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Resumen

Pinus nelsonii se haya dentro del grupo de los pinos blandos (Subgénero Strubus), los
cuales se caracterizan por presentar sdlo un haz vascular, y en particular dentro de la
Subseccidn Cembroides si. 1a cual agrupa a los pinos con semilla sin alas, o pifioneros. Sin
embargo, P. nelsonii posee caracteristicas propias que lo separan del resto de los pinos
pifioneros, razén por la cual se ha formado la Subseccion Nelsoniae, la cual no se encuentra
directamente relacionada con los otros pifioneros, creyéndose que esta especie podria
constituir un linaje antiguo, o taxa relictual, donde sus parientes més cercanos se
encuentren extintos. P. melsonii es una especie endémica que se encuentra distribuida en
poblaciones fragmentadas entre el limite de Nuevo Ledn y Tamaulipas, asi como en San
Luis Potosi, en ambientes de semidesierto y en altitudes muy variables. Las poblaciones de
P. nelsonii son escasas y generalmente aisladas entre si. Por lo que es un buen modelo para
analizar la genética de poblaciones de especies raras de pinos que se encuentren aislados y
con distribucion restringida,

En el presente trabajo se implementd la técnica de microsatélites de cloroplasto como
marcador molecular para estimar variacion y estructura genética. Con dicha técnica, se
encontrd una alta variacion genética para el conjunto de las poblaciones (He = 0.73), y una
gran cantidad de haplotipos en el total de 'a muestra (27 haplotipos en 256 individuos). La
estructura genética encontrada fue muy pequefia (Rst = 0.05 y Fst = 0.13), asi como las
distancias genéticas entre poblaciones, aunque dicho patron varia dependiendo del modelo
de mutacion que se utilice (alelos infinitos o mutacion paso a paso). Se trabajo con dos
distintas estimaciones de distancia genética (basindose en el indice de fijacién y en las
diferencias entre nucledtidos de los alelos presentes en las poblaciones), pero con ninguna
se encontrd correlacion entre distancia genética y geografica, por lo que, en el caso de esta
especie, no es aplicable un modelo de aislamiento por distancia, El flujo génico mediado
por polen entre las poblaciones es muy elevado, lo cual coincide con las bajas distancias
geograficas entre éstas y el mecanismo de polinizacién de los pinos.

Al hacer la distribucion de las diferencias entre pares de haplotipos se encontré que las
poblaciones de P. nelsonii han sufrido una expansion de 4.5 veces su tamafio entre 29,500 y
76,800 afios, La expansion de las poblaciones se ve soportada por la filogenia en forma de
estrella que éstas presentan, la cual da una relacion parabolica entre el tiempo de
coalescencia y el log del nimero de linajes.

Finalmente, a pesar que la variacion genética de esta especie es elevada, y que el efecto de
la deriva se ve contrarrestado por las altas tasas de migracion entre poblaciones, cabria
resaltar que es necesario implementar medidas de conservacion para que el tamafio de estas
poblaciones no disminuya considerablemente, acarreando la pérdida de variacion genética
que podria traer consecuencias en un futuro no muy lejano.



Abstract

Pinus nelsonii is a Mexican endemic distributed across a wide altitudinal range in semi-arid
zones near the common border of Nuevo Ledn and Tamaulipas, and in San Luis Potosi.
Populations of P. nelsonii are rare and widely separated, for this reason P. nelsonii is a
good model for the study of genetic patterns present in rare pines, Pinus nelsonii is
classified in the monotypic subsection Nelsoniae, apart from other pinyon pines (subsection
Cembroides) because it possesses several novel characters including persistent fascicle
sheaths, connate needles, and a distinctive wood anatomy. Subsection Nelsoniae is a
relictual lineage closely related to other pinyons pines, although it is uncertain whether the
two subsections are sister groups.

In the present study, chloroplast simple sequence repeats (cpSSRs) were used to measure
genetic variation in nine populations of P. melsonii. High genetic variation (He = 0.73) and
a high number of haplotypes were found (27 haplotypes in 256 individuals). Population
differentiation was low (Rst = 0.05 and Fst = 0.13), as were genetic distances. However,
this pattern varied depending on which mutation model was used (infinite alleles or
stepwise model). Two genetic distance estimators were used, the first based on the fixation
index and the second on the number of bases that change between both haplotypes, but
neither was correlated with geographic distance. Thus the isolation by distance model is
not applicable in populations of this pine. Genetic flow (pollen) between populations is
very high.

One result of mismatch distribution shows that populations of P. nelsonii have undergone
an expansion of 4.5 times their size. The expansion occurred between 29,500 and 76,800
years ago, The populations’ star like phylogeny supports these results, and a parabolic
relationship was obtained between the coalescence times and the number of lineages.



Introduccion

Genética de poblaciones de especies raras

El estudio del proceso evolutivo esta basado en comprender la nawraleza de la variacién
genética, los mecanismos por los cuales estd se origina y los factores que determinan los

patrones en los cuales se encuentra distribuida (Futuyma, 1986).

La variacion genética dentro de las poblaciones puede influenciar la habilidad de los
miembros de una poblacion para explotar ciertos ambientes, sobrevivir a eventos
estocasticos, mantener niveles altos de reproduccion o adaptarse a ambientes nuevos o

cambiantes (Foster, 1991).

La variacién total mantenida dentro de las especies puede estudiarse de una manera
jerarquica, observando como se distribuye entre distintas regiones, poblaciones o
individuos. La manera en que la variacion se distribuye en estos distintos niveles es
determinada directamente por las fuerzas evolutivas (migracidn, mutacidn, sistema de
apareamiento, deriva génica y seleccion natural) en interaccidn con el sistema de
recombinacidn que presentan los distintos organismos (Barrett y Kohn, 1991). La
importancia de estos factores dependeri a su vez de los factores ecoldgicos y las

caracteristicas de histonia de vida de las especies.

Algunos de los taxa que antericrmente presentaban amplia distribucidén geografica son hoy
grupos endémicos, los cuales permanecen como taxa relictuales con tamafios poblacionales
pequefios. Muchos de los taxa que han sufrido cambios recientes en su distribucién pueden
presentar patrones de flujo génico radicalmente diferentes a los patrones mantenidos a lo
largo de la historia evolutiva de la especie, con lo cual se puede estar afectando ¢l potencial

reproductivo de la misma y alterando sus patrones de variacion genética (Foster, 1991).



Dos tipos de fenomenos son los principales causantes de la pérdida de variacion genética en
poblaciones naturales: los cuellos de botetla y el efecto fundador, Un cuello de botella se
refiere a la reduccion dréastica del nimero de individuos de una especie en un tiempo y
lugar particular (Barrett y Kohn, 1991), debido generalmente a algin evento catastrofico,
Normalmente un cuelle de botella se ve acompafiado de una reduccion considerable en la
variacion genética de la poblacion o especie que lo sufre. Sin embargo, la reduccion en la
heterocigosidad promedio depende no sélo de la intensidad del cuello de botella, sino
también, aunque en menor medida, de la tasa de crecimiento poblacional subsecuente. Un
tipo particular de cuello de botetla es el llamado efecto fundador, el cual se refiere al
establecimiento de una nueva poblacion a partir de un nimero limitado de fundadores los
cuales solo poseen una proporcion de la variacion genética de la poblacién original (Barrett
y Kohn, 1991). Sin embargo, el efecto de este proceso es menos agresivo sobre la variacion
genética, ya que generalmente se pierden los alelos raros. En algunos estudios realizados en
plantas se ha observado que tanto el efecto fundador como los cuellos de botella juegan un
papel determinante en la formacion de los patrones en los cuales se distribuye la variacion
genética, sobre todo en especies colonizadoras (Barrett y Kohn, 1991; Foster, 1991).
Muchos autores han recurride a los cuellos de botella ocurridos durante la historia evolutiva
de las especies para explicar los bajos niveles de variacion encontrados en las poblaciones
contemporaneas; en la mayoria de los casos, dichos cuellos de botella se asocian a refugios
pequeiios asociados con cambios climéticos durante las glaciaciones en el Pleistoceno

(Barrett y Kohn, 1991; Ledig er al., 1997; Ledig et al., 1999).

Si se cuenta con informacion genética de distintas especies congenéricas con atributos de
vida similares, se pueden hacer inferencias indirectas de los cuellos de botella ocurridos en
la historia de dichas especies. Por ejemplo, en pinos la mayoria de las especies estudiadas
presentan altos niveles de variacion genética, excepto Pinms torreyana (Ledig y Conkle,
1983; Provan, 1999) y P. resinosa (Millar y Libby, 1991; Echt et af., 1998). Por lo cual se
cree ambas especies han pasado por este tipo de proceso en algin momento de su historia

evolutiva,



Al reducirse el tamafio poblacional es mucho mas factible que comiencen a ocurrir cruzas
entre individuos emparentados. Muchas veces el resultado de estas cruzas endogamicas es
un fendémeno llamado depresion por endogamia, el cual se refiere a un decremento de la
adecuacion de los individuos resultado de cruzas endogamicas. Una posible causa genética
de la depresion endogamica supone una poza geénica con alelos deletéreos recesivos. En
poblaciones con entrecruzamiento estos alelos se enmascaran al encontrarse como
heterocigotos, sin embargo, bajo autofecundacion o endogamia, estos se expresan en su
estado homocigoto, lo cual acarrea una disminucion en la adecuacion del portador o

depresion por endogamia (Futuyma, 1986; Barrett y Kohn, 1991).

No todas las especies raras presentan las mismas caracteristicas. Por un lado se encuentran
las especies que se restringen a parches de ambientes muy particulares, han sobrevivido en
poblaciones aisladas por bastante tiempo y que lpueden ser relativamente tolerantes a
niveles altos de endogamia; poseyendo ciertas caracteristicas que las hacen capaces de
tolerar bajas densidades locales, Por otro lado, existen especies cuyos patrones de
distribucion han sido alterados histdricamente, cobrando particular interés las especies que
en el pasado se encontraban ampliamente distribuidas y cuyos tamafios poblacionales han
sido severamente reducidos, por ser éstas mas vulnerables a los procesos de extincion
(Foster, 1991; Karron, 1991).

Caracteristicas del género Pinus

El género Pinus es exclusivo del hemisferio norte, particularmente entre los 30°y los 55° de
latitud norte. Los pinos pueden ocupar muy diversos habitats, su gradiente altitudinal va
desde el nivel del mar hasta los 3,700 m. Es dificil encontrarlos en ambientes tropicales,
asi que en latitudes mas cercanas al ecuador ocupan principalmente las zonas altas, asi

como los semidesiertos (Millar, 1993).

Meéxico y Centro América poseen mayor namero de especies de pinos que cualquier otra
region con un tamaiio similar, contando con 47 delas 111 especies que existen en el mundo

(Farjon 1996, Farjon y Styles 1997). Por otro lado, €l 74% de las especies encontradas en



Meéxico son endémicas para lo que Rzedowsky definié como Megaméxico I (Perry er. al.,
1998).

Debido a que México ha experimentado grandes cambios geologicos y climaticos
relativamente recientes, se ha sugerido que mucha de su diversidad refleja la evolucion
recieme del género (Farjon, 1996), siendo esta la razon por la que se le ha considerado el
segundo centro de diversificacion de pinos, los cuales provienen originalmente de zonas

mas boreales.

El considerar a México como centro de diversificacion implica que éste podria contener
tanto especies que son el resultado de la radiacion de un Gnico ancestro coman, asi como
especies no relacionadas directamente, algunas de las cuales se conservan como relictos de

grupos extintos, y especies inmigrantes de otras regiones (Farjon, 1996).

Farjon (1996) habla del noreste de México y en particular la Sierra Madre Oriental como
une de los centros de diversificacion y evolucion de pinos mas importante de México y
supene que la gran diversidad encontrada en esta region es en parte explicada por
migraciones desde las montafias Rocallosas y en parte por la gran cantidad de endemismos
locales. Entre los atributos que caracterizan dicho centro se encuentran: a) adaptacion a
ambientes aridos, b) disyuncion entre altas montafias que se encuentran rodeadas por
desierto 0 semidesierto y c) presencia de endemismos locales, siendo esta region el

probable centro de origen de la subseccién Cembroides.

Uno de los grupos de pinos con mayor endemismo en México es ¢f de los pinos pifioneros,
el cuales es un grupo distintivo de Norteamérica, donde 9 de las 11 especies que conforman
la subseccion Cembroides son endémicas para México (Perry ef al, 1998). Algunas de las
especies de este gnipo se encuentran claramente localizadas como taxa relictuales. Se cree
que este grupo representa una radiacion relativamente reciente relacionada con el cambio

climatico ocurrido durante el Pleistoceno (Farjon, 1996).




Sistema reproductivo v genetico en pinos

E! género Pinns es, en promedio, uno de los mas variables genéticamente, tanto a nivel
intrapoblacional como entre poblaciones. Esto es probablemente el resultado del tipo de
sistema genético que posee vy que se refiere a las causas de la creacion, almacenamiento e
intercambio de informacion genética, incluyendo los sistemas de recombinacion,

reproduccion, entrecruzamiento, dispersion y mutacion (Ledig, 1998).

Los pinos se reproducen predominantemente de manera sexual, presentando altas tasas de
entrecruzamiento {Loveless y Hamrick, 1984), lo cual promueve la recombinacion y
permite el mantenimiento de la variacion debido al enmascaramiénto de alelos deletéreos
recesivos de la presion de seleccion, asi como por efecto de seleccién a favor del
heterdcigoto, Las barreras a la autofecundacion son postcigbticas y sblo existen por
competencia con otros embriones resultado del entrecruzamiento (Ledig, 1998). Asimismo,
en este género, generalmente se presenta alta depresion por endogamia, la cual se expresa
comunmente durante el desarrollo del embrion (Charlesworth y Charlesworth, 1987, Foster,
1991; Ledig, 1998). Como por ejemplo, comparaciones de los distintos genotipos de
embriones, juveniles y adultos de Pinwus sylvesiris muestran diferencias en la sobrevivencia
y una fuerte presion de seleccion contra los homacigotos (Foster, 1991; Mitton, 1995). Lo
anterior concuerda con la asociacién frecuente entre heterocigosidad y mayores tasas de

crecimiento y sobrevivencia encontrada en algunos arboles (Ledig, 1998).

La mayoria de las coniferas tienen un sistema mixto de apareamiento, esto es, producen
semiflas resultado tanto de entrecruzamiento como de autofecundacion. Sin embargo, la
viabilidad de las semillas es generalmente inversamente proporcional al coeficiente de
endogamia que presenten (Mitton, 1995). Por otro lado, en general los pinos adultos
presentan un exceso de heterocigotos, donde la adecuacion de los individuos heterocigotos
enzimaticamente es superior a la de los homdcigotos (Ledig, 1988; Mitton, 1995). Tal es el
caso de Pinus ponderosa, P. banksiana, Picea mariana, P. radiata, P. leucodermis, P.

taeda, P. rigida (Mitton, 1995).



Un factor que afecta considerablemente la forma en la cual se encuentran estructuradas las
poblaciones, asi como la variacidn genética que presentan, son los mecanismos
relacionados con la migracion de una poblacion a otra. En este caso, tiene que ver tanto con
la dispersion de semillas como de polen, siendo el intercambio de genes entre poblaciones

proporcional a ia capacidad de dispersion de dichas poblaciones (Ledig, 1998).

La dispersion de semillas en pinos puede ser tanto por viento como por aves y pequefios
mamiferos. En ambos casos la dispersion suele ser a gran distancia, lo cual por un lado
previene la diferenciacion y por otro provee la oportunidad de colonizar nuevas regiones
(Ledig, 1998; Mitton, 1995). También se ha observado para las coniferas en general, que
las especies cuyas semillas son dispersadas por animales presentan mayor variacion
genética dentro de las poblaciones y poca diferenciacion interpoblacional, comparadas con

las especies donde las semillas se dispersan por otro mecanismo (Hamrick ef al., 1992).

La polinizacion siempre ocurre por viento, por lo que el polen es capaz de viajar grandes
distancias, manteniendo altas tasas de flujo génico siendo ésta la principal causa de que una
gran proporcion de la variacion genética (alrededor del 90%) se encuentre dentro de las
poblacienes, y que fendmenos como la deriva génica resulten poco probables. Sin embargo,
cuando hay procesos de colonizacién en habitats remotos la poblacion puede quedar aislada

y perder alelos por efecto fundador (Ledig, 1998).

El flujo genético entre poblaciones define los limites de dichas poblaciones y es un
indicador de hasta donde una especie puede actuar como una ttnica poblacion funcional a
pesar de encontrarse espacialmente fragmentada (Menges, 1991). Los vinculos genéticos
entre poblaciones a través del flujo génico son muy importantes para la viabilidad de
poblaciones pequefias, ya que una reducida cantidad de migrantes es suficiente para

contrarrestar los efectos de pérdida de variacion por efecto de la deriva génica (Menges,

1991),

E! flujo génico a través del intercambio de polen entre poblaciones es tan grande que hace

al efecto de 1a deriva despreciable y permite el mantenimiento de altos niveles de variacion,



condicion necesaria para la adaptacion a las condiciones cambiantes del ambiente. Sin
embargo, para muchas especies de pinos endémicas o con distribucidn restringida el flujo
génico puede ser muy limitado, lo cual convertiria a la deriva génica en una fuerza clave en

la dinamica poblacional (Karron, 1991).

Patrones de variacidn genética en pinos

Varios estudios donde se han correlacionado los montos de variacion genética con las
caracteristicas de vida de las especies (Loveless y Hamrick, 1984; Hamrick ef al, 1992;
Hamrick y Godt, 1996. En general, las especies de vida larga, con entrecruzamiento,
polinizacidn por viento y de etapas sucesionales tardias presentan altos niveles de variacién
enzimatica respecto a especies con la combinacion de caracteres alterna. En el caso
particular de las coniferas ademas de presentar altos niveles de variacion, poseen poca
diferenciacion entre poblaciones (P=71.1, He=0.169, Gst=0.073; Hamrick et af,, 1992). Sin
embargo, lo anterior puede cambiar dependiendo de las caracteristicas particulares de cada
especie. Dentro del género Pinus el intervalo de variacion dentro de las especies va de
He=0.0 para P. resinosa y P. torreyana, hasta He=0.327 para P. longaeva (Ge et. al.,
1998). De la misma manera los valores para la diferenciacion entre poblaciones tienen un
gradiente bastante amplio con Gst < 0.03 para P. rigida, P. banksiana, P. longaeva hasta
Gst = 0.3 para P. halapensis y Gst = 0.337 para P. merkusii (Ge et al., 1998). En el caso de
P. resinosa su invariabilidad enzimatica se ha atribuido a un fuerte cuello de botella que
redujo su tamafio poblacional durante el Pleistoceno (Millar y Libby, 1991; Echt ef al.
1998).

