores, existe una

mayor disimilitud genética entre las poblaciones (Allendorf et al., 2013).

Se estimaron valores de indice de endogamia intra-poblacional (Fs) de adultos y brinzales
por poblacion para estimar en que piso altitudinal existe la mayor endogamia (Cuadro 7).
Con estos valores también se compard la endogamia presente entre adultos y brinzales
dentro y entre poblaciones. La menor endogamia intra—poblacional se encontrd en el piso
intermedio; mientras que en el piso superior se observd una mayor endogamia, y aqui, los

brinzales presentaron un valor mas alto de Fs en comparacion con los adultos.

Cuadro 7. indice de fijacion endogamica por poblacion (Fs) para cinco loci.

Adultos Brinzales Adultos Brinzales Adultos Brinzales

Locus 3100 3100 2750 2750 2400 2400

2142 0.497 0493  -022  -0.014  0.362 0.085

3020 no 0476  -018  -0.114 1 0.656
determinable

3025 -0.433 0388 0307 0315 0.1 -0.259

3017 1 0.478 1 0761  -0.056  -0.037

3037 0.085 0072  -0.044 -0.071 0.06 -0.021

Mediapor 4 5qg 0.341 0.09 0.126 0.179 0.1

poblacion

Media por 0.3195 0.108 0.1395

piso altitudinal

Con respecto a los valores de coancestria entre los adultos y brinzales de las tres
poblaciones calculados a partir de los cinco microsatélites neutros (cuadro 8 y 8.1) se puede
observar de manera general que: (1) hay mayor similitud genética entre brinzales que entre

adultos. (2) Los adultos y brinzales del mismo piso altitudinal son los pares que muestran
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mas similitud genética. (3) El grupo que sigue en similitud genética es el de los brinzales de
pisos inferiores con adultos de pisos mas elevados. (3) Los pares més disimilares fueron

aquéllos entre adultos de pisos mas bajos con brinzales de pisos mas elevados.

Cuadro 8. Matriz de coeficiente de coancestria (Fsr) por pares para 5 loci (ptTX: 2037,
2142, 3020, 3025, y 3017) en las seis poblaciones de Pinus patula en el gradiente
altitudinal, Ixtlan de Juarez.

Poblacion Adultos  Adultos Adultos Brinzales Brinzales Brinzales

3100 2750 2400 3100 2750 2400
Adultos 3100 | 0.00 0.16 0.36 0.03 0.11 0.22
Adultos 2750 | 0.16 0.00 0.42 0.16 0.02 0.33
Adultos 2400 | 0.36 0.42 0.00 0.27 0.39 0.14
Brinzales 3100 | 0.03 0.16 0.27 0.00 0.11 0.10
Brinzales 2750 | 0.11 0.02 0.39 0.11 0.00 0.29
Brinzales 2400 | 0.22 0.33 0.14 0.10 0.29 0.00

Cuadro 8.1. Cuadro de comparacion y sumatoria de valores de Fst por pares de adultos y brinzales
en los tres pisos del gradiente para cinco loci.

2 Fsr por pares: adultos (3100 y 2750) y brinzales (2750 y 2400) 0.66
2 Fsr por pares: adultos y brinzales de cada piso 0.20
2 Fsr por pares: adultos (2750 y 2400) y brinzales (3100 y 2750) 0.83

Cuadro 9. Matriz de coeficiente de coancestria (Fst) para 2 loci en las seis poblaciones de
Pinus patula en el gradiente altitudinal, Ixtlan de Juérez.

Adultos  Adultos Adultos Brinzales Brinzales Brinzales

3100 2750 2400 3100 2750 2400
Adultos 3100 | 0.00 0.05 0.08 0.00 0.02 0.02
Adultos 2750 | 0.05 0.00 0.17 0.02 -0.01 0.09
Adultos 2400 | 0.08 0.17 0.00 0.09 0.11 0.01
Brinzales 3100 | 0.00 0.02 0.09 0.00 0.00 0.03
Brinzales 2750 | 0.02 -0.01 0.11 0.00 0.00 0.05
Brinzales 2400 | 0.02 0.09 0.01 0.03 0.05 0.00

Cuadro 9.1. Cuadro de comparacion y sumatoria de valores de Fsr por pares de adultos y brinzales
en los tres pisos del gradiente para dos loci.