Las coniferas que presentan alta variacion adentro y entre las poblaciones, y s¢ han dividido
en dos patrones geograficos: continuo y discontinuo, dependiendo de la escala que se
utilice. En €] caso de las coniferas con patrones geogrificos discontinues se presentan
marcadas diferencias entre las poblaciones, ya sea por efecto de la seleccidon o por deriva.
La diferenciacion de las poblaciones debido a seleccion supone diferencias en los
respectivos ambientes asociados a combinaciones particulares de alelos, lamados ecotipos

(Millar y Libby, 1991). Los distintos ecotipos pueden encontrarse en escalas muy variables.



Por ejemplo, en el caso de Pinus ponderosa se pueden identificar cuatro grandes ecotipos
separados por cientos de kildmetros. Por otro lado, Pinues muricata presenta dos ecotipos en
el norte de California separados sdlo por 500 metros (Millar y Libby, 1991). En el caso de
que la discontinuidad en la variacién genética sea dada principalmente por aislamiento de
las poblaciones y deriva génica, no se podra encontrar una correlacién entre grupos
particulares de alelos y ciertas condiciones ambientales; mientras que en el caso de
poblaciones continuas y grandes donde se suponen cambios graduales en la seleccion,
como ambientes donde cierto factor {como la temperatura) varia gradualmente, la variacion

genética puede presentar cambios continuos o clinas; (Millar y Libby, 1991).

Conkle (1992) compard la variacion isoenzimatica encontrada en 14 especies de coniferas
tratando de asociarla con la distribucion geografica que estas presentan dentro del territorio
estadounidense, llegando a varias conclusiones importantes:

Las especies ampliamente distribuidas (Pimus ponderosa, Calocedris  decurrens,
Psendotsuga menziesii, Abies concolor, P. lambertiana y P. jeffreyi) presentan una
heterocigosidad promedio entre 0.21 y 0.28, con media en 0.24.

En contraste, las especies con algin tipo de restriccion en su distribucion geografica (P.
conlteri, P. sabiniana, P. radiata, P. muricata y P. atteniata) presentan comparativamente
mas alelos fijos, y una heterocigosidad promedio entre 0.13 y 0.16 con media en 0.14.

Por otra parte, las especies raras o endémicas (P. forreyana, Cupressus macrocarpa, P.
washoensis) contrastan entre si, Por un lado, P. forreyana no presenta variacion
isoenzimatica, mientras que las otras dos especies presentan heterocigosidades comparables

a las especies mas ampliamente distribuidas.

En un nivel mas fino, Conkle (1992) encontrd que los loci utilizados para hacer las
comparaciones anteriores difieren en el ndmero de alelos entre especies, donde los alelos
raros generalmente se encuentran en estado heterdcigo siendo los alelos con frecuencias
intermedias los que contribuyen mayormente a ia heterocigosis promedio de la poblacion.
Al analizar 1,087 loci enzimaticos de coniferas, solo el 6% de los loci son monomorficos,
15% presentan dos alelos y cerca del 80% presentan tres o mas. Por otro lado, un tercio de

los alelos tienen frecuencias mayores al 50% y esto es mas comin en genes con dos alelos



(31% de estos tienen frecuencias mayores al 95%) que en genes con cuatro o mas alelos
{solo el 3% tiene frecuencias mayores al 95%). Los alelos raros (con frecuencias bajas) son
numerosos pues constituyen un tercio de todos los alelos muestreados. En cuanto a la
heterocigosis se refiere, el 50% de los genes tienen heterocigosis mayores a 0.1 y hay una
correlacion positiva entre ef nimero de alelos por locus y la heterocigosidad de dicho locus

(Conkle, 1992).

A pesar que estas generalizaciones se han conseguido con base en estudios con enzimas, es
posible empezar a identificar patrones con otros tipos de marcadores, encontrando que los
analisis realizados con cpDNA y con mtDNA muestran patrones de variacion algo distintos

a los enzimaticos (Tabla 1).

Tanto en Psendotsuga menziesii, como en Pinus radiata no se encontrd variacion en el
cpDNA con fragmentos de restriccion, mientras que en Pinus muricaia se encontrdé poca
variacién dentro de las poblaciones pero muy marcada entre poblaciones (Gst=0.87),
contrastando con del 12 al 22% encontrada con isoenzimas. Asimismo, aunque las
ispenzimas revelan que solo el 24% de la variacion se encuentra entre poblaciones, el
estimado es de 48% para cpDNA (RFLPs} (Mitton, 1995). De la misma manera, las
enzimas y el cpDNA presentan patrones muy distintos en Pinus banksiana y en P. contorta.
Para P. contorta |a F, estimada con ¢cpDNA fue de 66% entre subpoblaciones y de 31%
entre subespecies, mientras que al estimar esto con isoenzimas rara vez excede el 6%.
(Mitton, 1995).



Tabla 1 Valores de 1a diferenciacion entre poblacioncs, estimada con distintes marcadores genéticos, par
difcrentes especics de pinos.

Especic Indice de fijacion | Marcador Cila

P attenuata 0120 Isocnzimas Millar er al., (1988)

. banksiana 1.052 Isoenzimas Brown y Moran (1981)

. caribea 130 Isoenzimas Mathenson et of., (1989)
. edulis 0.012 Isoenzimas Betancourt ef al., (1991}
. engelmanii 0.130 Isoenzimas Bermejo (1993)

. flexitis 0.022 Isocnzimas Schuster et ol., (1989)

. halepensis 0.3 Isoenzimas Ge et al. (1998)

. jeffreyii 0.138 Isoenzimas Furnier y Adams (1986)
. merkusii 0.337 Isoenzimas Ge er al. (1998}

. muricata 022 Isoenzimas Millar et o/, (1988)

. pinceana 0.247 Isoenzimas Molina-Freaner et af., (2001)
. radiata 0,130 Isoenzimas Millar et af,, (1988)

. rigida (.023 Isoenzimas Guries y Ledig (1982)

. rzedowskii 0.175 Tsoenzinns Delgado et al, (1999)

. washoensis 0.016 Isoenzimas Niebling y Conkle (1990)
brutia Mayor a 0.3 CpSSR's Bucci et al., (1998)
contorta (.66 CpRFLPs Mitton (1995)

. halepensis Mayor de 0.2 CpSSR's Bucci er al., (1998)
leucodermis 0.22 CpSSR's Powell et al., (1995}

. leucodermis 0.179 RAPD's Bucci ef al., (1997)

. muricata 0.87 CpRFLPs Mitton (1985)

. resinosa Ait. 0.068 CpSSR's Echt et al., (1998)

Demografia del género Pints

El tamafio y estructura de una poblacion en un momento dado es el resultado de los
procesos de reproduccion, establecimiento, crecimiento y sobrevivencia de los individuos

que la componen (Delgado, 1997).

Dentro del género Pinus se han reconocido dos principales patrones de historias de vida:
especies de vida corta que crecen y maduran rapidamente, y especies de vida larga, las
primeras son tipicamente fugitivas presentando reclutamiento episédico debido a
disturbios. La estructura de edades caracteristica de estas especies consiste en que la
totalidad de Iz poblacion presenta mas o menos la misma edad, o también se pueden

observar ciclos de edades, coincidiendo con la ocurrencia de los disturbios. En contraste,
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las especies de vida larga presentan madurez tardia y mayor inversion en estructuras
vegetativas. La estructura de edades consiste tipicamente en arboles de todas las edades,
donde las categorias mayormente representadas son las que agrupan a plantulas y juveniles,
exhibiendo una distribuciéon de edades que se ajusta a una jota invertida, donde e! nimero
de individuos por categoria de edad disminuye exponencialmente conforme aumenta la
edad, (Platt ef al,, 1988; Delgado, 1997).

En cuanto a los pinos pifioneros se refiere, su tasa de crecimiento es extremadamente lenta,
ademés que la estructura de edades que presentan se encuentra marcada por la sequia, la
cual afecta principalmente el establecimiento de semillas y el reclutamiento de nuevos
individuos {St. André ef al., 1965). La estacion de crecimiento en pinos de zonas aridas se
ve fuertemente limitada tanto por el régimen extremoso de temperaturas, como por la
carencia de agua; el establecimiento .de semillas suele ser episodico y la estructura de
edades se ve afectada por la disponibilidad de agua, ya que la sequia afecta principalmente
a las semillas y los individuos jovenes, lo cual ocasiona que el reclutamiento sea raro y

altamente variable (Keeley and Zedler, 1998).

Descripcién de la especie

Pinus nelsoni es un arbol pequefio de 5 a 10 metros de altura y con tronco de [0 a 30 cm de
didametro, tiene copa baja, ramas largas y corteza fina color blanco grisiceo de textura suave
cuando el arbol es joven, mientras que en arboles viejos el color es gris oscuro y con fisuras

formando placas rectangulares (Perry, 1991).

Las hojas son de 5 a 10 cm de large y de color verde prisiceo, se encuentran en grupos de
tres pero permanecen unidas, dando la apariencia de ser una sola acicula (Zavarin y
Snajberk, 1987, Perry, 1991). Los estomas estan distribuidos en cuatro a seis filas y se
encuentran tanto en la parte dorsal como ventral de la hoja. Esta posee uno o dos canales
resiniferos y un s6lo haz vascular. El fasciculo es pardusco y persistente, lo cual es una

caracteristica inica de esta especie (Zavarin y Snajberk, 1987) midiendo de 0.5 2 0.8 cm de
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largo (Tabla 2). Segun Suzin (1985) la espectativa de vida de esta especie es de 80 afios y
¢l individuos mas longevo que se ha localizado en un analisis dendrolégico es de 120 afios.
P, neisonii tiene un tiempo generacional que varia entre los 17 y 22 afios {Suzan-Azpiri et

al., en prensa),

Los conos femeninos son simétricos, cilindricos, de 8 a 15 cm de largo v 5 a 7 em de ancho
cuando estdn abiertos, y son de color naranja amarillento. Se encuentran solos o por pares
al final de un ancho pedinculo curveado cuya longitud es de 3 a 6 cm. Las escamas son
anchas, gruesas, con apofisis piramidal levantada y con una quilia transversal prominente.
El umbo esta pobremente definido. Las semillas miden de 10 a 15 min de largo y no
presentan ala; tienen una cubierta ancha y dura y endospermo de color blanco, mientras el
tiempo en el cual éstas persisten dentro del banco de semillas es de aproximadamente dos
afios (Suzan, 1985).

Pinus nelsonii pertenece al grupo de los pinos pifioneros (Subseccion Cembroides s.1.)
debido a que posee semillas sin alas. Sin embargo, es facilmente diferenciable de los otros
piftoneros por su robusto pediinculo curveado y persistente, su corteza blanca grisacea y por
sus hojas unidas y con vaina persistente. Shaw resalta la peculiaridad de este pino de
presentar conos madurando continuamente (Perry, 1991), caracter dnico en los pinos.
Zavarin y Snajberk (1987) afirman que P. nelsoni no muestra ninguna afinidad morfolégica

cercana con olro pino pifionero,

Todas las especies de pinos pifioneros poseen semiltas que son dispersadas por aves y
aunque no hay detalles de este mutualismo para pinos mexicanos, se ha sugerido que dos
especies del género Aphelocoma y el cuervo {Corvis corax) podrian desarrollar dicha
funcion (Farjon 1996). La dispersion por aves en general tiene un fuerte significado
biolégico, debido a que generalmente ocurre en el contexto del mutualismo (Lanner,
1998). En general, los integrantes de dicho mutualismo son pinos que presentan semillas
sin alas y varias aves del grupo de los cuervos. En los Ginicos pinos pifioneros en los cuales
se ha reportado extensivamente dicho mutualismo es en P. monophylla y P. edulis, los

cuales presentan mutualismo con cuatro corvidos: Aphelocoma coerulescens, Cyanuocitia
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stelleri, Gymnorhinus cyanocephalus y Nucifraga columbiana (Lanner, 1998). Estas aves
extraen las semillas de los conos abiertos, v pueden transportar entre 5 y 90 semillas

dependiendo de la especie (Lanner, 1998) por distancias que varian desde 1 a 20 Km.

Pinus nelsonii, asi como varios pifioneros mas, se encuentran asociados al ambiente de
chaparral de montafia. El clima caracteristico consiste en tormentas de verano, niebla
ocasional y en, altas elevaciones, heladas frecuentes; asi como susceptibilidad a fuego
causado por rayos. La sequia prolongada, asi como la radiacion intensa pudieron haber

seleccionado las hojas cortas y rigidas de este tipo de pinos (Farjon 1996).

El otro ambiente donde se le puede encontrar es en zonas con vegetacion arborescente
bastante dispersa, en la cual se puede encontrar a P. cembroides y otros pifioneros en
diferentes proporciones, junto con diferentes especies de Juniperus. Este tipo de
vegetacibn se encuentra mucho en pendientes semiaridas y mesas que bordean las Sierras

Madres Oriental y Occidental (Farjon 1996).

Segin Perry (1991). Pinus nelsoni habita en zonas aridas o semiaridas de las mesas y partes
bajas de la Sierra Madre Oriental. Su intervalo altitudinal generalmente es entre 1,800 y
3,100 m, aunque hay otros autores que s6lo lo ubican hasta los 2500 m (Zavarin y Snajberk,
1987). Sin embargo, en Pefia Nevada, en el limite entre Nuevo Ledn y Tamaulipas, se
pueden encontrar hasta los 3,200 m. La precipitacion anual es de 300 a 600 mm y ocurre
durante los meses de verano. Normalmente se encuentra asociado con P. cembroides, P.

Johanis y Juniperus spp.

La distribucion de P. nelsoni se limita a la Sierra Madre Oriental, en los municipios de San
Lorenzo, Aramberri, Galeana y Doctor Arroyo en el estado de Nuevo Ledn; en Valle
Hermoso municipio de Miquihuana, Palmillas y Tula en Tamaulipas; y en Las Tablas, San
Luis Potosi. También se menciona una localidad en las Montafas del Carmen en Coahuila
(Perry, 1991). Zavarin y Snajberk {1987) colectaron este pino en una localidad en Mina de

las Cuevas San Luis Potosi {Figura 1).
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Figura 1 Distribucidn geogrifica de P. nelsonii segin Farjon y Styles (1997)

En cuanto a la demografia de esta especie, un estudio realizado por Suzan-Azpiri e! al.
{manuscrito) encontré que, en general, las poblaciones se encuentran constituidas por una
gran proporcibn de plantulas y adultos, mietras que las etapas juveniles se encuentran
pobremente representadas, lo cual lleva a los autores a afirmar que el raclutamiento de
nuevos individuos es periodico en estas poblaciones. Sin embargo, la Jambda (A)
encontrada en dos afios consecutivos.no es estadisticamente diferente de cero, por lo cual,

el crecimiento poblacional no difiere de la estabilidad. (Suzan-Azpiri ef o/, manuscrito).
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La curva de sobreviviencia de P. nefsonii muestra una alta mortalidad durante los primeros
cinco afos después de la germinacion; mientras que la curva se fecundidad muestra un

rapido incremento después de los cuarenta ainos {Suzan-Azpirni ¢f ¢/, manuscrito).

Considerando lo anterior, Suzan ef ol (manuscrito) considera a P. nelsonii como una
especie de vida corta, encontrada en zonas de disturbio, como es el caso de zonas aridas con
propension a fuegos ocasionales; presentando ciclos de tres afios para la produccion de

conos y establecimiento de semillas.

P. nelsonii se encuentra dentro del género Pinus, dentro del subgénero Strobus, también
conocido como Haploxylon o pinos blandos, por agrupar a las especies que solo poseen un
haz vascular. Pertenece a la seccion Parrya por la naturaleza de su madera y, junto con los
otros pifioneros, a la subseccion Cembroides 5./ la cual segin Balley {1983) incluye a P.
cembroides, P.discolor, P. johammis, P. remota, P. culminicola, P. pinceana, P.
maximartinezii, P. guadrifolia y P. monophylla. Debido a que P. nelsonii es muy diferente
a los demas cembroides, Perry (1991) lo coloca junto con P. pinceana, P. maximartinezii y
P. rzedowskii en 1a subseccidn Pinceana, dentro de la seccion Paracembra del subgénero
Strobus, por ser pinos pifioneros de cono grande. Por otro lado, analisis cladisticos han
demostrado que e! grupo de los pinos pifioneros en monofilético si no se incluye en él a P.
nelsonii, el cual aparece como grupo hermano, tanto de la subseccion Cembroides como de
la subseccion Strobus, representando un linaje viejo que no se encuentra relacionado
directamente con el resto de los pinos pifioneros (Farjon, 1996). Por lo anterior, Liston ef
al. (1999) propone conformar la subseccion Nelsoniae la cual, en un analisis realizado con
ITS, se encuentra mucho mas cerca de la subseccion Balfourianae {Liston et al., 1999} que

de los pinos pifioneros.
Farjon (1996} se inclina a pensar que P. maximartinezii, P. rzedowskii, P. pinceana y P.

nelsonii son taxa relictuales,siendo muy probable que sus parientes cercanos se encuentren

extintos.
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Tabla 2 Caracteristicas morfolégicas de F. nefsonii (Zavariny Snajberk. 1987)

Aciculas Conos
Numero por fasciculo 3 Largo del pedanculo |3.0-5.0cm
Largo 40-95cm Largo del cono 8.5-14.0cm
Ancho 0.4-0.9mm | Ancho del cono 5.0-60cm
Filas de estomas adaxiales |3 - 4 Semillas (sin ala)
Filas de estomas abaxiales |1 - 2 Largo 10.0 - 15.0 mm
Canales resiniferos 2 Ancho 7.0-10.0 mm
Haces vasculares ]

Fasciculo Persistente | Altura del arbol 50-90m
Largo 0.5-08cm

Finalmente, segiin la Norma Oficial Mexicana de Proteccion ambiental - Especies de flora
y fauna silvestre de México, publicada en el Diario Oficial en octubre del 2000, P. nelsonii
es una especie sujeta a proteccion especial. Esto implica que dicha especie podria legar a
encontrarse amenazada por factores que inciden negativamente en su viabilidad, por lo que
se determina la necesidad de propiciar su recuperacion y conservacion o la recuperacion y

conservacion de las especies que se encuentren asoctadas.