2 Fsr por pares: adultos (3100 y 2750) y brinzales (2750 y 2400) 0.13
2 Fsr por pares: adultos y brinzales de cada piso 0.0
2 Fsr por pares: adultos (2750 y 2400) y brinzales (3100 y 2750) 0.22
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Los indices de fijacion para la poblacion total (adultos y brinzales) en todo el gradiente
altitudinal y calculados a partir de los cinco microsatélites neutros, se muestran en el
Cuadro 10.
Cuadro 10. indices de fijacion para toda la poblacion total (adultos y
brinzales) con base en los cinco microsatélites neutros a la seleccion. Donde,

FIT: indice de endogamia para toda la poblacién, FST: indice coancestria, FIS:
indice de endogamia, o: desviacion estandar. P:

FIT FST FIS Valorde P
Media total de la poblacién 0.356* 0.234* 0.15* P>0.005
c 0.137 0.082 0.1

Con respecto al flujo génico (Nm), se calcularon los valores con base en los indices de
coancestria (FST) por pares para cada poblacién (adultos y brinzales) (Cuadro 11). En estos
datos se puede apreciar que el mayor valor de flujo génico se presentd entre adultos y

brinzales del piso 2750, seguido del piso 3100 de la misma comparacion.

Cuadro 11. Flujo génico de seis poblaciones de P. patula para cinco loci
basado en Fsr por pares. Donde, Fsr= Indice de fijacion de coancestria, y
Nm= Numero efectivo de migrantes

Brinzales Nm

3100 8.08

3100 2 750 2.02

2 400 0.89

3100 1.31

Adultos 2 750 2 750 12.25
2 400 0.51

3100 0.68

2 400 2 750 0.39

2 400 1.54
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En el dendrograma de las distancias génicas se puede observar una relacién cercana entre
los individuos adultos y brinzales de los pisos 2 750 y 3 100 m. mientras que la poblacion
de 2 400 m fue la més alejada. (Figura 7). No obstante, al visualizar solo brinzales se
observé que los individuos juveniles de los pisos 3 100 m y 2 400 m estan relacionados

genéticamente. Mientras que en los adultos las distancias génicas son mayores (Figura 8).

0.800 0.600 0.400 0.200 0.000

—— 1 Adultos (3 100 m)

L— 4 Brinzales (3 100 m)

—— 2 Adultos (2 750 m)

— L 5 Brinzales (2 750 m)

3 Adultos (2 400 m)

6 Brinzales (2 400 m)

Figura 7. Dendrograma de distancias genéticas para las seis poblaciones en el gradiente
altitudinal de Pinus patula en Ixtlan de Juarez.
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1,100 0.825 0.550 0.275 0.000

1 Adultos (3 100 m)
a)

2 Adultos 2750 m)

3 Adultos (2400 m)

1 Brinzales (3 100 m)

3 Brinzales (2400 m)

2 Brinzdles (2750 m)

Figura 8. Dendrograma de distancias genéticas para las tres poblaciones de Pinus patula para
a) adultos y b) brinzales en el gradiente altitudinal en Ixtlan de Juarez.
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Discusion

Concentracion de ADN entre poblaciones del gradiente altitudinal

La concentracion de ADN de los individuos de Pinus patula, disminuyé al aumentar la
altitud. Este patron puede deberse a que en los sitios mas altos del gradiente haya una
mayor disposicién de agua (Mondragon—-Chaparro et al., 2006; Zacarias—Eslava y Del
Castillo, 2010), lo que puede influir en el metabolismo y tamafio de las células y por lo
tanto en la concentracion de ADN. En otras palabras, cuando existe mayor humedad
relativa en el ambiente, las células pueden aumentar més el tamafio de su citoplasma con
respecto nucleo. Esto implica concentraciones bajas de ADN por una unidad de tejido. Por
el contrario, a menor humedad relativa en el ambiente, mayores concentraciones de ADN
se detectaran por unidad de tejido, porque habra menos citoplasma y menor tamafio de
vacuolas en la células, mientras que el contenido de ADN es generalmente invariable en la
células (Lehninger, 2004). Al comparar a los individuos juveniles con respecto a los adultos
en los tres pisos altitudinales, se observa que los brinzales poseen concentraciones de ADN
mas altas que los adultos (Cuadro 2). Esto puede explicarse porque existe una mayor
division celular en los brinzales, mientras que en los adultos, la tasa de reproduccion celular
es menor Yy el crecimiento se hace mas por expansion de las células a través de sus vacuolas
principalmente que almacenan agua en su interior, que por division celular (Benech-

Arnold y Sanchez, 2004).

Microsatélites nucleares neutros a la seleccion
En el presente estudio, los microsatélites examinados fueron altamente polimérficos al

presentar un gran numero de alelos detectados por locus. En el locus ptTX3037 se detectd
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la mayor diversidad genética. Esto con respecto a otros trabajos reportados con condiciones
similares (apéndice iii). El alto polimorfismo puede deberse a la estructura de los motivos
(Cuadro 1), motivos perfectos (trinucleotidos) e imperfectos (motivos di vy
tetranucleotidos), lo que proporciona una alta variacion a los marcadores (Véazquez y
Morales, 2014). No obstante, dos de los siete loci resultaron ser probablemente afectados
por la seleccion indirectamente, quizés, por su proximidad fisica con genes afectados por
seleccion (ptTX2037 y ptTX2123) que pudieran causar ligamiento factorial con esos loci.
Combinar datos de locus discrepantes causa errores de estimacion y puede revelar que los
supuestos basicos de neutralidad o equilibrio genético (locus afectados por seleccién) hayan
sido violados (Bossart y Prowell, 1998). Una posible explicacion del ligamiento es que las
condiciones ambientales altamente heterogéneas impuestas por gradientes altitudinales
pueden afectar a los sitios neutrales estrechamente vinculados al sitio en la seleccion
(Zhang et al., 2006). Es decir, las fuerzas evolutivas estan posiblemente afectando a genes
cercanos con algin locus afectado por seleccion y, particularmente, por depresion por
endogamia. Esto queda sustentado por los valores elevados y negativos de Fis (Cuadro 6),

lo que sugiere exceso de heterocigotos, resultado de una posible depresién endogamica.

Estructura, diversidad y flujo genético dentro y entre poblaciones en el gradiente

altitudinal

En los tres pisos del gradiente las poblaciones exhibieron una alta diversidad genética
dentro de las poblaciones y una moderada diferenciacion entre las poblaciones. Este patron
se ha observado en la mayoria de las especies arboreas y se presume que se debe a su
sistema anemaocoro de dispersion de polen y semilla (Zhang et al., 2006; Truon et al., 2007,