Microsatélites (SSR’s) como marcadores moleculares

Los microsatélites fueron descubiertos en los genomas eucariontes alrededor de 1980, y
desde entonces han sido ampliamente utilizados en estudios de genética de poblaciones,
principalmente en anlisis de parentesco (Jarne y Lagoda, 1996, Scotti, ef al 1999),
demostrando ser una fuente altamente informativa para estudios de la historia de las

poblaciones, el monitoreo de flujo genético e hibridizacién, entre otros.
Los microsatélites o Simple Sequence Repeats (SSRs) son secuencias de nucledtidos de

DNA con grupos de uno a cinco pares de bases (motivos en tandem) tos cuales en general

se repiten de cinco a cien veces en un sitio. Se encuentran ampliamente distribuidos por
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todo el genoma cucarionte (Powell, er. /. 1995} tanto en el nicleo como en la mitocondria y

el cloroplasto.

Se ha demostrado que alrededor del 25% de los microsatélites se heredan de forma
mendeliana con un locus tinico (Anzidei, ef al. 1999} y son marcadores codominantes, lo
cual nos permite diferenciar los estados homacigos y heterocigos (Anzidei, ef al., 1999),
ademas de considerarse selectivamente neutrales. En general, presentan altos niveles de
polimorfismo  en poblaciones naturales. (Jarne y Lagoda, 1996} como resultado de
diferentes nimeros de repeticion del motivo en la region del microsatélite, lo cual es
facilmente detectable por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Anzidei,
et al. 1999).

En estudios de genética de poblaciones generalmente se utilizan microsatélites de dos, tres
y cuatro nucledtidos repetidos, de los cuales se tiene que ser capaz de distinguir diferencias
de tamafio con una precision de un par de bases. Subsecuentemente se caracterizan los

alelos por el nimero de repeticiones que presenten. (Jarne y Lagoda, 1996).

Una ventaja de los microsatélites es que su estructura molecular se encuentra ampliamente
caracterizada, asi como sus tasas de mutacion, encontrandose trabajos recientes sobre la
evolucion molecular de este tipo de secuencias (Jarne y Lagoda, 1996). El modelo mas
aceptado sobre la generacion de nuevas variantes en este tipo de secuencias es el de
mutacion paso a paso {stepwise), por adicion o delecion de las unidades de repeticion que
la componen. Bajo este modelo la magnitud de las diferencias en el tamafio de los distintos
alelos serd proporcional al grado de relacién entre ellos. Esto quiere decir que las variantes
con pequefias diferencias de tamafio se encuentran més cercanamente relacionadas que
variantes con diferencias de tamafioc mayores (Jarne y Lagoda 1996; Li, 1997; Anzidei ef
al., 1999), al considerarse una unidad de repeticion como la unidad de variacidn, con lo
cual el modelo predice una relacion linear entre la distancia genética basada en las
diferencias de tamafio de los alelos y el tiempo de divergencia de estos (Echt ef al., 1998).
Sin embargo, la formulacion original de este modelo (Ohta y Kimura, 1973; Kimura y

Ohta, 1978) supone que no hay restricciones en el tamafio alélico y, por lo tanteo, la
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mutacién actia como un factor que potencia las diferencias penéticas. Sin embargo,
cuando se ponen ciertas restricciones hacia el sentido en el cual muta el microsatélite, como
se ha visto que efectivamente ocurre (Jarne y Lagoda, 1996; Kryglyak ef af., 1998; Estoup
y Cornuet, 1999), la probabilidad de que nuevas mutaciones resulten en la reaparicion de
alelos perdidos en el pasado se incrementa considerablemente, con lo cual la mutacidn

actuaria como un factor homogeneizador mas que un generador de divergencias (Gaggiotti
et al. 1999),

Algunas de los estudios recientes en este campo han estados destinados a encontrar
secuencias flanqueantes que puedan ser utilizadas en la amplificacion de loci especificos de
microsatélites, asi como, ayudar a la determinacion de los tipos de familias en la:s cuales se
agrupan las secuencias repetidas, su distribucion y densidad en el genoma (Jame y Lagoda,
1996).

La caracterizacion de la secuencia completa del cloroplasto de Pinns thunbergii en 1994
{Wakasugi ef al., 1994) ha permitido la identificacion de este tipo de secuencias dentro de
dicho organelo (¢SSRs), asi como de sus regiones flanqueantes, con lo cual se han podido
generar primers especificos para la amplificacion de microsatélites particulares de pinos y

otras coniferas (Vendramin, ef al., 1996).

La herencia de los microsatélites de cloroplasto se ha estudiado en varias especies de
coniferas, entre ellas Picea abies K. (Sperisen el al, 1998), Abies alba (Vendramin y
Ziegenhagen, 1997), Pinus radiata (Cato y Richardson, 1996), y en cruzas de Pinus
halepensis y Pinus brutia (Anzide), ef af.,1999), encontrandose en todos los casos herencia

por via paterna.

Debido a que el genoma del cloroplasto se encuentra altamente conservado, tanto en el
arreglo de los genes como de las secuencias intergénicas, las ¢SSRs presentan un alto grado
de universalidad; asi, contrario a lo que sucede con microsatélites nucleares, los primers
disefiados con la secuencia de P. thunbergii funcionan para amplificar ¢SSRs de otras

coniferas (Powell et of., 1995; Vendramin ef al,1996). La secuencia de las regiones
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amplificadas por estos primers ha confirmado la presencia de microsatélites en Picea abies
fVendramin ef al. 2000), Abics alha (Anzidei et af., 1999), Pinus halepensis (Bucct et al.

1998), Pinus britia, Pinns pinaster, Pinus pinea, y Pinus cembra (Anzidei, ef al., 1999),

El zito grado de polimeorfismo de los microsatélites resulta sumamente Gtil en estudios
genéticos de especies en las cuales se ha encontrado nula o baja variacion genética con otro
tipo de marcadores menos sensibles como RAPDs o isoenzimas como ocurriria en algunas

de las especies con distribucion restringida (ej. Echt et al., 1998).

En le caso particular de poblaciones que suponemos hayan pasado por un fuerte cuello de
botella, los marcadores moleculares haploides resultan mucho mas eficaces como
indicadores de grandes reducciones en el tamafio poblacional debido a que el tamaiio
efectivo de la poblacidn es dos veces mas pequeﬁo respecto a un marcador diploide (Echt et
al., 1998). Por otro fado, los genomas haploides transmitidos uniparentalmente en los
cuales no hay procesos de recombinacién, mantienen un registro de las nuevas mutaciones,

lo cual puede encontrarse obscurecido en genomas dipoides (Echt er al. , 1998).

Mecanismos de mutacidn en los microsatélites

Como se menciond anteriormente, una de las caracteristicas que permiten utilizar a los
microsatélites en estudios de genética es su alta variabilidad. Las tasas de mutacién de la
mayoria de los microsatélites son varios ordenes de magnitud mayor que la de otros loci en
¢l mismo genoma, siendo particularmente frecuentes las mutaciones que cambian el tamaiio
del microsatélite (Eisen, 1999). Se cree que existen dos mecanismos distintos con los cuales
se puede explicar las diferencias de tamafio de los microsatélites, estos son el
entrecruzamiento desigual y el slip-strand misparing. El primero supone que la presencia
de regiones altamente repetidas aumenta la probabilidad de que los cromosomas homélogos
se encuentren apareados incorrectamente durante la recombinacion. El segundo ocurre
durante la duplicacion del DNA, debido a un error de la polimerasa, la cual permite que el
templado y la cadena que se esta polimerizando se desalinien temporalmente (Figura 2). Si

esto ocurre en una region donde la secuencia es repetitiva, ambas cadenas se pueden
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realinear fuera de su sitio, formandose asi una cadena de distinto tamafio que el templado

original (Li, 1997, Eisen, 1999, Hancock, 1999).

Recientemente se ha generado una serie de evidencias a favor del stip-strand misparing
como el principal responsable de los cambios de tamaiio de los microsatélites, entre ellas se
ha visto que la tasa de mutacion de los microsatélites no se ve afectada cuando se suprime
la recombinacidn, ni varia entre células mitdticas y meidticas, lo cual contradice la idea de
que la recombinacidn es €l mecanismo responsable de la variacion en los microsatélites
(Eisen 1999, Hancock 1999).

Independientemente del mecanismo molecular responsable de la alta tasa de mutacion
presente en este tipo de marcadores, se sabe que un evento de mutacion en un microsatélite
generalmente involucra un cambio de tamaiio de una unidad de repeticion, sin embargo,
esto puede no ser siempre asi, habiendo casos en los que la mutacién puede implicar varias
unidades de repeticion (Estoup y Cornuet 1999). A pesar de carecer de datos suficientes
respecto a los mecanismos de mutacion de este tipo de secuencias, es sumamente
importante resolver qué tipo de modelo tedrico de mutacion se debe aplicar a los datos de
microsatélites, ya que una gran cantidad de pardmetros poblacionales dependen de dicho
modelo. Principalmente dos tipos de modelos tedricos de mutacion han sido aplicados a los
microsatélites, estos son el de mutacion por alelos infinitos (Kimura y Crow 1964) y el de
mutacién paso a paso ¢ stepwise (Kimura y Ohta 1978). Sin embargo, conforme mas datos
se van acumulando se vuelve mas claro que no existe un modelo de mutacién capaz de
describir {a dinamica de los distintos loci de microsatélites, aunque el modelo de mutacién
paso a paso pareceria ajustarse mejor en las simulaciones (Valdés et al., 1993) que

cualquier otro tipo de modelo de mutacion.
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Objetivos

Estimar la estructura de edades de las poblaciones de P. nelsonii

Estimar los niveles y distribucion de la variacion genética encontrada tanto dentro como
entre las poblaciones de P. nelsonii con base en microsatélites de cloroplasto como
marcador molecular y utilizando dos diferentes modelos de mutacion.

Obtener estimados de flujo genético mediado par polen entre poblaciones (Nyn),
Correlacionar la distancia genética con la distancia geografica, de modo que se pueda
observar si las poblaciones de P. nelsonii se ajustan a un modelo de aislamiento por
distancia.

Inferir los patrones demograficos que han seguido las poblaciones de P. nefsonii en un

pasado no muy lejano.



Metodologia
Colecta

La localizacion de las poblaciones se hizo con base en la ubicacion geografica de Pinms
nelsonii encontrada en Perry (1991), Farjon y Styles (1997) y Martinez (1992); asi como en
una revision de muestras de herbario en el Herbario del Instituto de Biologia UNAM
(MEXUY), y el Herbario del Instituto Nacional para la Investigacién Forestal, Agropecuaria
y Pesquera (INIFAP). También se recaudé informacion con los habitantes de los diferentes
lugares para detectar poblaciones no reportadas en la literatura. En el caso de la poblacion
de las Montaas del Carmen, se pidié informacién en la SAGAR y en la Universidad

Autdnoma Agraria "Antonio Narro”, ambas ubicadas en Saltillo, Coahuila.

Se hicieron dos salidas al campo una en febrero de 1999 y otra en noviembre del mismo
afo. Las poblaciones fueron localizadas geogrificamente con un geoposicionador
obteniéndose latitud, longitud y altitud de cada una de ellas. Se calculd la distancia

promedio entre poblaciones basandose en un método de triangulaciones sobre un mapa.

Se tomaron muestras de por lo menos 30 individuos al azar en cada poblacion, a los cuales
se les midid el perimetro con una cinta métrica y posteriormente se calculd el didmetro
mediante la férmula P = 2nrr. La altura se estimé visualmente y se hizo una estimacion de la
edad por medio de los anillos de crecimiento, para lo cual se utilizod un taladro de Pressley.
De cada individuo se colectaron aciculas, guardandolas en hielo para su posterior
tratamiento en faboratorio. También se colectaron plantulas en las poblaciones en que €stas

se hallaban presentes.
En total se colectaron 293 individuos adultos y 50 plantulas. Del total de individuos adultos

colectadoes, solo para 177 se obtuvo su edad, mientras que para 247 se midid su perimetro y

1a altura se calculé para 251 individuos.
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Tablu 3 Localizacion geogrifica de Jus 9 poblaciones encontradas en México de P, welsonii y niimero de individuos

colectadas en cada poblacion.

Estado Poblacion Latitud Longitud Altitud Individuos

Tamaulipas Tula 23°15.89 N 99°40.68 W 2265 msnm 30
23°17.39N 99°39.43 W 1747 msnm

Tamaulipas Miquihuana 2393515 N 99°45.01 W 1731 msam 30

Tamaulipas Las Antonias  23°24.03 N 99°51.2 W 1791 msom 46
23°28.20 N 9994929 W 2174 msnm 34 plantulas

Nuevo Lcon Pefia Nevada  23°48.14 N 99°54.1 W 2244 msnm 30
23°48.23 N 99°340 W 2240 msnm 15 plantulas

Tamaulipas San Lazaro 23°48 42 N 993392 W 2179 msnm 30

Tamaulipas Palmillas 23°178IN 99°07.36 W 1597 msnm 30
San Luis La Tapona 22°4939N 100°37.5 W 2191 msom 27
Potosi 22°4780 N 100°36.21W 2537 msnm

San Luis Los 22°47.89N 100°35.81 W 2310 msnm 30
Potosi Duraznillos 22°4796 N 100°37.06 W 2514 msnm

San Luis Puerto 22°41.38 N 100°26.32 W 2168 msnm 29
Potosi Membrillo

Analisis de estructura de edades de las poblaciones

Debido a que el nimero de individuos para los cuales se pudo medir la edad era muy
reducido en comparacion con el total de individuos colectados (177 de 293) se buscd otro
pardmetro que se comrelacionara con la edad, de modo que nos permitiera inferir la edad de
los individuos sin tener que medirla directamente, Para hacer lo anterior, del total de
individuos muestreados se estimd la regresion entre la edad y el diametro a la altura del
pecho, asi como, entre la edad y la altura. Para hacer el anélisis de la estructura de edades

se eligio utilizar como parametro el diametro, por presentar un coeficiente de correlacion
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con la edad mayor que el encontrado en la regresion entre edad y altura. Con la ecuacién
obtenida se estimé la edad para 256 individuos de P. nefsonii, con la cual histogramas de
frecuencia tanto para el conjunto de todos los individuos como para cada una de las
poblaciones por separado. E! nimero de calegorias de edad se calculd con la férmula

[(Valor maximo — Valor minimo)/ SlogN].

Amplificacién de microsatélites de cloroplasto de pino

Las muustras de material biologico se guardaron a -20°C hasta la extraccion de DNA, y éste se

almaccné posteriormente a -70°C.

La extraccion de DNA total se realizo por el método de miniprep segiin el protocolo de
Vazquez-Lobo (1996; Apéndice I} y posteriormente se cuantifico el DNA con un
fluorémetro. Se hicieron diluciones donde la concentracion final de DNA fuera de aprox.
15 ng/nl.

Se eligieron primers utilizados con anterioridad en la amplificacion de microsatélites de

cloroplasto de pinos (Vendramin ef a/., 1996; Echt et al.,1998) basados en la secuencia de
P. thunbergii (Tabla 3).

Marcaje radiactivo de los primers

E! forward de cada uno de los primers se marco de la siguiente manera:

En un volumen final de reaccion de 25p!, el cual contenia 6.4 mM del oligonucleétido
Jorward, 50mM de imidazol-HCI (p.H. 6.4), 12mM de MgClz, 1mM de 2-Mercaptoetanol,
70uM de ADP, 5 unidades de cinasa T4, 0.5pl de [¥*2-P] ATP {10uCi/pi).

La reaccion fue incubada a 37°C por 10 minutos para activar la cinasa y posteriormente a
65°C por otros 10 minutos para detener la reaccion. El primer marcado se almacenaba a

~20°C hasta su utilizacion.
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Condiciones de la_amplificacion

La reaccion de amplificacion mediante PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) se
realizé en un volumen total de 25 pl el cual contenia 0.2 mM de cada ANTP, 2.5 mM de
MgClz. buffer de reaccion 10X (Gibco), 0.15 mM de cligonucledtido reverse, 0.5 mM de
oligonucleotido forward marcado radiactivamente, 0.1 mM de oligonucledtido forward, 45
ng de templado de DNA, 0.5 unidades de Taq DNA polimerasa (Gibco).

La reaccion fue hecha en un termociclador Gibco y los ciclos utilizados fueron los
siguientes: 5 minutos de desnaturalizacidn a 95°C, 5 minutos a 80°C, seguido por 33 ciclos
de | minuto de desnaturalizacion a 94°C, 1 minuto de alineamiento a 59°Cy ) minuto de

extension a 72°C, con una extension final de 8 minutos a 72°C.

Deteccidn de productos del PCR

Una vez amplificados los microsatélites de cloroplasto de pino se corrieron en geles
desnaturalizantes de acrilamida 6%, urea 7 M, en camaras de electroforesis vertical a 60
Walts constantes durante 3 horas aproximadamente (aunque el tiempo de corrimiento
depende del tamafio del microsatélite que se haya amplificado), cuidando que la
temperatura del gel no excediera los 40°C. Se utilizé un marcador de peso molecular de 10
pb (Gibco) el cual fue marcado radiactivamente {Apéndice I1) y la secuencia del plasmido

pUCI18 obtenida con un kit de secuenciacion de marca Gibco (Apéndice I11).

Los geles fueron secados con una secadora de vacio por dos horas y expuestos en una placa
autoradiogrifica toda la noche, sin placas intensificadoras y a temperatura ambiente;
aunque el tiempo de exposicion puede variar dependiendo de la intensidad de la marca
radiactiva. Posteriormente, las placas se revelaron en un revelador automatico marca Kodak

facilitado por el Instituto Nacional de Pediatria (INP).
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Tata 4 Primers utilizados para la amplificacion de microsatéiites de cloropinsto de pino. Basados en ia

secuencia de P thunhergii (Vendramin ef al. 1996).

Primer Secuencia

P11254 CAATTGGAATGAGAACAGATAGG
TGCGTTGCACTTCGTTATAG

P19383  AGAATAAACTGACGTAGATGCCA
AATTTTCAATTAAGGTCATTA

P130204 TCATAGCGGAAGATCCTCTTT
CGGATTGATCCTAACCATACC

P171936 TTCATTGGAAATACACTAGCCC
AAAACCGTACATGAGATTCCC

P187268 GCCAGGGAAAATCGTAGG
AGACGATTAGACATCCAACCC

Pt15169 CTTGGATGGAATACGAGCC
GGAAGGGCATTAAGGTCATTA

Pt36081 CCCGTATCCAGATATACTTCCA
TGGTTTGATTCATTCGTTCAT

P163480 TTTTGGCTTACAAAATAAAAGAGG
AAATTCCTAAAGAAGGAAGAGCA

Pi41093 TCCCGAAAATACTAAAAAAGCA
CTCATTGTTGAACTCATCGAGA

PI6718  CACAAAAGGATTTTTTTTCAGTG
CGACGTGAGTAAGAATGGTTG

Pi110048 TAAGGGGACTAGAGCAGGCTA
TTGCTATTGAACCTTGGACA

Ubicacion

espaciador del psbA - trak (UUU)

intrén del trnd;
clpP %
IRFI69 *

espaciador del rn(GAU) - 1rnd (UGC)

rps2

espaciador del pshJ- petd *

ORF119

rpi2

intrén det rps12

% Primers utilizados en cl andlisis de datos, por ser polimorficos y con buena resolucién sus productos de

PCR,
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Analisis de variacion y estructura genética
Obtencign de la matriz de datos

Los distintos alelos de cada uno de los loci fueron identificados por las diferencias de
tamaio de los productos de las amplificaciones. Con los tamafios de los microsatélites
amplificados se realizé una matriz donde sdlo se incluyeron los microsatélites polimorficos.