Salehi et al., 2011). La mayor diversidad, entre los tres pisos altitudinales, se observo en el
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sitio medio (2 750 m). Este mismo patron de mayor diversidad en los sitios intermedios se
ha reportado en otros estudios en gradientes altitudinales (Jump et al., 2003; Saenz-
Romero-Tapia—Olivares, 2003; Ohsawa et al., 2007). Una de las causas de este patron
puede deberse a que las poblaciones periféricas estén méas restringidas y se ubiquen en
condiciones en las que la seleccion sea mas intensa (Lammi et al., 1999). No obstante, la
poblacion del piso superior (3 100 m) presentd valores de diversidad genética cercanos al
piso intermedio, lo que puede indicar 1) que la poblacion recibe genes de los pisos
inferiores del gradiente y 2) que existen las condiciones para que los individuos se
desarrollen favorablemente, producto de un posible desplazamiento de las condiciones
ambientales (Saénz—Romero et al., 2011a y 2011b). Con respecto a el piso inferior (2 400
m), se observo que posee la menor diversidad, el menor nimero de alelos Gnicos y menor
namero efectivo de alelos en la poblacion. Esto pudiera ser causado i) por encontrarse en un
area mas restringida y por tanto tener una menor tasa de migracion de los otros sitios. ii)
Que el tamafio efectivo de la poblacién sea pequefio y por tanto fuerzas evolutivas como la
deriva estén eliminando a los alelos Unicos, los cuales pueden favorecer a la poblacion ante
fendmenos perniciosos como el cambio climético (Lamy et al., 1999; Wahid et al., 2004).
El indice de similitud entre las poblaciones fue significativo y mostrd una diferenciacion
genética a lo largo del gradiente (Fst = 0.234). No obstante, Lammi y colaboradores (1999)
encontraron que una alta diferenciacion genética entre las poblaciones (Fst = 0.430) refleja
una limitacion del flujo génico entre las poblaciones y que por tanto al menos una de las
poblaciones esté mas aislada de las otras. En el presente estudio no se detectd ninguna
poblacion aislada de las demas, lo que se comprueba con un flujo génico no restringido
entre las poblaciones y entre los estadios de la poblacion. Con respecto al grado de

similitud genética (Fsr) por pares entre los adultos y brinzales de diferentes pisos
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altitudinales, se observd una mayor cercania genética entre los adultos de altitudes
superiores y los brinzales de altitudes inferiores. Esto podria deberse al sistema de
dispersion de las semillas del pino. A pesar de que las semillas de pino presentan alas para
facilitar la dispersion por viento, la fuerza de gravedad puede influir también en su
dispersion. (Velazquez et al., 2004; Rzedowski, 2006). Las alas sélo contribuyen a reducir
la velocidad de caida. De esta manera, es probable que las semillas de los pisos superiores
hayan llegado a los pisos inferiores y aporten genes a la poblacion al mostrarse una

similitud en los brinzales de las poblaciones periféricas.

Por otro lado, se not6 un mayor distanciamiento genético entre los adultos de los pisos
altitudinales inferiores y los brinzales de los pisos altitudinales superiores. Estos datos
parecen indicar que existe una limitada migracion de semillas de las partes inferiores hacia
las partes altas, tal vez por tener la gravedad en contra. Ademas, los vientos son mas
fuertes en las areas superiores en comparacion con las areas inferiores. Por otro lado, los
brinzales del piso superior e inferior tienen una mayor similitud genética que entre los
individuos adultos. Estos resultados pueden sugerir que el flujo génico esta homogenizando
a las poblaciones a lo largo del gradiente, principalmente por la donacién de genes de los
pisos superiores al piso inferior. Aunado a lo anterior se encontr6 en la poblacion superior
mayores valores del coeficiente de endogamia (Fs), producto de un limitado flujo génico y
una posible deriva génica, por lo que los individuos del piso superior (3 100 m)
posiblemente se esten entre cruzando, lo cual incrementala homocigocidad. Los resultados
parecen indicar que en el futuro, ocurrird una homogenizacién genética entre las
poblaciones. Sin embargo, dado que existen proyecciones de cambio climéatico y que al

parecer las condiciones actuales se desplazaran hacia los pisos mas altos (Zonneveld et al.,
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2009; Zacarias—Eslava y Del Castillo, 2010), y junto con las fuerza evolutivas se depuraran
a los individuos con los genes menos propicios para esas nuevas condiciones, como seria el
caso de la poblacion inferior (2 400), lo cual repercutiria en el futuro de la poblacion

natural de P. patula.