Los datos se analizaron con el programa Arlequin ver. 2.000 (Schneider ef al. 2000).

Arboles basados en los distintos haplotipos

Con la matriz de los diferentes alelos por individuo se obtuvieron los haplotipos existentes
en las poblaciones (siendo éstos las distintas combinaciones presentes entre los alelos
encontrados); posteriormente se midid la distancia entre haplotipos como el nimero de
mutaciones necesarias para pasar de un haplotipo al otro, esto se estimo simplemente como
el numero de diferencias en pares de bases entre los distintos haplotipos. Con la matriz de
distancia entre haplotipos se realizé un fenograma utilizando el método de neighbor-
joining. con el programa Phylip ver. 3.5¢ para PowerMac (Felsestein, 1995). En este
fenograma se tratd de observar si los haplotipos mayormente parecidos entre si se
encontraban mas cercanos geograficamente. Por otro lado, con los haplotipos presentes en
las distintas poblaciones se realizd una matriz de presencia/ausencia, utilizando cada
haplotipo como un caricter. Con esta matriz se realizoé un filograma entre las diferentes

poblaciones utilizando una bisqueda exhaustiva en el programa PAUP ver. 3.0s.

Diversidad genética

Se utilizaron varias medidas de la diversidad genética, la primera fue la heterocigosis
virtual pues los marcadores son haploides o He (Nei 1987) la cual es expresada como la
probabilidad de que dos haplotipos elegidos al azar dentro de una poblacion sean iguales.

Es estimada como:
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k
He=(n-1)(1-Z Pi %)

il
donde # es el nimero de copias del gen dentro de la poblacién, & es el nimero de haplotipos
en la poblacion y Fi es la frecuencia del /-esimo haplotipo {(Nei 1987), La He se estimd
tanto para el conjunto de todos los loci como tomando cada locus por separado; en ambos
casos se calculd He para cada una de las poblaciones, asi como para el conjunto formada
por estas. Este indice puede tomar valores de cero —cuando no existe variacion genética- a

uno —cuando la variacion genética es total-.

El segundo estimador que se utilizo fue el nimero promedio de diferencias entre todos los
pares de haplotipos (17, Tajima, 1983) la cual se calculd de la siguiente manera:

X
n=2% Zpipjdy

P i
donde i es un estimado del nimero de mutaciones —estimada como el numero de
diferencias- ocurridas desde la divergencia de los alelos i yj, & es el namero de haplotipos y
pi es la frecuencia del haplotipo i (Schneider et al,, 2000). Pi puede adquirir valores que

van del cero —para secuencias idénticas- a infinito.

Estimador indirecto del nGmero de mutantes por generacion

Otra de las caracteristicas de la estructura genética que se estimo fue theta, la cual esta
definida como @ = 2Mu donde, en el caso de utilizar un marcador haploide, Af es igual al

tamaiio poblacional (¥) y w es la tasa de mutacién (Schneider er of., 2000); theta se

relaciona con la homocigosis (F} de la siguiente manera:

F=1l/e+l

Siendo esta la homocigosis esperada en una poblacién que se encuentre en equilibrio entre
deriva y mutacion (Schneider et. al, 2000). Como en este caso los marcadores son

haploides, la homocigosis () sera virtual y es expresada como |1 - He. @ se puede calcular
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en primer término siguiendo un medelo de mutacion de alelos infinitos, donde cada nueva
mutacion generara un alelo nuevo y diferente en estado a el resto de los alelos existentes en
la poblacién (Guillespie, 1998) y por lo cual la mutacion borra cualquier memoria del
estado alélico anterior (Slatkin, 1995). La otra forma de calcular & es siguiendo un modelo
de mutacion paso a paso (stepwise) donde los posibles estados alélicos son visualizados
como los enteros de una recta numeérica, donde cada nueva mutacion causa que ¢l alelo se
mueva un paso hacia la derecha o hacia la izquierda (Li, 1997) de su posicion original, esto
quiere decir que el tamafio del nuevo alelo mutante depende del tamafio que haya tenido el

alelo que le dio origen (Slatkin, 1995).

Estimadores de distancia entre haplotipos

Para estimar la distancia entre los distintos haplotipos se utilizaron dos aproximaciones
distintas. La primera fue utilizando el nimero de diferentes alelos entre haplotipos, con lo
cual las diferencias seran dadas como:

L
dy=2Z & (i)

i=1
donde &y (i} es llamada la funcién de Kronecker y es igual a 1 si los alelos del i-ésimo
locus son idénticos en ambos haplotipos, o igual a cero si ambos alelos son distintos
{Schneider, 2000). Este método de medir las distancias entre haplotipos es mas apropiado
para marcadores moleculares que se ajustan a un modelo de mutacién de alelos infinitos y
que presentan tasas bajas de mutacion (Slatkin, 1995). Cuando se estima la estructura
genética basindose en este estimador de las diferencias entre haplotipos el indice de
fijacion obtenido serd la Fst ponderada, la cual es idéntica a 1a © de Weir y Cockerham
(1984; Michalakis y Excoffier, 1996; Schneider, 2000) donde se corrige la Fst para tamafios

poblacionales diferentes.
La segunda aproximacion que se utilizd para medir las diferencias entre haplotipos fue la

varianza que hay dentro del nimero de repeticiones (suma cuadrada de las diferencias de

tamaiio) entre dos haplotipos (Slatkin, 1995) donde
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L
dy = Z (tti- ayi)?
i=1

en el cual ax es el nimero de unidades de repeticién del microsatélite del /-ésimo locus
{Schneider, 2000). Cuando los indices de estructura genética se obtienen con base en este
estimado de distancia, el indice de fijacién es un analogo a la Rst de Slatkin (1995;
Schneider, 2000). Este estimador ha sido disefiado especificamente para datos obtenidos de
microsatélites, ya que supone un modelo de mutacidén paso a paso (stepwise} y tasas de

mutacion elevadas (Slatkin, 1995).

Andlisis de varianza molecular (AMOVA)

La estructura genética fue inferida por medio de un andlisis de varianza molecular (Weir y
Cockerham, 1984), el cual se basa en el numero de diferencias encontradas entre los
distintos haplotipos. Este tipo de anlisis jerarquico parte de la varianza total en distintos

niveles, de manera que:
o= 0%+ 0%

donde 07T representa la varianza molecular total, 0% es el componente de varianza dado
por las diferencias encontradas entre las poblaciones, 0% es la varianza entre individuos de
una misma poblacidén (Weir y Cockerham, 1984) En ¢l caso particular de que se estén

utilizando haplotipos, la variacién encontrada entre poblaciones esta dada por;
nota+ O

donde 1 = N-Z(Np#/N) / P-1
P

siendo N el nimero total de copias de un gen, Np el nimero total de copias de un gen
dentro de la poblacién p y P el nimero total de poblaciones (Schneider 2000). El indice de
fijacién que mide el efecto de la subdivisién se calcula como c#a/ o1 (Schneider et al,

2000).
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Los componentes de la varianza (%) fueron utilizados para estimar los distintos indices de
fijacién y los tiempos de coalescencia propuestos por Slatkin (Slatkin, 1995; Schneider e/
al,. 2000). El analisis se realizé con ambos estimadores de distancia entre haplotipos; en el
caso de utilizar la varianza de la frecuencia alélica o el modelo de alelos infinitos, el indice
de fijacion que se obtiene es la Fst, mientras que cuando se utiliza la varianza del ndmero

de repeticiones o mutacion paso a paso, lo que se obtiene es la Rst. De esta manera:
Fst=fo-fi/l-fi=th-to/ta y
Rst= Si—-Se/8 = h~te /0

Donde foes a probabilidad de que dos genes elegidos al azar dentro de una poblacién sean
idénticos po'r descendencia, fi es la probabilidad de que dos genes provenientes de dos
poblaciones distintas sean idénticos por descendencia, /i es la media del tiempo promedio
de coalescencia de dos genes provenientes de poblaciones distintas y fo es la media del
tiempo de coalescencia de dos genes provenientes de la misma poblacidn (Slatkin, 1995;
Schneider ef al., 2000). Sw ¢s el promedio de la suma de los cuadrados de las diferencias en
el tamaiio alélico dentro de cada poblacién, y $i es el promedio de la suma de los cuadrados
de las diferencias en el tamaiio alélico de todos los pares de copias de un gen siendo S= Sw

+ §b donde Sb define el componente de varianza entre poblaciones (Slatkin, 1995).

La significancia de los indices de fijacion fue probada utilizando un enfoque no
paramétrico, donde se permutan haplotipos, individuos o poblaciones entre individuos,
poblaciones o grupos de poblaciones; después de cada permutacién se computan todos los
estadisticos para obtener su distribucién nula. Con este método se necesitan por lo menos
1,000 permutaciones para que el resultado sea confiable (Excoffier ef al,, 1992; Schneider

el a., 2000), por lo que se hacieron 1023 permutaciones.

El anilisis de AMOVA no sélo se hizo a nivel haplotipico, sino que se realizé6 también

para cada lacus por separado; dicho anélisis permite ver si hay inconsistencias entre los
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datos, ya que si los datos son consistentes, es decir, no faltan datos para algunos individuos,

ambos analisis deberan tener el mismo resultado (Schneider ¢f al., 2000).

Distancia zenética entre poblaciones

Se calcularon las diferencias genéticas entre pares de poblaciones, utilizando una matriz de
valores pareados de Fst y otra de Rst. La significancia se calculé permutando haplotipos
entre ambas poblaciones. Estos estadisticos se pueden utilizar como estimadores de

distancia genética a corto plazo {Schneider e/ al., 2000).

El segundo estimador que se utilizé fue el promedio de diferencias entre poblaciones, que

es el nimero de diferencias nucleotidicas entre pares de poblaciones donde:

kR
D=M=2Z Zaxnxidy ¥y
i=4 =}

Da=mm2=[(M- TR/ 2

Donde D y Da representan la diferencia bruta y la diferencia neta respectivamente, mientras
que k y &' son el nimero de distintos haplotipos en la poblacion 1 v 2, x1 es la frecuencia

del i-ésimo haplotipo en la poblacion 1 y &y es el niimero de diferencias entre el haplotipo

yJ.

Por otro lado Da corresponde a la distancia genética de Nei, siendo Da = 2448 — to) = 24T
+ @donde g/ es la tasa de mutacion por nucleotido, Tes el tiempo de coalescencia entre dos
poblaciones y = 2Ny . Estos estimadores se aplican s6lo a datos haploides (Schneider ef
al., 2000).

Se hizo una cormrelacion entre las matrices de distancia genética (Da) y la distancia
geografica, con el fin de dilucidar 51 los datos se ajustan a algiin modelo de atslamiento por
distancia. Para lo anterior se realizd una prueba de Mantel que nos permite correlacionar

dos matrices de datos que no son del todo independientes (Mantel, 1967).
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Se hicieron dendogramas de las distimas poblaciones utilizando una matriz de distancias
genéticas (DA) para ambos modelos de mutacidn, utilizando neighbor-joining (Swoford y
Olsen, 1990},

Tiempo de coalescencia entre las poblaciones

Como se menciond anteriormente, el indice de fijacion puede encontrarse expresado en
términos del tiempo de coalescencia, para lo cual hay que suponer dos poblaciones
haploides de tamafio N, las cuales divergieron T generaciones atras, permaneciendo

aisladas dusde entonces. Bajo estas condiciones:
Fst=T(T+N) porlotanto Fst/(l1-Fst)=1T/N

Se obtuvo la matriz de valores pareados de 7/ N para ambos modelos (Fst y Rst), Io cual es
proporcional al tiempo de divergencia (en generaciones) entre el par de poblaciones que se

estén comparando (Schneider ef al., 2000, Slatkin, 1995).

Nimero de migrantes entre poblaciones

El nomero de migrantes se calculd partiendo de dos poblaciones de tamaiio N que
intercambian una fraccién m de migrantes cada generacion. Suponiendo que la tasa de
mutacién es despreciable respecto a la tasa de migracion, y que la poblacion se encuentra

en equilibrio entre migracién y deriva génica:
Fst=1/(2M+1)  porlotanto M =(1 - Fst)/2Fst

Siendo A7 el nimero absoluto de migrantes intercambiado entre las dos poblaciones; al
suponer que ambas poblaciones sélo intercambian genes entre si entonces se puede dividir
M sobre dos y asi obtener Nm para poblaciones haploides (Schneider e/ al., 2000). Esta
ecuaciOn se aplico tanto para los valores de Fst como para los de Rst, obteniéndose asi las

matrices de nimero de migrantes entre pares de poblaciones. Para tratar de ver si los datos

34



se ajustan en cierta medida a algiin tipo de aislamiento por distancia, se grafico la distancia

genética contra el log M, obteniéndose el coeficiente de correlacion entre ambos.

Demografia histérica

Distribucién mismatch

Para hacer un analisis de demografia histérica, es decir, de los cambios demograficos que
han ocurrido en el pasado el cual, en este caso, puede ser relativamente reciente o abarcar
varios miles de afios (Rogers, 1995), se parte del supuesto de que las diferencias entre
individuos miden la distancia genealdgica entre ellos, la cual tiende a aumentar conforme el
tamafio poblacional es mayor. Una de las formas para medir la distancia genealogica entre
los individuos es hacer un andlisis de la distribucién del nimero observado de diferencias
entre pares de haplotipos (mismatch, Rogers, 1995, Schneider ef al, 2000). Dicha
distribucion es multimodal en muestras de poblaciones que se encuentran en equilibrio
demogrifico, mientras que si la poblacion ha pasado por una expansién reciente la

distribucién sera unimodal (Schneider ef al., 2000).

Para desarrollar la metodologia de la distribucion de 1las diferencias entre pares de
haplotipos, Rogers {1995) se basé en un modelo de expansion repentina, en el cual se parte
de una poblacidn inicial de tamafio Ne la cual s¢ encuentra en equilibrio entre deriva y
mutacién. Esta poblacion se expande rapidamente hasta llegar a un nuevo tamafio Ni, lo
cual sucede en un tiempo de £ generaciones. De esta manera, el modelo reduce la historia de
la poblacion a tres parimetros (Rogers, 1995) No, N1 y #, sin embargo el efecto de cada uno
de ellos puede ser confundide con la tasa de mutacion (i), por lo cual la distribucion de las
diferencias entre pares de haplotipos nos da informacion sobre: €o=2uNo, ©1=2uN1y T
= 2uf (Rogers, 1995). Utilizando un método de momentos y suponiendo que Bo tiende a

infinito se ilega a las ecuaciones:

Go=(v-ms ¥y T=m-

35



Donde m es la media observada de la distribucion de las diferencias entre individuos y v es

la varianza de dicha distribucion.

En el presente trabajo se estimd la distribucion de las diferencias entre pares de haplotipos,
(distribucion del mismatch), la significancia de los valores de la media y la vartanza fue
estimada mediante una prueba de chi cuadrada. Las diferencias entre pares de haplotipos se
calcularon tanto para el modelo de alelos infinitos (alelos diferentes o Fst) como para el

modelo e mutacién paso a paso o stepwise (varianza en el tamafio de los alelos o Rst).

Inferencias a partir de arboles filogenéticos

La segunda aproximacién que se utilizd para estudiar la demografiz historica de las
poblaciones fue basandose en el tiempo ocurrido entre los nodos de un arbol genealdgico,
es decir, el tiempo transcurrido entre los distintos eventos de coalescencia (Nee ef al.,

1996), con lo cual se pueden detectar cambios ocurridos en el tamaiio poblacionai.

Este método parte de la idea de que las poblaciones que se encuentran expandiéndose
mostraran una filogenia a manera de estrella que resultara en una relacion parabélica entre
fa distancia entre haplotipos, como un estimado del tiempo de coalescencia entre dichos
haplotipos (suponiendo que ambos estimadores son directamente proporcionales), y el
logaritmo del nimerc de linajes; por el contrario, poblaciones que se encuentren estables
presentardn una filogenia fuertemente estructurada, lo cual resultara en una relacién
exponencial entre la distancia genética y el logaritmo del nimero de linajes (Nee er al.,
1996, Delgado et al., 1999).

Para hacer este andlisis se utilizd el dendograma de los diferentes haplotipos construido a
partir de la matriz de diferencias entre haplotipos para el modelo de mutacién pase a paso,
Yy utilizando neighbor-joinig (Swofford y Olsen, 1990). Posteriormente se grafico el
logaritmo del nimero de linajes contra el tiempo de coalescencia (medido como las
diferencias entre haplotipos) para lo cual se considerd el tiempo actual como el tiempo

Cero,
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Resultados
Ubicucion geografica de las poblaciones de Pinus nefsonii

Se localizaron en total nueve poblaciones en los estados de Tamaulipas, San Luis Potosi y
Nuevo Ledn (Figura 3), de las cuales fueron colectados un total de 256 individuos, Las
poblaciones de Aramberri, Galeana {cerro del Potosi) y Doctor Arroyo en Nuevo Ledn y
las Tablas, San Luis Potosi, reportadas por Perry (1992), no fueron localizadas en ninguna
de las salidas al campo, teniendo la segurided de que por lo menos la poblacion de
Aramberri no existe actualmente. No se intentd llegar hasta el sitio donde presumiblemente
se podria encontrar la poblacién de Montafias del Carmen, por lo cual no se tiene fa
seguridad de que actualmente exista. Por otro lado, los informes de la Universidad Forestal

de Saltillo indican que no se ha encontrado ninguna poblacion de P. nelsonii en el estado de

Coahuila.

La distancia geografica mayor se encuentra entre la Tapona, San Luis Potosi y San Lazaro,
Tamaulipas, siendo de 114.3 km, Las poblaciones que mis cercanas se encuentran son la
Tapona y los Duraznillos, separadas sélo por 24 km. (Tabla 5). El promedio de las

distancias gepgraficas entre poblaciones es de 64.9 Km.