Se estim6 que la fuente principal de semillas y genes provienen de los arboles adultos de
los mismos pisos altitudinales. Este patron se ha reportado en otros estudios similares
(Chung et al., 2003; Truong et al., 2007) y esto se puede deber a 1) que la mayor la
probabilidad de que las semillas de los arboles padre caiga en el sitio de procedencia sea
por efecto de la gravedad, y 2) a una limitada entrada de semillas foraneas por la densidad
de las copas del dosel. Aunado a la dispersion de genes del mismo sitio, también se obtuvo
evidencia de una comunicacion genética entre las demas poblaciones. Esto es benéfico para
las poblaciones porque se incrementa la diversidad genética (Sdenz—romero et al., 2006).
Sin embargo, el flujo genético puede llevar genes a condiciones donde estos genes estén
poco adaptados y contribuir a disminuir la adecuacion de la poblacién. Por tanto, con el
paso de las generaciones puede incrementarse la endogamia en la poblaciones, ya que la
deriva génica junto con la seleccion en condiciones desfavorables actuan sobre los
individuos (Robinson, 2003). Dado que el indice de endogamia (F;s) fue més alto en las
poblaciones periféricas, principalmente en el piso superior, tanto en adultos como en
brinzales, pudiera indicar que los individuos esten emparentados, producto de un posible
efecto fundador (Allendorf, 2013). Al existir endogamia y junto con la deriva génica y la
seleccién, puede ocurrir una depresion endogamica (reduccion de la aptitud) (Cheptou y

Donohue, 2010). No obstante, con el paso de las generaciones y el flujo preponderante de
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los pisos superiores hacia los bajos y del piso intermedio hacia el alto, las poblaciones

perifericas se homogeneizaran.

Finalmente, de manera recapitulada, los resultados muestran la existencia de una estructura
genética en los tres pisos del gradiente altitudinal, en donde los individuos adultos aportan
la mayor cantidad de semillas en el mismo piso. A su vez, la poblacion del piso intermedio
2 750 m, es la que alberga la mayor diversidad alélica la cual contribuye débilmente a las
poblaciones periferias del gradiente. Sin embargo, la poblacién del piso superior 3 100 m
refleja la mayor endogamia producto de un limitado flujo génico por parte de los pisos
inferiores. Aunado a ello este piso aporta el mayor flujo génico hacia los pisos inferiores,

sobre todo al piso 2400 m.

Los resultados de este trabajo evidencian que la elevacion tiene un efecto en la
concentracion tisular de ADN en P. patula al disminuir en sitios de mayor elevacion.
Aunado a estos cambios, se detectd una diferenciacion genética entre las poblaciones de
P. patula entre diferentes pisos altitudinales, posiblemente debido al efecto de seleccion
local y a un flujo genético restringido. Sin embargo, también existe evidencia de flujo
genético entre pisos altitudinales distintos particularmente de los pisos mas altos hacia los
mas bajos. Esto pudiera tener un efecto contra—adaptativo ante situaciones ambientales
cambiantes como lo es el cambio climatico que proyecta un desplazamiento de las
situaciones climaticas actuales a sitios de mayor elevacion. Bajo estas condiciones se
recomienda explorar los costos y beneficios de una migracién asistida o programas de

mejoramiento genético.
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Conclusiones

e Siete cebadores de transferencia de Pinus taeda (ptTX2037, ptTX2123, ptTX2142,
ptTX3017, ptTX3020, ptTX302, y ptTX3037) amplificaron exitosamente ADN de Pinus
patula.

e Se revelo diferencias citoldgicas al decrecer la concentracion de ADN entre los
individuos (adultos y brinzales) a medida que se elevo el gradiente altitudinal.

e Se observo un posible ligamiento en dos loci (ptTX2037 y ptTX2123) a algun locus
afectado por seleccion debido a un exceso de heterocigotos, resultado de una posible
depresion endogamica.

e El principal aporte de semillas en cada piso altitudinal, proviene de los adultos de esa
altitud.

e La mayor diversidad genética se encontrd en las poblaciones que crecen en la altitud
media, alos 2 750 m.

e Se encontré un flujo génico preponderante de las poblaciones mas altas hacia las

poblaciones de pino més bajas.
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10.