Tabla 5 Distancia promedio (Km) entre las 9 poblaciones encontradas en México de P, nefsonii. En gris Ia mayor
distancia geografica encontrada entre poblaciones

Miquih Anton. PNev  SLaza Palmill Tapon Durazn Membr
Tula 314 17.6 43.9 423 28.5 93.7 02.3 73.5
Miquih 13.7 21.2 29 55.8 9l.1 885 894
Anton : 239 36.4 594 78.1 77.6 75.6
PNev 28.4 152 96.2 096.4 98.2
SLaza - 533 114.3 113 111.9
Palmill 121 228 1119
Tapon 24 17.9
Durazn 15.6
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Duraznillos

Fig. 3. Distribucién geogrifica de las 9 poblaciones de P. nelsonii encontradas en México



Andlisis demogrifico

Tanto la correlacion de edad contra didmetro, como la de edad contra altura fueron estadisticamente
significativas (p< 0.0001), con un coeficiente de correlacién r = 0.8412 para el didmetro y de
r = (.7036 para la altura (Figuras 4 y 3), encontrindose que fa ecuacién que mejor se ajusta en
ambos casos es una regresion cuadritica entre los dos parametros, La ecuacién obtenida para inferir
la edad utilizando el diametro fue: edad = 0.1114 {DAP)? - 0.0757 (DAP) + 29.207, mientras que en
el caso de utilizar la altura: Edad = 0.1604 (altura)? + 5.4304 (altura) + 21,994,

Edad (afios}

0 5 10 15 20 25 30
Dlimetro a la alura det pecho (DAP)

Figura 4. Correlacién entre la edad medida en afios y ¢l didmetro o la altura del pecho (DAP) para 177 individuos de
P. nelsonii encontrados en 9 poblaciones de México. r =0,8412. Edad =0.114 (DAP)2 - 0.0757 (DAP) + 29.207

Edad (aflos)
g

0 2 4 -} 8 10
Alura (m)

Figurs 5. Correlacidn entre la edad medida en ajios y 1a alturn en metros de 177 individuos de P. relyonis encontrados en

9 poblaciones de México. R =0.7056, Edad = 0,1606 (altura)2 + 5.4304 (altura) + 21.994.

39



Numereo de individuos

20| rl I—I
0 O I Y B O = T = = T

RN L R R K S A
P gt & o ‘\,;.f" & & & o
Edad (afios)
Figura 4. Distribucion de edades para 256 individuos de P. nelsonii encontrados en 9 poblaciones de México (Media= 44.47,
degviacion estindar = 14.94).

14 -
12 4
10 A
8
6 -
4 -
2 4

o+t .D,ﬂ,n

Namero de individuo:

T T =

D 5 P

f§° Q,;P('be&

Qb‘.ob‘:

«‘-" 69’

N o4 O
Cb 0_,‘2;\ ,\c?’ :
Vol

dad (anos) & v@%-

P

el

A

Nig

o
w

Figura 7. Distribucién de edades para 27 individuos de P. nelsonii encontrados en la poblacién de Tulz, (Media=41.03,

desviacion estindar = § 38).
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Figura K. Distribucién de edades para 37 individuos de P. melsonii encontrados en la poblacién de Miquihuana (Media = 43.29,
desviacion estindar = §5.76).
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Figurs Y. Distribucién de edades para 45 individuos de P. nel.mnu encontrados en ln poblacidn de Las Antonias (Media =
46.76, desviacidn estfindar = §13.87).
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Figurs 1. Distribucion de edades para 30 individuos de P. nelsonii encontredos en la poblacitn de Pefia Nevada (Media =
48.75, desviocién estindar = 14,86).
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Figuru 11. Distribucién de edades parn 30 individuos de P. nelsonii encontrados en la poblacién de San Lizaro (Media =
41.14, desvincidn estdndar = 15.88).
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Figura 12. Distribucion de edades para 30 individuos de P. nefsonii encontrades en la poblacién de Palmillas (Media = 46.06,
desviacion estindar = 22.14).
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Flguru 13, Distribucion de edades para 27 individuos de P. nelronii encontrados en la poblacién de La Tapona (Media = 37.77,
desviacién estindar = 6.16).
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Figura 1. Distribucitn de edades parn 29 individuos de P. nelsonif encontrados en la poblacién de Los Duraznillos (Media =
34.18, desvincidn estindar = 4.6.

Por otro lado, al hacer un andlisis de las categorias de edad para el conjunto de las poblaciones
(N= 256 individuos), la distribucién que presentan dichas categorias se ajusta bastante bien a
una jota invertida, donde la categoria mayormente representada es la de 29 a 39.8 afios, con una
media de 44.5 afios y una desviacion estandar de 15 afios (Fig. 6). Por otro lado, al hacer este
mismo andlisis para cada una de las poblaciones por separado, se encuentra que para casi todas
las poblaciones esta misma categoria es la mayormente representada con la excepcion de Las
Antonias, Pefia Nevada y Tula, donde se encuentra un mayor niimero de individuos en la
categoria que abarca de los 36.8 a los 44.5 afios (Figs. 7, 9 y 10). En ninguna de las poblaciones
se pueden observar representantes de todas las categorias de edad encontradas en el total de la
muestra {10 en total, Fig. 6); siendo Miquihuana y Pefia Nevada las poblaciones en las que se
observa el mayor nimero de categorias de edad (8 para cada una de ellas, Figs. 8 y 10),
mientras que la poblacion con menor vartacion en la edad de los individuos que se analizaron
fue La Tapona con sdlo tres categorias de edad (Fig. 13).

Aunque no en todas las poblaciones se puede chservar claramente la estructura de edades
como una jota invertida, en general se puede decir que en los individuos mas jovenes se
encuentran mayormente representados que los mas viejos. Por otro lado, se puede subrayar que
en los histogramas de estructura de edad, la categoria mas pequeiia fue la que abarca de 29 a 38

afios, y no se poseen datos para el estado de las poblaciones en categorias de edad menores, sin
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embaruo, al comparar la representacion de esta categoria entre las diferentes poblaciones se
observa que hayv poblaciones, como Pefia Nevada, Antonias y Tula, donde los individuos mas
jovenes no se encuentran en mayor proporcion que los mas viejos, a pesar de no contar con
datos para los individuos juveniles (de categorias menores de 29 afios) de las diferentes

poblaciones.
Variacion genética

De los diez microsatélites de cloroplasto que fueron probados, cuatro de ellos (Pt30204,
P136480, P163718 y Pt71936) fueron polimérficos para 232 individuos de P. nelsonii,
encontrandose en total 27 haplotipos distintos (Tabla 6), distribuidos en las nueve
poblaciones, siendo las Antonias la poblacion que presenta ¢l mayor niimero de hapletipos
(12 en total} y Los Duraznillos, La Tapona y Puerto Membrillo las que menor mimero de
haplotipos presentan (4 haplotipos en cada una de éstas). Las poblaciones que presentan
haplotipos particulares son Pefia Nevada (HI3 y H14) Miquihuana (H10 y H11), San
Lazaro (H17 y H19), Palmillas (H21, H22 y H23} y Las Antonias (H24, H25, H26 y H27).
Los haplotipos mas ampliamente distribuidos son el H1 (158 146 153 93) con una
frecuencia del 48.7%, presente en todas las poblaciones; y el H4 con frecuencia de 9.9 %,
siendo Miquihuana la Gnica poblacion en la cual no se encuentra dicho haplotipo (Tabla 7).
AUI’K.]UC el haplotipo H8 es el segundo haplotipo mas comin (con una frecuencia de 12.9 %

del total de la muestra), no se encuentra presente en tres de las nueve poblaciones.

En todos los {oci se observo un alelo que fue el méas preponderante en todos las poblaciones
(Tabla 8), teniendo una frecuencia mucho mayor en el total de la muestra que la que
presentan el resto de los alelos de cada locus. En el caso del locus Pt30204 el alelo mas
abundante fue el 158 pb, con frecuencias que oscilan desde 96.7 % en los Duraznitlos hasta
45.0% en Miquihuana, y con una frecuencia total de 66.4 % (Tabla 8), mientras que el
segundo alelo en abundancia (alelo 157 pb) se encontré en el 18.1 % del total de los
individuos. En el caso del locus Pt71936 la frecuencia del alelo mas comun (146 pb) fue de

79.7 % en total, hallindose con frecuencias desde 50 % en Miquihuana a el 100 % en Los
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Tabla 6. Abundancia de los haplotipos de microsalélites encontrados en P. nelsonii en el wotal de la muestra
(N=232) de 9 poblaciones en México.

Haplotipe Ne. de Frecuencia Haplotipo No.de  Frecuencia
Indiv. Indiv.

H1 158 14615393 114 0.4871 Hi4 159 146 153 95 1 0.0043
H2 15814615395 3 0.0129 H15 159 147 153 93 3 00129
H3 15814615392 2 0.0086 H16 158 146 152 93 2 0.0085
H4 15914615353 13 0,0991 H17 157 145154 93 1 0.0043
HS 15914515393 3 0.0129 His 157 147 153 93 3 0.0129
Hé6 15814715393 13 00560 H19 158 147 153 94 1 0.0043
H? 15714515395 2 0.0036 H20 160 146 133 93 5 0.0216
H8 15714615393 30 0.1293 H21 160146 153 94 1 0.0043
He 15814515393 12 0.0517 H22 15714615293 1 0.0043
HI0 159 145153 95 1 0.0043 H23 15814615394 2 0,0086
HI1 15714615395 1 0.0043 H24 15814515394 1 0.0043
HI2 158 147 153 95 2 0.0086 H25 158 148 153 93 1 0.0043
HI3 15814515493 2 0.0086 H26 157 146 154 53 1 0.0043

HIT 159 147 153 94 1 0.0043

Tabla 7. Distribucién de 27 haplotipos de microsatélites de P. nelsonii en 9 poblaciones de México (¢! total
de individuos estudiados fue de 232) y ¢l total de los individuos analizados por poblacién (T).

Haplotipos
HiH |HJH [H [H|H |H{H|HR |H |1 |H |H |H |H [H T
HY |H2 |&3 | He |3 [Hs {B7 [ ue fne |10 |00 |12 a3 {2 Jus |16 |17 {12 Jug 20 |20 (22 |23 |24 |25 |26

Duraznillo (27 |1 {1 |1 30
Tapona 0 1 1 1 3
Membrillo | 12 ) I E 13
Nﬁth’l.la 111 |t T 2 |1 |7 |3 (1 |1 |1} 0
Nevada |16 |1 3 ) P T {1 |1 I8
Lizaro [ 3 3 TN 1 (1 (1 [T 24
Palmillas |11 4 1 3 1 311 11 |1 3
Tula ] T I E 1 1 1 1 g
Antonias |12 6 |1 12 |6 ] 1 1 N H 45
‘total T3 12 (B3 1912 [® 11V 7§ 18 (7 1% (2 |7 [F [ [® 7V [ (2 }7 2 Z




Duraznillos. Este locus fue el unico en el cual se encontré algin alelo privade, con un

tamaiio de 148 pb en la poblacion de Las Anionias. En el locus P136480 el alelo mas

abundante fue el alelo 153 pb, para el cual hay cinco poblaciones monomorficas y se

encuentra la menor frecuencia en San Lazaro (91.6 %). Finalmente, en el locus Pt63718 el

alelo mas comin es el de 93 pb siendo monomérfico en la poblacion de La Tapona,

mientras que en Miquihuana sélo el 70 % de los individuos poseen dicho alelo.

Tabla 8 Distribucién y frecuencia de los alelos de microsatélites encontrados en P. nefsonii ¢n cada una de las
poblaciones muestreadas en México.

Pt30204 P171936 Pt36480 P163718
Poblacion 157158 | 159 [ 160} 145 | 146|147 | 148 {152 [153 154 §92 [93 {94 |95
Duraznillos total 10 |29 |1 |0 {0 |30 |0 jOo |O 30 0 1 |28 |0 |}
% 967|133 (0 [} 100 1600 |0 33 193a |0 33
Tapona totat JO |21 |2 |0 %1 |21 1 O |O 23 0 0 |23 |0 |oO
% [} 913 |87 |0 435 |913 |435 0 0 1000 |0 0 100 0 1]
Puerto total 11 (13 |4 (0 {1 16 {1 jo |0 18 0 ¢ 117 0 |1
membrillo % 55 |1zt [© 5.5% 889 | 555 |0 0 1000 |0 ¢ %4 |0 36
Miquihuana total {9 |9 [2 |0 }7 103 (o |O 20 0 I [14 O |5
a%n 450|450 10 0 350500 (130 |0 o 1000 |0 3.0 |70.0 0 25.0
Pefia nevada total 15 |20 [3 |0 §2 |23 |3 |O 0 27 1 0 26 |0 |2
% 179|704 1070 71 |sn1)|107 0 0 %4 |36 ag |0 kA
San Lazaro oal {6 |15 (3 j0 32 |14 |8 |0 1 2 1 0 |23 1 |0
% 2506251250 23 (s83 |33 |0 4.2 1.6 42 ] 958 42 10
Palmillas total 4 (14 14 J4 JO |25 )1 10O 2 24 0 0 124 2 |0
9% 1541538154154 0 9.1 |39 |0 7.7 923 [ 0 a3 7 |0
Tula ol §3 (12 11 |1 |1 (14 (2 |0 e |17 |0 o [15 |1 |1
% 1761706 |39 |59 |59 |s23 (118 |0 0 1000 |0 [ 882 59 |39
Antonias total |14 (21 [10 [1 |8 |32 |4 [2 o 45 1 ¢ {44 |2 |0
% 304 45720722 |174 |69.6 |86 |43 0 978 b4 [+ 557 43 |0
Total 42 154 |30 16 2 i85 |23 2 3 226 3 2 214 6 10
% 18.1 664 (129|126 |95 |79.7 |99 |09 |13 974 L3 09 1922 |26 |43
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En cuanto a los fenogramas realizados con los distintos haplotipos, no se encontré ningiin
patrdon claro -entre grupos de haplotipos y la forma en que se encuentran distribuidos
espacialmente (Figura 13). En cuanto a la red de haplotipos, tampoco esta claro ningin
patron espacial de distribucién de haplotipos (Figura 16), sin embargo, se puede observar
como los haplotipos con mayor frecuencia se encuentran muy cercanos en la red surgiendo
a partir del haplotipo H1, o cual nos hace pensar en este haplotipo como el haplotipo
ancestral. Por otro lado, al realizar los cladogramas entre poblaciones con la matriz de
presencia/ausencia de haplotipos, se obtuvieron dos arboles mas parsimoniosos, de los
cuales se obtuvo después el arbol consenso, encontrindose un arbol con una politomia basal
y, en el caso del consenso, una clara separacion entre las poblaciones encontradas en San

Luis Potosi y las poblaciones restantes (Fig. 17a y b).
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Figura 15 Fenograma hecho con el método de Neighbor-joining (Phylip ver. 3.5¢) de los distintos haplotipos
encontrados en 9 poblaciones mexicanas de P. nelsonii, utilizando el modelo de mutacién paso a paso
{srepwise) * Haplotipo presente en todas las poblaciones (Frecuencia 48.7%), **Segundo haplotipe con
mayor frecuencia (12.9%), fallante en las poblaciones de Tapona, Duraznillos y Puerto Membrillo, ***Tercer
haplotipo en cuanto a frecuencia (9.9%), presente en todas las poblaciones excepto Miquihuana. ****Cuarto
haplotipo en cuanto a frecuencia (5.6%), se encuentra ausente ¢n Duraznillos, Tula y Antonias. *****Quinto
haplotipo en cuanto a frecuencia (5.2%), faltando en las poblaciones de Duraznillos, Tapona, Puerlo
membrillo y Palmillas.
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Figura 16. Red de haplotipos de cloroplasto de P. nelsonii mostrando las mutaciones necesarias para pasar de
un haplotipo al otro segin un modelo de mutacién paso a paso, estimadas como las diferencias en tamafio de
los distintos haplotipos. Las lineas entre haplotipos indican una diferencia nucleotidica. 'H1 haplotipo més
ampliamente distribuido, presente en todas las poblaciones y con 1a frecuencia mis alta (48.7%), *H8 segundo
haplotipo con mayor frecuencia (12.9%), faltantc en las poblaciones de Tapona, Duraznillos y Puerto
Membrille, *H4 tercer haplotipo en cuanto a frecuencia (9.9%), presente en todas las poblaciones excepto
Miquihuana. “H6 cuarto haplotipo en cuanto a frecuencia (5.6%), se encuentra ausente en Duraznillos, Tula y
Antonias. *H9 quinto haplotipo en cuanto a frecuencia (5.2%), faliando en las poblaciones de Duraznillos,
Tapona, Puerto membrillo y Paimillas,
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Figura 17. a) uno de los dos drboles mis parsimoniosos oblenidos con fa matriz de presencia/ausencia de
haplotipos en 9 poblaciones de P. nelsonii en México. b) Arbol consenso estricto de los dos arboles mis
parsimoniosos obtenidos,
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Estimados de diversidad genética

La variacion genética (He) total calculada con los distintos haplotipos fue de 0.7275 con
una varianza se 0.0283 (tabla 10), mientras que el nimero promedio de diferencias
nucleotidicas entre todos los pares de haplotipos () fue de 1.0515 = 0.702 pb. Al estimar la
He por separado en cada una de las poblaciones se encontrd que la poblacién que presenta
mayor diversidad genética es Miquihuana (0.8684 + 0.0640; Tabla 9). Sin embargo, Ia
diversidad encontrada en San Lazaro, Palmillas y Las Antonias no difiere en gran medida a
este valor (0.8587 +0.0402, 0.8247 £ 0.0601 y 0.84105 + 0.0300 respectivamente). Por otro
lado, las poblaciones de San Luis Potosi presentan mucha menor variacién genética, siendo
Los Duraznillos la que menor diversidad tiene (0.1931 £ 0.0951). La diversidad genética
total calculada para cada uno de los loci va de 0.0592 + 0.0214 del locus Pt36480 a 0.5079
+0.03235 para el locus Pt30204.

En cuanto a la estimacién de theta (&= 2Nu) (Tabla 16), con base en ¢l modelo mutacién
paso a paso, se puede observar que, tanto Miquihuana como San Lizaro presentan los
valores més elevados de theta (& = 28.28 y & = 24.54 respectivamente), lo cual coincide
con el estimado de diversidad genética, mientras que en Los Duraznillos es donde se
encuentra la theta mas pequefia (& = 0.27), siendo la theta total de 6.24 En lo que a el
namero de diferencias nucleotidicas entre pares de haplotipos () respecta, el mayor
nimero de diferencias promedio se encuentra en la poblacién de Miquibuana (7= 1.7316 £

1.05 pb), mientras que el valor mencr lo presenta la poblacion de los Durazillos (7 =
0.1931 £ 0.095 pb; Tabla 10).
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Tabla 9. Diversidad genética (ffe) para cada uno de los loci.