11.

Apéndices

) Protocolo estandarizado de Extraccion FastDNA SPIN kit para Pinus

patula.

Limpiar el area de trabajo y rotular los tubos de Matriz de ruptura A (Lysing Matrix A).
Pesar de 180 a 200 mg de aciculas de pino en la balanza analitica, cortar las aciculas con
bisturi y agregar al tubo de Matriz de ruptura A.

Rotular los tubos de recuperacion (2 ml), Spin Modules (2 ml) y tubos eppendorf de 2 ml.
Agregar 800ul de la solucion de ruptura de células para plantas CLS-VF (no agitar) y 200
ul de PPS. Mezclar con gentileza.

Llevar el tubo Lysing Matrix A, al equipo FastPrep por 2 ciclos a 30 segundos por 6m/s
Colocar en hielo los tubos por al menos 2 minutos entre ciclos del FastPrep.

Centrifugar a 9.8 rpm (14000 X) por 10 minutos.

Iniciar el calentamiento bafio maria hasta que alcance una temperatura de 55° C.
Transferir el sobrenadante del tubo Lysing Matrix A (aproximadamente 500-600 pl) al
tubo de 2ml eppendorf.

Agregar la mismo volumen obtenido de Matriz de unién (binding matrix)
(aproximadamente 500-600 pl).

Incubar los tubos eppendorf en el rotor por 5 minutos a 300 revoluciones.

Centrifugar a 9.8 rpm (14000 X) por 10 segundos para obtener pequefias cantidades de

material aglomerado (pellet) y descartar el sobrenadante.
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Agregar 500 pl de la solucion SEWS-M, y mezclar gentilmente con la punta de la
micropipeta el pelett. Nota: agitar y cerrar herméticamente el frasco de SEWS-M cada
VEZ que se Uuse.

Incubar en el rotor por 2 minutos a 200 revoluciones.

Transferir la solucion al tubo SPIN Module con filtro y centrifugar a 9.8 rpm (14000 X)
por 1 minuto.

Volver a centrifugar a 9.8 rpm (14000 X) por 1 minuto y descartar el volumen liquido.
Transferir al tubo de captura (Catch Tube).

Eluir el DNA capturado en el catch tuve con 100 pl de solucion DES e incubar en bafio
maria por 5 minutos a 55° C.

Centrifugar a 9.8 rpm (14000 X) por 1 minuto Yy tirar el Catch Tube.

Almacenar el ADN a—-20° C para su posterior analisis.
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i) ADN extraido de Pinus patula y cuantificado con Biofotometro

Eppendorf a 260/280A
POBLACION ADULTOS DEL PRIMER PISO POBLACION BRINZALES DEL PRIMER PISO
ALTITUDINAL 3100 ms.n.m. ALTITUDINAL 3100 ms.n.m.
ID Concentracion de  Pureza de ADN ID Concentracion de Pureza de ADN
individuo  ADN ng/uL 260/280 A individuo ADN ng/uL 260/280 A

A01 13.4 1.87 D01 12.8 1.63
A02 11.2 1.74 D02 10.4 1.71
A03 11.5 1.79 D03 11.8 1.81
A04 11.8 1.72 D04 9.6 1.87
A05 9.1 1.66 D05 30 1.06
A06 11.7 1.76 D06 9.3 1.79
A07 11.7 1.55 D07 12.6 1.61
A08 11.6 1.59 D08 10.2 1.73
A09 10.5 1.64 D09 62.2 1.23
A10 10.2 1.71 D10 157.4 1.76
All 10.3 1.59 " D11 38.2 1.45
§ Al12 317 1.47 E‘J D12 45 1.55
= A3 38.7 1.39 N D13 78.9 1.56
2 Al 38.5 1.2 g D14 79.7 1.72
Al5 34.8 1.46 D15 39.8 1.43
Al6 42.4 1.43 D16 39.9 1.49
Al7 69.3 1.66 D17 92.8 1.63
Al8 111.1 1.16 D18 52.9 1.49
A19 54.2 1.5 D19 38.2 1.6
A20 48 1.53 D20 49.8 1.63
A21 46.7 1.43 D21 49.2 1.49
A22 58.6 1.58 D22 58.1 1.65
A23 41.4 1.57 D23 33.3 1.47
A24 38 1.48 D24 70.8 1.63
A25 23 1.62 D25 68.4 1.48
Promedio 31.98 1.56 D26 73.5 1.52
Promedio 47.49 1.58
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POBLACION ADULTOS DEL SEGUNDO

PISO ALTITUDINAL 2 750 m s.n.m. POBLACION BRINZALES DEL SEGUNDO

PISO ALTITUDINAL 2 750 m s.n.m.

~ID Concentracion de PAulr)eﬁla ~ID Concentracion PAuerelila
individuo ADN ng/uL 260/280 A individuo  de ADN ng/uL 260/280 A
BO1 99.8 1.48 EO1 117.6 1.35
B02 77.5 1.4 EQ02 102.8 1.54
B03 75.3 1.43 EO3 94.5 1.39
B04 71 1.45 EO04 94.2 1.55
B05 73.1 1.42 EO05 64.5 1.49
B06 38 1.43 EO06 79.1 1.44
B0O7 52.9 1.63 EO07 63.7 1.42
B08 61.2 1.65 E08 63.4 1.36
B09 57.3 1.49 E09 78 1.49
B10 47 1.6 E10 92.2 1.36
B1l 40.7 1.54 Ell 117.8 1.44
8 BI2 51.6 1.66 (ﬁ E12 96.1 1.46
; B13 39.2 1.56 § E13 128.3 1.45
2  Bu 54.8 1.62 o E14 110.3 1.4
B15 53.8 1.54 E15 77.1 1.43
B16 50.1 1.52 E1l6 62.4 1.45
B17 33.5 1.53 E1l7 92.2 141
B18 136 1.75 E18 76 1.43
B19 49.2 1.47 E19 74.7 1.51
B20 111.7 1.68 E20 67.4 1.45
B21 56.6 1.53 E21 59 1.52
B22 42 144 E22 95.8 14
B23 26.8 1.66 E23 82 1.39
B24 34.2 1.37 E24 91 1.44
B25 423 145 E25 65.4 1.38
Promedio 59.02 1.53 Promedio 85.82 1.438
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POBLACION ADULTOS DEL TERCER PISO
ALTITUDINAL 2 400 ms.n.m.

POBLACION BRINZALES DEL TERCER PISO
ALTITUDINAL 2 400 ms.n.m.

ID Concentracion de  Pureza ADN
individuo  ADN ng/uL 260/280 A

Co1 58.1 1.66

Co2 93.1 1.71

Co3 55.3 1.56

Co4 80.2 1.78

C05 107 1.7

C06 37.2 1.43

co7 102.3 1.81

CO08 59.2 1.7

C09 67.6 1.76

C10 111.9 1.47

Cl1 37.5 1.6

g cu2 515 1.64
; C13 59.9 1.65
2 cu4 78.4 1.73
C15 160 1.79

C16 75.7 1.65

C17 70.5 1.65

C18 70.6 1.67

C19 62.3 1.62

Cc20 74.9 1.79

C21 36.2 1.56

C22 42.2 1.43

C23 64.9 1.53

C24 102.6 1.45

C25 76.2 1.79

C26 105.2 1.73
Promedio 74.63 1.65

ID Concentracion Pureza ADN
individuo  de ADN ng/uL 260/280 A
FO1 79.1 1.74
F02 59.9 1.68
FO3 53.2 1.64
F04 69.8 1.65
F05 74.6 171
FO6 109.9 1.86
FO7 85.6 1.84
FO08 107.6 1.77
F09 109.3 1.66
F10 105.8 1.79
F11 201.9 1.83
@ F12 50.9 1.67
< Fi3 205 1.73
2 F14 53.3 1.56
% F15 93.2 1.6
F16 36.7 1.56
F17 7.7 1.6
F18 75.3 1.66
F19 98 1.67
F20 78.8 1.59
F21 59.5 1.68
F22 32.1 1.53
F23 30.5 1.56
F24 36.3 154
F25 120.4 1.77
F26
Promedio 84.18 1.68
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) Revision de estudios genéticos

Cuadro 12. Revision de estudios geneticos realizados en gradientes altitudinales.