Primer | No. de | Durazn | Tapona | Membr | Miquih | Nevad | Lazaro | Palmiil | Tula Anton | He
alclos total
30204 |4 0.0667 |0.1660 |0.4510 |0.6473 |0.4153 |0.5543 |0.6646 | 0.4926 | 0.6715 |0.5079
10.0613 | :0.0976 [:0.1174 |:0.0565 |20.1003 |+0.0872 |10.0784 |:0.1314 (100319 [:0.0326
71936 |4 000 01708 |0.1111 {0.6138 [0.3201 [0.5652 |0.1508 03072 [0.4570 |0.3399
+0.1025 1100964 |20.0077 20,1062 [200711 [200927 [20.1316 |20.0784 |10.0037
36430 (3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.0714 [0.1630 | 0.1477 | 0.00 0.0850 10.0592
00652 [10099 |10.0888 £0.055 |+0.0214
63718 4 0.1310 |0.00 |0.00 |0.3947 [0.1376 | 0.0833 [0.1477 {0.1176 10.085 |0.1472
+0.0821 10.1006 | 00837 | 00749 100888 |0.1012 {0035 |£00312
Prom., |3 75 (00494 (0.0842 |0.1405 {0.4245 |0.2361 (0.3415 |0.2777 |0.2294 (0.3246 {0.2636
Tabla 10 Diversidad genética intrapoblacional calculada con los haplotipos encontrados.
Poblacion N Nh Diversidad T (8=2Nu)
genética step-wise
Duraznillos 30 4 0.1931 +/- 0.0951 0.1977£0.2538  0.267952
Tapona 23 4 0.2490 +/- 0.1165 0.3359:0.3465  0.386551
Puerto membrillo 18 4 0.5294 +/-0.1170 0.5621+ 0.4804  1.757813
Miquihuana 20 11 0.8684 +/- 0.0640 17316+ 1.0517 2838
Pefia nevada 28 9 0.6693 +/- 0.0963 09444+ 06672  4.072287
San Lazaro 24 9 0.8587 +/- 0.0402 1.3659£ 0.8733  24.5414
Palmillas 26 10 0.8247 +/- 0.0601 1.1508£0.7688  15.755
Tula 17 8 0.7279 +/-0.1143 104444 0,7296 6.2553
Antonias 36 12 0.8415 +/- 0.0300 12985+ 0.8275  19.414
232 0.7275+/-0.0283 1.051540,702 6.235

N = Namero de individuos muestreados en la poblacién.

Nh = Nimero de haplotipos encontrados en la poblacién,

{9 = 2Nu catculada bajo el modelo de mutacion de step-wise para microsatélites.

(7= Nimero promedio de diferencias nucleotidicas entre pares de haplotipos.
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Estructura Genética

Analisis de variacion molecular

Los resultados del analisis de AMOVA difieren dependiendo del medelo de mutacién que
se utilice (alelos infinitos o paso a paso) y por tanto del estimado de distancia entre los
distintos haplotipos encontrados. Cuando el AMOVA se hace utilizando la varianza de las
diferencias alélicas, es decir, el modelo de mutacidn de alelos infinitos, el indice de fijacién
obtenido (Fy) es de 0.13073, mientras que cuando se utiliza la varianza del tamaifio de los
alelos, o modelo de mutacidn paso a paso, el indice de fijacion que se obtiene (Rq) es de
0.04662 (Tablas 11 y 12).

Lo anterior se refleja en el porcentaje de variacién que se espera encontrar tanto dentro
como entre las poblaciones. En el caso del modelo de alelos infinitos, se espera encontrar el
86.93 % de la variacion total dentro de las poblaciones y solo el 13.07 % entre ellas. Estos
valores difieren considerablemente de los estimados por mutacidn paso a paso (stepwise),
sin embargo, en ambos casos el indice de fijacion es pequefio, encontrandose la mayoria de
la variacion dentro de las poblaciones. Cuando se hace el AMOVA locus por locus (Tabla
13) la mayor diferenciacion genética entre poblaciones se encuentra para el locus Pt30204
(Ru o Fq = 0.10821), mientras que el indice de fijacién entre poblaciones para los cuatro
loci es de 0.08868.

Tabla 11 Componentes de varianza molecular calculados a partir del método de diferencias alélicas (Fu;
alelos infinitos) para 9 poblaciones de P. nelsonii encontradas en México.

Fuente de variacion Componente de varianza Porcentaje de variacion
Entre poblaciones Oa = 0.04374* 13.07 %

Dentro de las poblaciones 0b = 0.32406 86.93 %

Indice de fijacion (Fa) 0.13073*

e *significativamente diferentes de cero después de 1023 permutaciones.



Tabla 12 Componentes de varianza molecular calculados a partir del método de distancia por la suma del
cuadrado de las diferencias de Lamailo de los alelos (R mutacién paso a paso) para 9 poblaciones de P.

melsonii en México.

Fuente de variacion Componente de varianza Percentaje de variacion
Entre poblaciones 0a =0.04891 : 4,66 %

Dentro de las poblaciones ob = 1.0003 95.34 %

Indice de fijacion (Rq) 0.04662*

* significativamente diferente de cero después de 1023 permutaciones.

Tabla 13 Valores del AMOVA locus por locus para cuatro loci de microsalélite de cloroplastoen 9
poblaciones de P. nelsonii en México.

Variacion entre Variacion dentro de las

poblaciones poblaciones
Locus Ga % variacion ob % variacibn | R,, o Fy,
3025 0.02863 10.82131 0.23595 89.17869 0.10821**
71251 0.01510 8.95313 0.15355 91.04688 0,08953%%
3628 (.60003 0.08819 0.02959 99.91180 0.00088
63428 0.00088 4.1838 0.06300 95.23413 0.04766%
Promedio | 0.04651 0.48208 0.08868"

** significativamente diferentes de cero (P<0.01) después de 1023 permutaciongs
*significativamente diferente de cero (P<0.05) después de 1023 permutaciones,

Diferenciacidn genética entre poblaciones

Al hacer las comparaciones genéticas entre pares de poblaciones, en general, los valores
obtenidos de Fy son tres veces mas grandes que los que se obtuvieron para Ry (aunque hay
casos, como entre Duraznillos y San Lazaro, donde los valores de Fqy son siete veces
mayores que los de Ry) sin embargo, existen pares de poblaciones donde los valores de Rq
superan a los valores de Fn, como en los pares Miquihuana - San Lézaro, Miquihuana -

Palmillas, Palmillas - Pefia Nevada, Palmillas - San Lazaro, Palmillas - Tula y Palmillas -
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Antonias (Tabla 14) En el caso de utilizar el modelo de mutacion por alelos infinitos (Fg) la
diferenciacion mayor se encuentra entre Miquihuana y Los Duraznillos (Fg = 0.506),
mientras que utilizando el modelo de mutacion paso a paso (Ra) las poblaciones mas
diferentes son Miquihuana y la Tapona (Rq = 0.15513). Cabe resaltar que Miquihuana es la
poblacion que presenta mayor diferenciacion génética con respecto a las otras poblaciones,
independientemente del modelo de mutacién que se utilice. Al hacer la correlacion entre
ambos indices de diferenciacion entre poblaciones obtenidos con los dos modelos de
mutacion utilizados se encontrd un coeficiente de correlacién de 0.51718 entre Ry y Fy el

cual es significativamente diferente de cero (P<0.01) (Figura 18).

Tabla 14, Matriz de diferenciacién entre las 9 poblaciones de P. nefsonii; resultado de hacer ¢l andlisis de
AMOVA entre pares de poblaciones. Sobre ia diagonal valores obtenidos de R, (mutacién paso a pasc). Bajo
la diagonal valores obtenidos de F,, (alelos infinitos).

Duraz Tapona Memb Miquih Nevada Lizaro Palmill Tula  Anton.
Duraz. -0.02880 -0.00002 0.14592* -0.01314 0.04769* 0.06707* -0.02006 -0.01864

Tapona -0.02272 0.03057 [EESE* -0.01585 005674 0.03770 -0.00960 -0.01437
Memb, 0.09971 0.05290 0.15358* 002408 004673 000395 -0.01068 0.00003
Miquih BREER* 0.44777* 027152* 0.08914* 0.09948* 0.13996* 0.02951 0.06695%
Nevada 0.10632*% 0.06700% 0.02240 0.20005* 0029077 0.03091 -0.04007 -0.00465
Lazaro 0.33697% 0.27428* 0,10688* 0.04498° 0.06092* 0.09885* -0.01174 001349
Palmil 0.22570% 0.17639% 0.02927 0.10770* 0.00800 0.01472 0.03460 0.08823*
Tula  0.15075* 0.10412* -0.00143 0.15303* -0.02562 0.04882 0.01625 0.02451
Anton. 0.28983* 0.24919* 0.10825* 0.03072 0.06663* 0.0216! 001621 003151

* significativas P<0.0500 después de 110 permutaciones. En negritas los valores de R, > Fy
En gris ¢l valor mayor tanto para alelos infinitos (Fst) como para mutacién paso a paso (Rst).




Rst
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Figura 18.Correlacion entre los indices de fijacién obtenidos con distintos modelos de mutacién (F,, con
alelos infinitos y Ry con mutacidén paso a paso) para 9 poblaciones de P. nelsonii, r = 0.5 (P<0.01)

Distancias genétic

En las matrices de distancia de Nei, se puede observar que los resultados obtenidos para
ambos modelos de mutacion difieren considerablemente (Tabla 15). Cuando se toman en
cuenta las diferencias netas (DA) entre poblaciones, todos los valores obtenidos utilizando
el modelo de mutacién paso a paso (R.) son mayores que los obtenidos con el modelo de
alelos infinitos (F.). Cuando se utiliza la F,, el valor mayor de DA se obtiene entre
Duramillos y Miquihuana (0.466), siendo ésta Ultima la poblacién que presenta los valores
mas elevados de DA. Por otro lado al utilizar R,,, la DA mayor se encuentra entre Palmillas
y Miquihuana (0.78), siendo Palmillas la que presenta, por mucho, los valores mayores para
Da.

La prueba de Mantel para correlacionar distancia geografica y genética dio un coeficiente
de correlacidn (r) de 0.38 utilizando la distancia (Da) obtenida por alelos infinitos (F.),
mientras que cuando en la distancia obtenida por mutacion paso a paso (R.) el coeficiente
de correlacion fue de 0.015. (Figura 19 y 20). Ninguno de ambos coeficientes de
correlacion entre distancia genética y geografica fue estadisticamente significativo después

de 1000 permutaciones en la prueba de Mantel.
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Tabla 15 Matriz del promedio corregido del nimero de diferencias nucleotidicas (Da) entre 9 poblaciones de

P. nelsonii. Bajo la diagonal Da calculada con base en alelos infinitos. Arriba de fa diagonal Da calculada con

base en mutacion paso a paso.

Duraz.
Tapona
Memb.
Miquih
Nevada
Lazarg
Palmil
Tula
Anton.

Duraz

0.00512
0.03133
=
0.04974
0.24493
0.13986
0.06105
0.24354

Tapona
-0.01039

0.01900
0.43259
0.03613
0.21245
0.12038
0.04861
0.22126

Memb
-0.00264
-0.01591

0.26497
-0.01206
0.08335
0.02384
-0.00123
0.09713

Miquih
0.25575
0.32586

0.40342

0.18649
0.04061
0.10156
0.14594
0.02654

Nevada
-0.01333

-0.01070
0.01867

0.21376

0.04850
0.00578
-0.01795
0.05668

Lazaro
0.04444
0.06522
0.07044
0.27550
0.04844

0.01251
0.0a247
0.01854

Paimill
0.13874

0.13659
0.05769
T
0.10475
0.41822

-0.01157
0.01391

Tula
-0.03842

-0.02206
-0.01552
0.09280
-0.06874
0.02270
0.18771

0.02856

Anton.
-0.01668

0.00218
0.026120
0.16451
-0.00404
0.03176
0.29865
-0.04582

En gris el valor mayor para ambos modelos de mutaci6n.

Distancia genética (DA) por
alelos infinitos (Fst)
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Figura 19. Correlacin entre la distancia genética (Da calculada con alelos infinitos o F,) y 1a distancia
geogrifica para 9 poblaciones de P. nelsonii en México. Coeficiente de correlacion de la prueba de Mantel r=
0.3822 (P>0.172 después de 1000 permutacioncs).
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Figura 20. Correlacion entre la distancia genética (Da calculada con mutacién pasoa paso o Ry) v la
distancia geogrifica para 9 poblaciones de P. nelsonii en México. Coeficiente de correlacion de la prueba de
Mantel r=0.015430 (P < 0.557) después de 1000 permutaciones)

Tiempe de coalescencia entre poblaciones

Los tiempos de coalescencia entre poblaciones presentan el mismo patrén visto con
anterioridad. Si se calcula utilizando el modelo de mutacién por alelos infinitos (F,) las
poblaciones que coalesceran en mayor numero de generaciones son Miquihuana y
Duraznillos (con 7/ N = 1.02), mientras que si se utiliza el modelo de mutacién paso a paso
{R.), las poblaciones de coalescerdn en mayor nimero de generaciones seran Miguihuana y
Tapona (7/ N =0.18; Tabla 16).

Ya que los tiempos de coalescencia se calcularon con base en los indices de fijacién (Fst y
Rst), segin la formula de Slatkin (1995), no es de extrafiar que el patron obtenido sea
redundante con la matriz de Fst o Rst para pares de poblaciones. Por otro lado, bajo ambos
mos:los existen varias poblaciones donde el tiempo de coalescencia entre ellas es de cero,
esto ocL e debido a que el indice de fijacion es muy cercano a este valer y, por lo tanto, las

dos poblac.»nes no son genéticamente distintas entre si.
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Tabla 16 Matriz de tiempos de coalescencia entre 9 poblaciones de P. nelsonii |7/ N = Fo/(1-F,)] (Slaikin,
1995). Sobre la diagonal valores calcutados con R (mutacidn paso a paso); bajo [a diagonal valores
calculados con F,, (alelos infinitos).

Duraz Tapona Memb Miquih Nevada Lazaro Palmill Tula Anton.

Duraz. 0 0 0.17085 0 005008 007190 003583 0.09677
Tapona 0 0 B o 0.06015 0.03917 © 0
Memb. 0.11076 0.05586 0.18145 0 0.04%02 0.00397 0 0.00003
Miquih 0.81084 037271 0.09787 0.11047 0.16274 0.03041 007175
Nevada 0.11%05 007181 © 0.25007 0.03068 0.03190 0 0
Lazaro 0.50823 037794 0.11967 0.047i0 0.06487 0.10969 0 0.01368
Palmil 029149 021417 0.03015 0.12070 0.00807 0.01494 0 0.09677
Tula 017746 011623 © 0.18067 0 005132 © 0

Anton. 0.40811 033189 0.1213% 0.03169 007138 002208 001648 0.03254

En gris los valores miximaos para cada uno de los modelos de mutacion.

Numero de mi tes entre poblacion

Cuando se calcula en nimero de migrantes entre poblaciones (A = Nmr) se puede observar
una gran cantidad de pares de poblaciones donde el intercambio de migrantes es infinito ©
muy elevado (Tabia 17). Como era de esperarse, las poblaciones con menor intercambio de
migrantes son Miquihuana y Duraznillos para los calculos realizados con alelos infinitos
(F.; M = 0.488), mientras que para los de mutaciéon paso a paso (R, las poblaciones con

menor intercambio de migrantes son Miquihuana y Tapona (M = 2.72).

Al hacer la correlacién entre el logaritmo del mimero de migrantes (logM) y la distancia
geografica el coeficiente de cormrelacién fue muy pobre, tanto para F, como para R, (r =
0.31 y 0.084 respectivamente). Sin embargo, Ia correlacion fue mucho menor en el caso de

utilizar el modelo de mutacion paso a paso (R.) (Figuras 21 y 22).




Tabla 17 Matriz de valores del nimero de migrantes por generacién (M = Nin) para 9 poblaciones de P.
nelsonii. Sobre la diagonal valores obtenidos con Rst. Bajo la diagonal valores obtenidos con Fst.

Duraz Tapona Memb Miquih Nevada Lazaro Palmili Tula  Anton.
Duraz. infinito  infinito  2.92636 infinito 9.98348 6.95445 13.95291 5.16680
Tapona infinito infinito  2.72308 infinito 831196 12.76404 infinito  Infinito
Memb. 4.51443 895092 275553 infinite  10.20009 126.0104 infinito  1683.00
Miquih 0.48809 0.61664 134152 510904 452592 3.07243 16.44320 6.96826
Nevada 420003 696234 Infinito 1.99941 16.29706 15.67365 infinito  Infinito
Lazaro 0.98381 1.32295 4.17830 10.61623 7.70749 4.55810 infinito  36.55682
Palmil 1.71535 233462 16.58505 4.14283 61.98873 33.45874 13.95291 5.16680
Tula 281755 430196 Infinitc 2.76740 Infinitoe 9.74275 Infinito infinito
Anton. 122516 150654 4.118%1 1577637 7.00435 22.64175 30.34704 15.36547
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Figura 21. LogM conira distancia geogréfica para 9 poblaciones de P. nelsonii. El logM se calculd basindose

en un modeto de muyacion por alelos infinitos (F). Coeficiente de correlacién = 0.2896.
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Figura22. Correlacién entre ¢l LogM contra distancia geogrifica para 9 poblaciones de P. nelsonii. El logM
se calcul$ basindose en un modelo de mutacién paso a paso (stepwise) (R,). Coeficiente de correlacién =
0.199.