. Numero de .
. Zona de codigo de la Altitud de colecta alelos Heterocigosidad Heterocigosidad Coeflaente. de
Especie ) Marcador molecular s (metros sobre el endogamia Autores
estudio poblacién . detectados observada (Ho) esperada (He) "
nivel del mar) (Fis)
(Na)
Motafias Rif 1064 m snm 26.67 0.301 0.371 0.190
e Montafias del ) Atlas media 1665 msnm 24.75 0318 0312 -0.021 Wahid et
y Atlas y RIF, Isoenzimas
Aiton M al., 2004
arruecos Atlas alta 1910 msnm 27 0.333 0.332 -0.004
promedio de las poblaciones agrupadas 26 0.31 0.346 0.104
Hauserberrl 800 m snm 20.8 0.846 0.888 0.049
Picea abies ) EST-SSRs (secuencias simples Hauserberr2 1200 msnm 20.8 0.847 0.878 0.028 Unger et
Tyrol, Austria repetidas - Etiqueta de secuencia
(L.) Karst. d al., 2011
expresada) Hauserberr3 1600 msnm 21.3 0.85 0.882 0.0038
promedio de las poblaciones agrupadas 24.3 0.847 0.886 0.042
Gorganl 1900 m snm 2 - 0.192 0.011
Gorgan2 1400 m snm 2.375 - 0.187 0.007
Gorgan3 600 m snm 2.313 - 0.186 0.008
Isoenzimas Sangdehl 1900 m snm 2.250 : 0.197 0.007
Sangdeh2 1400 m snm 2.125 - 0.194 0.003
vertiente Sangdeh3 900 m snm 2.125 - 0.183 0.008
norte de las . . .
Fagus o promedio de las poblaciones agrupadas 2.198 0.190 0.007 Salehi-
. . montafias de -
orientalis Shanjani et
X Alborz, Gorganl 1900 m snm 7.667 - 0.624 0.034
Lipsky R al., 2011
Hyrcanian,
Iran Gorgan2 1400 m snm 8.5 - 0.580 0.034
Gorgan3 600 m snm 9.833 - 0.689 0.023
Microsatélites Nucleares Sangdehl 1900 m snm 11.667 - 0.643 0.012
Sangdeh2 1400 m snm 10.833 - 0.660 0.013
Sangdeh3 900 m snm 11.667 - 0.702 0.016
promedio de las poblaciones agrupadas 10.028 0.650 0.022
poblacién L1-L4 401 m snm 97 - 0.573 0.047
poblacién C1-C11 451 msnm 110 - 0.580 0.034
q poblacién 71-75 496 msnm 109 - 0.571 0.037
Fraxinus . . - Huetal.,
- China Microsatélites Nucleares 2008
marcshbicg poblacién X1-X8 628 msnm 95 - 0.537 0.051
poblacion W1-W2 800 m snm 101 - 0.549 0.012
promedio de las poblaciones agrupadas 270 0.564 0.041
poblacion 1 2000 m snm 7.5 0.687 0.759 -
poblacion 2 2400 m snm 13 0.763 0.798 -
Quercus Reserva Zhang et
S natural Microsatélites Nucleares poblacion 3 2800 msnm 11.500 0.662 0.786 - 8
aquifolioides Wol Chi al., 2006
olong, thina poblacion 4 3200 m snm 11.833 0.721 0.796 -
poblacién 5 3600 m snm 12.833 0.578 0.758 -
promedio de las poblaciones agrupadas 21.000 0.682 0.827 0.066
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