Demografia histérica

La distribucion de las diferencias entre pares de haplotipos solo se pudo hacer para los
datos obtenidos con un modelo de mutacion paso a paso (stepwise), donde dichas
diferencias entre haplotipos son calculadas por la varianza en el tamaiio de los alelos que
éstos presentan. Al hacer la distribucion de las diferencias entre pares de haplotipos con
base en este modelo, se encontré una media de 1.7 y una vananza de 3.852, (Figura 23). Al
graficar la distribucién de las diferencias se observa un pico donde caen la mayoria de las
combinaciones posibles de haplotipos, el cual corresponde a la media. Sin embargo, cabe
resaltar la existencia de otro pico mas pequefio alrededor de las cinco diferencias entre
haplotipos, obteniéndose una distribucion con dos modas. Con esta distribucién el valor
calculado del tamafio poblacional antes de la expansion {B0) en unidades de mutacién
(2ZNu) fue de 1.467, mientras que el nimero de generaciones en las cuales se ha dado dicha
expansion (T), también en unidades mutacionales (2uf), se calculé en 0.233, La prueba de
chi cuadrada entre la distribucién de diferencias haplotipicas observadas y 1a esperada bajo
el modelo de expansion sibita de Rogers (1993), indica que ambas distribuciones son

estadisticamente diferentes.
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Figura 23. Distribucién de las diferencias entre pares de haplotipos de 9 poblaciones de P. nefsonii encon-
tradas en México: basada en un modelo de mutacién paso a paso (stepwise). Media = 1.7,vatianza = 3.852.

Siguiendo el modelo de Rogers (1995) se encontré para la distribucién de las diferencias
entre pares de haplotipos una & de 1.467 lo cual equivale a 2Nox, con lo cual podemos
calcular el tamafio poblacional antes de la expansién y después de esta (& - 6.235). Si
suponemos que la tasa de mutacién es la misma independientemente del tiempo, entonces
sera idéntica en ambas ecuaciones, con lo cual podemos concluir que la poblacion de F.
nelsonii ha crecido 4.25 veces. Para estimar el tiempo que ha llevado dicha expansion
utilizamos tau donde T = 2ur. Para estimar f en generaciones es necesario tener alguna
referencia de la tasa de mutacion de loci de microsatélites en cloroplasto, Provan ef al.
(1999) calculd una tasa de mutacién en SSRs de cloroplasto en P. forreyana de entre
3.2x10% y 7.9x10”. Utilizando estas tasas de mutacién encontramos que la expansion de la
poblacion de P. nelsonii duré entre 1,474.68 y 3,640.63 generaciones. Si se considera como
20 aiios el tamafio generacional de un pino, entonces el tiempo de expansion fue de entre
29,473.28 y 76,812.26 aflos.

Por otro lado, los fenogramas obtenidos por el método de neighbor-joining presentan
algunas diferencias dependiendo del modelo utilizado para medir la distancia genética. Sin

embargo, en ambos casos se carece de una estructura bien definida entre las poblaciones.
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En el caso de la Fq, el fenograma (Figura 24) presenta dos grupos distintos, el primero
formado por las poblaciones de Puerto Membrillo, la Tapena y Duraznillos, mientras el
segundo grupo esta conformado por Tula, Palmillas, San Lazaro, Miquihuana y Antonias.
Cabe notar que la poblacion de Pefia Nevada no se encuentra dentro de ningin grupo y
forma una politomia junto con las ramas basales de los grupos 1 y 2. Por otro lado, cuando
se realiza el dendograma con la R, (Figura 25), también se forman dos grupes aunque las
poblaciones que los integran son diferentes, el primer grupo esta compuesto por
Miquihuana y Tula, mientras que en el segundo se encuentran las demis poblaciones
excepto las Antonias, la cual se encuentra sin agruparse y formando una politomia en la
base del fenograma.

Al graficar el logaritmo de los linajes contra el tiempo de coalescencia, se observa para
ambos modelos de mutacion una relacion parabolica entre la distancia genética (como
indicador del tiempo en el cual coalescen los distintos linajes) y el logaritmo de los linajes

(Figura 26 y 27); lo cual nos habla de que la poblacion de P. nelsonii se encuentra en
expansion.

Fst
Pesia Nevada
- Membrille
Tapona
L Durazillos
Tula
= San Lazaro
Antonias
0 0.05 0.1 0.15 0.2
S R A TR M L L

Figura 24 Fenograma para 9 poblaciones de P. nefsonii en México, obtenidos por el método de neighborn-
Jjoining con base en la distancia genética de Nei (Da), para un modelo de mutacién por alelos infinitos o Fst .



Rst

Antonias
Tula
Miquihuana
San Lazaro
Duraznillos
Nevada
Tapona .
r Membrillo
Palmillas
] 003 006 0.09 0.12 0.15 018 0.21 0.24 0.27
1 1 1 | 1 | 1 1 L ]

T T T T L L}

Figura 25 Dendograma para 9 poblaciones de P. nefsonii en México, obtenidos por el método de neighbor-

joining con base en

la distancia genética de Nei (Da), para un modelo de mutacién paso a paso ¢ Rst,

!

8
3
g
L]
5
20
r T T T T 9‘ .3
0.2 -0.15 0.1 -0.05 0
Tiempo de coalescencia
(Da calculada con alelos infinitos)

Figura, 26. Logaritmo del nimero de linajes contra tiempo de coalescencia (expresado como la distancia

genética [Da] calculada con un modelo de mutacion por alelos infinitos o Fst) para 9 poblaciones de P.

nelsonii en México.
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Figura. 27, Logaritmo del nimero de linajes contra el tiempo de coalescencia (expresado como la distancia
genética [Da] calculada a partir de un modelo de mutacién paso a paso o de Rst) para 9 poblaciones de P.

nelsonii en México.

Al realizar el andlisis de inferencia de 1a historia de las poblaciones a partir del arbol de
distancia entre los linajes haplotipicos, realizados con el método de Neighborn-joining,
(Figura 15) se observa e! mismo patron en la historia de los haplotipos que cuando el

andlisis se realiza con las poblaciones y los drboles de distancia entre éstas (Figura 28).

Log del nimero de linajes

T T T T T T A"
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Tiempo de coalescencia entre los distintos haplotipos

Figura 28. Logaritmo del mimero de linajes contra el tiempo de coalescencia (expresado como la distancia
entre haplotipos a partir del modelo de mutacidn paso a paso) para 27 haplotipos encontrados en 9
poblaciones de P. nefsonii en México,



Discusion

Analisis dernogrifico

Al hacer {a estructura de edades podemos observar que pricticamente en todas las
poblaciones se presenta una estructura de edades donde las categorias de individuos mas
jovenes se encuentran mayormente representadas que las de los individuos adultos y viejos.
Al tomar en cuenta el total de las poblaciones se puede observar la distribucién esperada de
jota invertida (Keeley y Zedler, 1998) donde los jovenes se encuentran altamente
representados y, conforme la edad se incrementa, el numero de individuos va
disminuyendo. Debido a que en las poblaciones se encuentran representantes de todas las
categorias de edades, este anlisis nos permitiria enmarcar a . nelsonii dentro del patron
que Strauss y Ledig (1985) le asignan a especies longevas donde los eventos de
colonizacién y extincion no rigen la historia de vida de la especie, siendo de mayor
importancia e} reclutamiento de nuevos individuos, Sin embargo, el no ser una especie muy
longeva y presentar tiempos generacionales cortos, asi como encontrarse en habitats donde
los disturbios son frecuentes, acercaria mas a P. melsonii al patrén di vida descrito en

especies colonizadoras de corta vida.

Por otro lado, hay que tomar en cuenta que la primera categoria representada en la
distribucion de categorias de edad es la que tnicia en los 29 afios, y, aunque se carece de
datos sobre la frecuencia de plantulas y juveniles, pareceria que esta fuera baja, lo cual
indicaria que el reclutamiento en estas poblaciones no esta siendo del todo efectivo,

pudiendo estar afectando de manera importante la dinamica poblacional de la especie.

Al hacer la regresion cuadratica entre el DAP y la edad se obtiene una ecuacion: con la que
se pueden estimar las categorias de edades con saber el diametro de los distintos individuos,
de esta manera se puede observar que la edad mayormente representada en el total de los
individuos es la que va de los 29 afios a los 36.8. Sin embargo, la media de la edad se
encuentra en los 44.47 afios, valor que corresponde a l2 segunda categoria mayormente

representada que es la que abarca de los 36.8 a los 44.5 aiios, mientras que la categoria con
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menos individuos es la que va de los 114.25 afios a los 122 afios, aunque hay que resaltar
que no se encontraron individuos que tuvieran entre 99 y 114 afios. En la distribucion
encontrada pareceria que la mayor mortandad ocurriera después de los 44 afios, pues es este
el momento en el cual hay una fuerte caida en la distribucion de edades, lo cual pudiera

encontrarse asociado con algun tipo de disturbio ambiental.

Por otro lado, cuando observamos las categorias de edades de las distintas poblaciones
podemos encontrar que cinco poblaciones de las ocho que se trabajaron presentan una gran
cantidad de individuos relativamente jovenes, siendo esta la categoria mayormente
representada. Sin embargo hay que hacer notar que s6lo en las poblaciones de Las Antonias
y Pefia Nevada se encontraron cantidades altas de plantulas, a pesar de que en estas la
categoria de individuos mis jovenes no es la mayormente representada. En general los
individuos mas viejos hallados en las poblaciones se encuentran alrededor de entre 90 y 98
afios, excepto en Palmillas donde hay un representante de 120 aflos y en poblaciones como
La Tapona, donde la mayor longevidad encontrada fue de 60 afios, esto ¢s muy cercano a lo
ocurnido en Los Duraznillos y Tula, donde los individuos més viejos se encontraban cerca
de los 65 aflos. Tanto La Tapona como Los Durazmllos parecerian ser las poblaciones de
mas reciente establecimiento, Es importante resaltar que estas tres poblaciones son las mas
surefias, encontrandose dos de ellas en San Luis Potosi y la tercera (Tula) en Tamaudipas
(Figura 3).

Variacién genética

El nimero de haplotipos encontrados en P. nelsonii fue bastante elevado (27 haplotipos) si
se toma en cuenta que solo se utilizaron cuatro primers polimérficos. Esto coincide con le
encontrado en otras coniferas, por ejemplo, en P. resinosa Echt ef al. {1998) encontré 23
haplotipos distintos utilizando 9 primers polimérficos, mientras que Vendramin er al
(2000) encontraron 41 haplotipos con 21 primers en Picea abies. Sin embargo, en este
Gltimo trabajo se emplearon 97 poblaciones con una distribucion muy amplia, que abarca

todo el continente europeo.



El nimero de alelos por locus encontrados en los loci polimorficos no es muy distinto de
los encontrados para estos mismo loci en otros pinos (Tabla 18). Aunque es notorio que, en
general, P. syfvestris es a especie que mayor numero de alelos tiene por locus, excepto en
el caso del locus Pt63718/PCP63771 donde P. nelsonii es la especie que presenta mayor
namero de alelos (4 zalelos en P. nelsonii contra 2 alelos en P. sylvestris), sin embargo
todavia son muy pocas las especies de pino analizadas con este tipo de marcadores como

para generar ¢onclusiones al respecto.

Tabla 18 Niimero de alelos encontrados para microsatélites de cloroplasto para varias especies de pinos.

Primer |#. wyivesris | P.pi P. resi P.halapensis | P, torreyann | P, nelsonis | 7. pinceana | Promedio
P1254%4 - . - 1 1 1 1
PePIZEt | o 5
Po3g3e 3 2 | 1 1 1.6
PCP434* | 2 L5
PI26081°* 3 8 I 1 I 28
PCP26106* | - i 2
P30204°* 3 3 1 4 5 32
PCPIOZTT | 6 6.5
PiGasgse 2 4 1 3 1 22
PCP36SET |4 4 35
hi41093** 2 5 1 1 H 2
PCPALI3I® | 2 3
P637I8" - - - 1 4 2 23
PCP637TI* 2 2
P171936%* 3 8 1 4 3 3.8
FCETIOET | 4 3 5
PE7168°* 3 7 1 - ! 3
PCPETII4 | ¢ 3 4
hlloodg | . - - - - 1 4 25
Promedio | 4,63 3 271 529 1 22 22

*#5000in la nomenciatura de Vendramin ef af, (1996) para ¢l cloroplasto de P. thunbergii.
*segtin la nomenclatura de Provan et al. (1999) para ¢l cloroplasto de P. sylvestris.

P. sylvestris (Provan et al. 1998) P. torreyana (Provan et al. 1999)

P. pinaster (Vendramin ef al. 1998) P. pinceana (Escalante, comunicacién personal)
P. resinosa (Echt ef al, 1998)

P. halepensis (Bucct el af, 1998)
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En cuanto a los filogramas realizados con los distintos haplotipos, es claro que no se
presenta una estructura genética clara, y no podemos identificar un grupo de poblaciones
donde se encuentren agrupados los haplotipos que pudieran ser los mas antiguos, de modo
que no se puede identificar ningin patrén claro de la forma en la cual se encuentra
distribuida la variacion genética. Sin embargo, cuando se analiza la red de los diferentes
haplotipos podemos observar como los haplotipos con mayor frecuencia se agrupan juntos,
alrededor de H1, que pareceria ser el haplotipo mas ancestral. Por otro lade, los
cladogramas de presencia/ausencia de haplotipos en las distintas poblaciones, asi como los
dendogramas obtenidos con la distancia genética, parecerian indicar que Miquikuana,
Antonias y San Lizaro fueran las poblaciones mis antiguas, pues ademas presentan los

haplotipos ancestrales (Figura 16).

Cuando se comparan la diversidad promedio calculada con base en microsatélites de
cloroplasto de pino para varias especies, se observa que el indice de diversidad encontrado
para P. nelsonii (He = 0.531) tiene un valor intermedio respecto a los valores observados
para otras especies (Tabla 19), sin llegar a ser tan alta como la encontrada en P. sylvestris
(He = 0.978) ni tan baja como la encontrada en P. leucodermis (He = 0.316), Sin embargo,
dicho valor también se encuentra dentro del rango de heterocigosis encontradas utitizando
microsatélites nucleares (Tabla 20). Por otro lado, cabe sefialar que se encontraron
poblaciones donde la diversidad es practicamente nula, como en Los Duraznillos con una
He de 0.1931, el cual es un valor muy bajo considerando la variabilidad de estos
marcadores. A pesar de esto, en general se encontraron valores bastante elevados tanto de
diversidad genética como de numero de haplotipos, lo cual es contrario a lo que se hubiera
esperado tomando en cuenta lo restringido de la distribucion de P. nelsonii, ya que ambos
valores son comparables con especies de distribucién mucho mas amplia. Sin embargo, este
mismo patron se encontro en P. rzedowskii utilizando isoenzimas, donde, a pesar de ser un
pino microendémico, la variacion genética encontrada fue elevada (Delgado, ef al. 1999), y
en P. washoensis el cual es una especie en peligro y también presenta altas valores de He

para isoenzimas (Niebling and Conkle, 1990).
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Cabe resaltar que las poblaciones que menor diversidad genética presentaron fueron las

ubicadas en San Luis Potosi, tanto ¢n ¢l nimero encontrado de haplotipos (cuatro en cada

una de ellas) como en la He; mientras las poblaciones que se encuentran cerca de la frontera

enmtre Nuevo Ledn y Tamaulipas (Miquihuana, Antonias y San Lazaro) exhiben

heterocigosidades altas siendo estas las poblaciones que poseen mayor tamaiio poblacional.

Tabla 19. Valores de diversidad de loci de microsatélites de cloroplasto en distintas ¢species de pino.

Especie Referencia Diversidad (He) Estructura |# Loci

P. leucodermis | Powell et al. (1995} 0.000-0.629 (0.316) |Gst=0.22 1

P. halapensis | Morgante ef al. (1997} | 0.236-0.925 (0.596) 10

Bucci er al. (1998) 0.034-0.422 (0.222) 9

P. resinosa Echt et al. (1998) 0.314-0.920 (0.568) Gst =0.121

P. sylvestris Provan et al. (1998) 0.950-0.987 (0.978) 17

P. pinaster Vendramin ef al. (1998) |0.500-0.833 (0.727)

P. nelsonii 0.1931-0.8684 (0.531) (Fst=0.131 | 4
Rst = 0.05

P. pinceana Escalante (2001) 0.00-0.7579 (0.379) |Fst=0.785 |4
Rst = 0.9382

Tabla 20. Valores de diversidad de loci de microsatélites nucleares en distintas especies de pino.

Especie Referencia Diversidad (He)
Pinus strobus Echt er al. (1996) 0515

Pinus radiata Smith y Devey (1994) {0.625

Pinus sylvestris Soranzo et al. (1996) |0.85

Por otro lado, es claro que las poblaciones con mayor diversidad genética presentaran

valores mas elevados de theta (2Nu), debido a que ésta se encuentra relacionada

directamente con la homocigosis (Schneider e al, 200); si se supone que Ja tasa de

mutacion de los microsatélites es la misma para todas las poblaciones, entonces theta

funcionara como un buen estimador del tamafo poblacional, lo cual coincide con lo
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encontrado en el campo, pues las poblaciones con mayor valor de theta (Miquihuana y San
Lézaro) también son las poblaciones con mayor nimero de individuos, excepto en el caso
de las Antonias, la cual es la poblacion de mayor tamafio y tiene una theta de 19.4 contra
28.3 y 24.5 de Miquihuana y San Lazaro, respectivamente. Sin embargo, cabe resaltar que
el valor obtenido de theta es representativo del tamafio poblacional historico, mientras que
los tamafios observados de las poblaciones evidentemente no lo son, y aunque ambos
parametros pueden encontrarse relacionados, el valor de theta no es un estimador directo

del tamaiio actual de las poblaciones.
Estructura genética

Como se puede observar en los resultados, varios de los estimadores obtenidos difieren
dependiendo del modelo de mutacion del cual se parta para realizar los analisis, esto nos
habla que no existe un modelo simple que pueda describir con precisidn la dinamica
poblacional de los microsatélites; en el caso del indice de fijacion obtenido cuando se
utiliza el modelo de alelos infinitos, resulta alrededor de tres veces mayor que en el caso de
utilizar un modelo de mutacion paso a paso (0.13073 y 0.04662 respectivamente), estos
valores son bastante méas pequefios que los obtenidos en otras especies. Por ejemplo, en
Picea abies, Vendramin e/ al. (2000) encontrd una Rst de 0.1 para 27 poblaciones europeas
utilizando tres loci de microsatélites de cloroplasto; por otro lado, Bucci et al. (1998)
encontrd para Pinus brutia una Rst de 0.3 utilizando nueve loci de microsatélites de
cloroplasto; hay que resaltar que ambos estudios fueron con especies de amplia distribucién
donde la distancia entre poblaciones era alta, mientras que Pinus nelsonii, a pesar de
presentar una distribucién restringida, posee poblaciones separadas por distancias
relativamente pequeiias, considerande que en este génera la polinizacién es por viento y las
distancias de dispersién del polen pueden llegar a ser muy elevadas. Lo anterior se ve
reflejado en las altas tasas de migracibn entre poblaciones lo cual a su vez origina una

homogeneidad genética,

Lo anterior puede diferir dependiendo del marcador que se utilice, ya que la migracién

claculada es solo para cloroplasto, y es muy probable que si se utilizara un marcador
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nuclear 0 de mitocondria esto cambiaria considerablemente, va que la forma y distancias en

que estos se dispersan es distinta a la forma y distancia en la cual lo hace ¢l cioroplasto.

Al hacer el analisis de varianza molecular locus por locus, tanto el indice de fijacion que se
obtuvo para cada locus como los componentes de la varianza, son independientes de los
modelos de mutacion que se utilicen, ya que en dicho analisis no se calcula la distancia
entre haplotipos, siendo este el parametro donde radican las diferencias entre ambos
modelos. Cabe hacer notar que el valer obtenido para el indice de fijacién es justo el
promedio de los valores obtenidos con ambos modelos de mutacion cuando se hace el
AMOVA para et conjunto de los loci. La variacion encontrada dentro de las poblaciones
dependera del focus que se utilice, pudiéndose encontrar desde el 89.1 % de la variacién
con el locus Pt30204, hasta el 99.9 % para el locus Pt38480, siendo en ambos casos mucho

mayor la variacion encontrada dentro de las poblaciones que la que se encuentra entre ellas.

En términos generales, se obtuvo una mayor diferenciacién utilizando la Fst aunque,
independientemente del método que se utilice para estimar el indice de fijacion, la
estructura genética es pequefia y, por lo tanto, las diferencias entre poblaciones son escasas;
sin embargo, dicha diferenciacién entre poblaciones aunque pequefia es significativa, por lo

cual tampoco es posible decir que no estructura genética.

Slatkin (1995) demosiré que, en ¢l caso de los microsatélites, la Fy tiende a sobrestimar el
nimero de migrantes entre poblacicnes, por lo que el valor esperado de Fy tenderia a ser
menor que el de Ry Sin embargo, en el presente trabjo se obtuvieron resultados contrarios a
lo esperado; es decir, los valores de Ry en general fueron mas pequeiios que los de Fy. La
estructura detectada por alelos infinitos es mayor que la detectada cuando se utiliza un
modelo de mutacion paso a paso. En varios estudios realizados se ha encontrado este
mismo parrdn {Tabla 21). Segin Lugon-Moulin ef al. (1999) esto pudiera deberse a varios
factores: a) que el modelo de mutaciéon no se ajuste correctamente a los marcadores
utilizados (lo cual sucede en las poblaciones de tortuga verde de Australia segin
FitzSimmons ef al. (1997)), b) a que Ry tiene una varianza considerablemente mayor que la

Fx, principalmente si el nimero de migrantes entre poblaciones es alto.
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Tabla 21 Comparacidn entre algunos estudios donde s¢ ha utilizado simultdneamenie los estadisticos basados
en alctos infinitos (Fy) y en mutacion paso a paso (Ry) donde los valores obicnidos de Ry son bajos

(Ra<0.051) y menores que los valores obtenidos de Fg.

Especie No. de | No. de Referencia
poblaciones loci Fy Re
Sorex araneus |17 poblaciones en{7 0.027 [-0.013 |Lugon-Moulin ef af. (1999)
13 kilémetros
Tortuga verde [Entre cuatro |4 0.014 {0.007 |FitzSimmons et al. (1997)
Chelonia regiones separadas
mydas por 1000-4700
Km.
Salvelimts 26 poblaciones 3-15 0.068 |0.036 |Angers y  Bernatchez
fontinalis 42 Km, {1998)
Oveja 3 manadas | 8 0.085 [0.050 |Forbeseral (1995)
doméstica distintas

Ovis aries (Espafia, Israel y
UK)

Pinus nelsonii |9 poblaciones 4 0.1307 | 0.0466 | Este trabajo
2.5-129 Km.

Por otro lado, la matriz de Fa y Ra pareadas puede ser utilizada como un indicador de
distancia genética entre poblaciones y con base en esta matriz se calcularon tanto el mimero
de migrantes como los tiempos de coalescencia, por lo que no es de extrafiar que todas estas
matrices presenten el mismo patron donde Miquihuana es la poblacion con mayor
diferenciacién genética respecto a las otras poblaciones, menor nimero de migrantes y
mayores tiempos de coalescencia.

Como la diferencia genética es mucho mayor cuando se considera un modelo de alelos

infinitos, los tiempos de coalescencia entre poblaciones tenderin a ser mayores cuando se
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utilice la F, que cuando se hagan los calculos con base en la Ry. Cabe resaltar que, aunque
similares, en ambos casos existen ciertas diferencias. Por ejemplo, en el caso de la Fy las
poblaciones mas lejanas genéticamente y, por lo tanto, con tiempos de coalescencia
mayores y menor namero de migrantes entre ellas son Duraznillos y Migquihuana, mientras
que si se utiliza la Rgq son Tapona y Miquihuana. Sin embargo, no existe distancia genética
entre las poblaciones de Tapona y Duraznillos, por lo que ambas pudieran ser una misma
poblacién, ya que ademas comparten una serie de caracteristicas comunes como ser las que
mis bajo polimorfismo tienen, encontrarse separadas por solo un par de kildmetros y ser las

poblaciones més jovenes que se encontraron.

Al utilizar 1a distancia de Nei, el patrén observado difiere considerablemente de cuando se
utiliza como estimador de distancia genética el indice de fijacidon (Fu o Ra pareados).
Cuando se toma en cuenta la DA todos los valores obtenidos con el modelo de mutacidon
paso a paso son mayores que los obtenidos por alelos infinitos, contrariamente a lo que se
observa en las matrices de Fy ¥ R pareadas. En el caso de utilizar alelos infinitos, tanto el
método de Nei como las Fy pareadas otorgan la mayor distancia genética a Duraznillos y
Miquihuana, mientras que cuando se utiliza mutacidn paso a paso la mayor distancia
genética se observa entre Palmillas y Miquihuana para el caso de la distancia de Nei, y
entre Tapona y Miquihuana para la Rq. Cuando se calcula la distancia de Nei (Da o
diferencias netas entre poblaciones) el patrén no difiere del encontrado con las diferencias
brutes o D. Cabe resaltar que la correlacion entre D y Da difiere considerablemente
dependiendo del modelo de mutacién que se utilice, ajustandose mucho mejor el de

mutacion paso a paso {r = (.92 contra r = 0.56 de alelos infinitos).

Por otro lado, al no haber correlacién entre la distancia genética y la geografica se puede
deducir que en esta especie no es aplicable un modelo de aislamiento por distancia, esto es
reforzado al no encontrarse correlaciéon entre el nimero de migrantes y la distancia
geogrifica. No hay que olvidar que el nimero de migrantes se calcula con base en el indice
de fijacion, mientras que la distancia de Nei lo hace con base en las diferencias

nucleotidicas, por lo que ambos estimadores son mas o menos independientes, con lo cual
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se refierza el que no se puede aplicar un modelo de aislamiento por distancia a esta

especie.

A pesar de no encontrarse un patrén claro de estructura genética para esta especie, pareceria
que las poblaciones ubicadas San Luis Potosi fueran las mas recientemente establecidas.
Esto puede suponerse por ser las poblaciones con menor nimero de individuos adultos, ast
como por su baja variacién genética. En estas poblaciones se encuentra de manera casi
exclusiva el haplotipo mis comun, lo cual podria ser consecuencia de la colonizacion y
formacion de estas nuevas poblaciones a partir de las encontradas en Tamaulipas y Nuevo
Ledn. La baja variacién genética puede deberse a algiin fendmeno tipo efecto fundador,
donde la variacidn presente en las poblaciones recientemente fundadas es solo una parte de

la variacién genética encontrada en las poblaciones originales.

Demografia historica

La distribucién encontrada de las diferencias entre pares de haplotipos pareceria ser
unimodal, lo cual sugiere una poblacion que se encuentra en expansién demografica. Sin
embargo, la distribucion observada es estadisticamente distinta que la dstnbucion mismatch
que se esperaria encontrar si la poblacion de P. melsonii shabiera sufiido una expansion
sobita segin el modelo de Rogers (1995). A pesar que las poblaciones de esta especie no
han sufrido una expansién repentina propiamente dicha (Rogers plantea que la magnitud de
dicha expansién deberia de acercarce a un crecimiento de alrededor de 100 veces el tamafio
poblacional en un tiempo relativamente corto), los estimadores de la distribucion mismarch
nos indican que se llevo a cabo una expansion poblacional, aunque de una magnitud mucho
menor. Segun los tiempos obtenidos utilizando la tasa de mutacidn para microsatélites de
cloroplasto estimada por Soranzo y Provan (1999) para P. forreyana la expansion de cuatro
veces ¢l tamaflo de la poblacion le llevd a P. nelsonii entre 29,500 y 76,800 afios. Por
desgracia no existen muchos datos en la literatura respecto a los tiempos de expansion de
otras poblaciones de pinos, ademas de que no se cuenta con datos paleobotanicos que
pudieran sustentar o refutar los tiempos de expansion encontrados, de modo que hasta el

momento es muy dificil sacar conclusiones al respecto.
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En cuanto a la aproximacion utilizada para inferir si fa poblacion se encuentra en un
proceso de expansion, ambos dendogramas difieren considerablemente en la forma en la
cual se agrupan las poblaciones (Figuras 26 y 27), esto debido a las diferencias encontradas
.en el patron de distancias genéticas obtenido con base en los dos modelos de mutacidn
utilizados, sin embargo, ambos coinciden en que las poblaciones de P. nelsonii presentan
un dendograma en forma de estrella, lo cual coincide tanto con los cladogramas obtenidos
utitizando la presencia/ausencia de haplotipos en cada poblacion, como con el dendograma
de las distancias entre haplotipos. Loa anterior es congruente con la relacidn parabélica
encontrada entre el nimero de linajes y el tiempo de divergencia entre ellos, expresado
como la distancia genética entre poblaciones; esto nos indica que las poblaciones de P.

nelsonii se han incrementado historicamentel.

Conservacion de P. nelsonii

A pesar que las poblaciones de P. nelsonii no presentan baja variacién genética como
muchas especies endémicas y de distribucion restringida y que, segin los resultados de este
estudio, el flujo genético entre poblaciones es suficientemente elevada para contrarrestar de
manera efectiva el efecto de la deriva génica, es importante generar estrategias que
permitan mantener, dentro de lo posible, la variacion genética actual, asi como los patrones

de migracion actuales.

A pesar que las poblaciones de P. melsonii presentan estabilidad demogréfica (A\=1, Suzan-
Aspini, en prensa), la tasa de reclutamiento es muy variable, dependiendo de las
condiciones ambientales, y el nimero de juveniles es pequeiio, lo cual podria acarrear
problemas a futuro en la sobrevivencia de dichas poblaciones. Estas tasas de reclutamiento
pueden deberse al usc comercial de las semillas de P. nefsonii, pues se considera que esta
especie ocupa el segundo lugar, despues de P. cembroides, en extraccion de semillas con

usos comestibles (Suzan-Aspiri, en prensa).

Debido a los fitertes incendios ocurridos en los ultimos afios, muchas de las poblaciones de

P. nelsonii se han visto fuertemente disminuidas {observacion personal), lo cual hace
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importante delimitar zonas donde la disminucién del tamafio poblacional afecte lo menos
posible a la especie en su conjunto, en este sentido, se hace prioritario conservar aquellas
poblaciones donde se encuentran una gran cantidad de haplotipos privados (Miquihuana,
Antonias, San Lazaro) acompafiados por una alta variacidon genética; mientras que
poblaciones como Tula donde los haplotipos privados no existen podrian ser mas
facilmente prescindibles; por otro lado, las poblaciones de la Tapona y Duramiillos donde
alrededor del 97% de los individuos presenta ¢l mismo haplotipo que, ademés, coincide con
ser ¢l haplotipo mas comiin en la especie, también parecen ser menos importantes si lo que
nos interesa es mantener 1a mayor vanacion genética dentro de la especie; Sin embargo,
estas estrategias de conservacion solo se limitan a la conservacion de la variacion genética
detectada en este estudio. Es importante recalcar que, hasta la fecha, este es el unico trabajo
donde se analizan los patrones genéticos de esta especie; y que, fa dindmica que se presenta
en la variacion encontrada en el cloroplasto no nos habla de otro tipo de procesos
importantes, los cuales permitirian tener una idea mas completa de los patrones genéticos
de P. nelsonii, con lo cual se podrian establecer estrategias de conservacién mucho mas

precisas y eficientes.

Por otro Jado, hay que resaltar que los estudios genéticos no son suficientes para generar
estrategis adecuadas de conservacion, por ser este un problema mucho mas complejo y
donde hay que tomar en cuenta otros factores mas alla de la variacién genética, como por
ejemplo las distintas adaptaciones que puedan presentar las poblaciones al medio, los

patrones en las cuales se estan regenerando dichas poblaciones, ete.
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Conclusiones

A pesar de que se carece de datos suficientes para las categorias de edad menores de 29
afos, se observa para la especie en su conjunto una distribucién de jota invertida, donde
los individuos menores tienen una frecuencia mayor, mientras esta disminuye conforme
aumenta la longevidad. Sin embargo, este patrdn es muy variable cuando se toman las
poblaciones por separado, presentando en varnos casos poblaciones donde con baja

frecuencia de individuos jovenes y quiza bajo reclutamiento.

Al utilizar como marcador molecular microsatélites de cloroplasto, la variacion genética
encontrada en P. nelsonii es elevada en términos genérales, sin dilucidarse ningiin
patran claro de estructura genética para ninguno de los dos modelos de mutacion
utilizados. A pesar que ambos modelos difieren entre si en cuanto a los estimadores
obtenidos, la estructura genética es muy reducida en ambos casos, encontrandose las
mayores diferencias genéticas entre las poblaciones de San Luis Potosi y las de

Tamaulipas y Nueve Ledn.

En todos los casos, el flujo genético mediado por polen es muy elevado, sin barreras
aparentes al intercambio de polen entre poblaciones, lo cual permite que las poblaciones

estudiadas sean muy homogéneas genéticamente.

Las poblaciones estudiadas de P. nefsonii no se ajustan a un modelo de aislamiento por

distancia, debido a que no hay correlacion entre la distancia genética y la geografica.

Los datos de demografia histérica parecen indicar que las poblaciones de P. nelsonii
han sufrido una expansion relativamente reciente, la cual pudo haber comenzado entre
29,500 y 78,600 aiios.

Debido al patron de estructura de edades, asi como a la frecuencia de los haplotipos
presentes en las poblaciones de San Luis Potosi, cabria suponer que dichas poblaciones

son mas recientes que el resto, originandose quizd por colonizacion o fragmentacion
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Apéndice 1. Protocolo de Extraccion de DNA de Pinos (Vazquez-Lobo 1996)

-Moler en un mortero aproximadamente 1g de tejido (aciculas} con nitrégeno liquido.
-Moler en un micromortero el equivalente a una punta de espatula del tejido pulverizado
con 1ml de buffer CTAB 2X (Tris-HC! 100mM pH 8, NaCl 1.4 M, EDTA 20 mM, CTAB
2% y b-ME 0.3%).

-Recuperar todo en un tubo eppendorf de 1.5 ml y centrifugar a 10,000 rpm por 8 minutos a
4°C.

-Eliminar el sobrenadadnte y resuspender con 600 pl de buffer CTAB 2X. Incubar a 60°C
durante 10 minutos.

-Agregar a cada tubo 600 p! de cloroformo-octancl 24:1, agitar hasta homogeneizar y
centrifugar a 7,000 rpm por 12 minutos o hasta que el sobrenadante quede transparente.
-Transladar el sobrenadante a un nuevo tubo y precipitar ¢! DNA con dos tercios del
volumen final de isopropanel frio. Dejar reposar de 30 minutos a 12 horas a —20°C.
-Centrifugar a 9,000 rpm por 5 minutos a 4°C. Eliminar el sobrenadante.

-El pellet se limpia agregando 1ml de etano! frio al 70 % y centrifugando a 7,000 rpm por 5
minutos a 4°C.

-Eliminar el sobrenadante y resuspender el pellet con 200 pi de TE (Tris-HCl 10mM pH 8,
EDTA ImM) 6 con agua estéril.

Apéndice I1. Marcaje radiactivo del marcador de 10 pb.

2 ¢l de marcador de 10 pb, de Gibco diluido a 0.1 ng/pl

I pl de exchange reaction buffer de Gibco (250 de mM Imidazol-HC] pH 6.4, 60 mM de
MgCly, 5 mM de 2-mercaptoetanol, 350 ul de ADP)

1 pl de [¥°2P] ATP (10 uC/l)

1 W de cinasa T4 de Gibco (10 unidades/pl)

Incubar a 37°C por 10 minutos para activar la cinasa, y posteriormente a 55°C por 5
minutos para detener la reaccion,

Apéndice II1. Secuenciacion del plasmido

a) marcaje del primer se secuenciacion M13/pUC (Forward)

0.5 pl de agua estén]

1 wl de buffer para la cinasa 5X de Gibco [300 mM de Tris-HCI (pH 7.8), 50 mM de
MgClz, 1 M de KCi]

1.5 W de ?rimer M13/pUC (Forward)

1 wl de [y?P} ATP (10 uC/ul)

1 pl de cinasa T4 (Gibco)

incubar a 37°C por 10 minutos

incubar a 57°C por 5 minutos



b) mezcla pre- reaccion
5 ul de primer M13/pUC (Forward) marcado radiactivamente
16 pl de agua estéril
4.5 yl de buffer para la TagDNA polimerasa 10X {300 mM Tris-HCl (pH 9.0),
50 mM de MgClz, 300 mM de KCI, 0.5% (p/v) W-1]
10 yl DNA del piasmido pUC18 (10 pg/ml)
0.5 pl de TagDNA polimerasa (2.5 U/pl)

¢) reaccion de secuenciacion
a 8 pl de la pre-reaction mix se le agregan 2 i de la mezcla de terminaciéon para
adenina (2 mM ddATP y 100 uMde cada uno de los siguientes: dATP, dCTP, 7-
deaza dGTP, dTTP)

se hace de esta manera con la mezcla de terminacion de adenina, guanina, citosina y
timina, obteniéndose un volumen final de 10 4l para cada una de las bases.

d) Reaccion de PCR
3 minutos a 95°C

20 ciclos de 30 segundos a 90°C, 30 segundos a 55°C y 60 segundos a 70°C
10 ciclos de 30 segundos a 95°C y 60 segundos a 60°C

e) Agregar 5 pl de solucidn de solucion de stop a cada tubo [95% (v/v) de formamida,
10mM EDTA (pH 8.0), 0.1% (p/v) de azul de bromofenol, 0.1% (p/v) de xilen cianol.
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