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RESUMEN

La hibridacién introgresiva es el tema central del presente trabajo que se estudid en
13 poblaciones naturales de dos especies de pino de amplia distribucion geografica, muy
relacionadas filogenéticamente (Pinus pseudostrobus y P. montezumae), y para las que se
han sugerido eventos de introgresién. El trabajo contempla el analisis de datos de
microsatélites nucleares (nSSR) y de cloroi:lasto (cpSSR) con base en la genética de
poblaciones clasica, el analisis de haplotipos de cpSSR bajo la teoria de coalescencia, v el
analisis de varianza (ANOVA) y de distancias euclidianas de datos morfoldgicos. A partir
de esta informacion se desarrollaron tres estudios, €l primero que trata sobre la estructura
genética y variacion en el tamafio de fragmentos obtenidos con ¢pSSR en diversas especies
de pino, tanto del subgénero Pinus como Strobus, el segundo que hace inferencias de
eventos de hibridacion introgresiva con datos morfologicos y nSRR, y el tercero que hace
un analisis sobre la estructura filogeografica de las poblaciones y de la dindmica historica
de la introgresion. Los datos nos permitieron detectar eventos de hibridacion mtrogresiva
ancestral, unidireccional de cpSSR y morfologia, de P. montezumae a P. pseudostrobus, y
simétrica o bidireccional, con nSSR. En este sentido, es probable que P. montezumae este
actuando como arbol padre y P. pseudostrobus como arbol madre receptora de polen. Los
factores que probablemente han influido en la hibridacidn introgresiva observada pueden
ser: i) la ruptura de barreras reproductivas entre estas especies, ii) mayor eficiencia y
viabilidad del polen de P montezumaé, iil) mayor dispersion de semillas de P.
pseudostrobus, y iv) mayor capacidad adapiativa en ambientes contrastantes de P.
montezumae. En cuanto a la dindmica evolutiva de las especies, sugerimos eventos
histéricos de ekpansién, aislamiento por distancia y fragmentacion de las poblaciones, y
con base en el concepto cohesivo de especie, sugerimos la existencia de dos linajes
independientes (P. montezumae y P. pseudostrobus) y de un linaje no independiente
representado por el evento de introgresion. Este estudio sugiere que los estudios de
hibridacién introgresiva deben considerar diferentes tipos de datos, tanto morfolégicos
como moleculdres (nucleares versus citoplasméticos), ya que cada uno de ellos permite
detectar diferentes escenarios evolutivos relacionados con la hibridacion introgresiva los

que complementan nuestro conocimiento acerca de la historia evolutiva de las especies.



ABSTRACT

The aim of this work is introgressive hybridization. We studied it in 13 natural
populations of two phylogenetically close-related species of widely distributed pines, Pirus
montezumae and Pinus pséudostrobus. The data were obtained from nuclear (nSSR) and
chloroplast (cpSSR) microsatellite and analyzed using classical population genetics and
coalescense theory, We also analyzed morphological data using ANOVA and euclidian
distances. We developed three different studies: The first analize the genetic structure using
chloroplast microsatellite fragment size differences between several species of both
subgenera of pines, Sfrobus and Pinus. The second study infers introgresive hybridization
events using nSSRs and morphological data. Finally, the third is a phylogeographic
analysis about the geographic structure of populations and their dynamics through the
geological history. The results helps us to detect ancestral introgressive hybridization
events in different manners. In one hand, this was unidirectional introgression using ¢cpSSR
and morphology date from P. montezumae to P. pseudostrobus. On the other hand, it was
symmetric using nSSR. In this way, is possible that P. montezumae is being acting as the
pollen donor and P. pseudostrobus as the pollen receptor. Some of the factors that may be
influencing the introgressive hybridization observed are i) the rupture of genetic barriers
between both species, ii) higher resistance and viability of P. montezumae pollen, iii) higher
seed dispersion of P. pseudostrobus, and iv) higher adaptative capacity of P. montezumae
to contrastant (often disturbed) environments. Our results concerning the historic dynamic
of both species, we suggest range expansion events, isolation by distance and population
fragmentation, Moreover, based on the Cohesive Species Concept, we suggest that both P.
montezumae and P. pseudostrobus each belong to different independent linages.

Finally, the analysis of morphological and molecular (cytoplasmatic and nuclear)
data are widely recommended for this kind of studies. They allow us to detect different
evolutive scenarios of introgressive hybridization, which certainly complemented our

knowledge about the evolution of these species.
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INTRODUCCION GENERAL

Pinus es un género con una distribucién amplia en el Hemisferio Norte, pero representado
en México y Centro América por mas de la mitad de las especies que lo conforman (110
especies, Farjon y Styles, 1997). De acuerdo con Perry (1991), en México se reconocen 72
especies, formas y variedades, de las cuales 34 especies son endémicas a Meéxico. Se ha
hipotetizado que durante el Eoceno, México y Centro América constituyeron regiones de refugio
impoﬁantes de especies del género Pinus, considerando a México como el centro de
diversificacion de muchas de las especies (Millar, 1993). Sin embargo, en Meéxico se tuvo
escaso conocimiento de su evolucién, ya que los miayores esfuerzos de investigacion forestal
fueron destinados a especies muy comunes y comerciales (Stead 1983a). No fue sino hasta la
iltima década en que se iniciaron estudios que consideran aspectos evolutivos, ecologicos y
taxondémicos (Bermejo 1993; Quijada et al., 1998; Ledig 1998, 1999; Liston ef al., 1999, Matos
y Schaal., 2000; Delgado et al., 1999; Molina et al, 2001, Gemandt ef al,, 2001; Escalante,
2001; Cuenca, 2001; Moreno, 2002; Renteria, 2002).

A nivel global, la mayoria de las investigaciones sobre el géﬁem Pinus han sido dirigidas
al area de la taxonomia y biogeografia (Little v Critchfield, 1969; Axelrod, 1980, Perry, 1991;
Farjon y Styles, 1997). En particular, diversos estudios taxonomicos han enriquecido el
conocimiento de la diversidad de especies que conforman a este grupo, y por tanto han dado
pautas a continuas reevaluaciones de su clasificacion. Los estudios taxonémicos contemplan el
analisis comparativo de caracteres de diverso origen, fnorfolégicos, quimicos, anatémicos y
moleculares (Shaw, 1914; Critchfield, 1986, Szmidt ef al, 1988; Karalamangara y Nicker, 1989;
Strauss y Doerksen, 1990; Govindaraju, 1992; Wang y Szmidt, 1993; Pérez de la Rosa er al,,
1995; Farjon y Styles, 1997; Liston ef al., 1999). Todos los resultados de estas investigaciones
han llegado a la conclusién de que el género Pinus tiene un origen monofilético y que estd
conformado por dos grandes subgrupos: subgénbero Strobus y subgénero Pinus. Sin embargo,
las relaciones filogenéticas de muchas de las secciones y subsecciones dentro de los subgéneros
no se han logrado establecer claramente (Critchfield, 1986; Perry, 1991; Farjon y Styles, 1997;
Pérez de la Rosa ef al., 1995; Liston ef al., 199; Pifiero, com pers). En particular, varias especies
mexicanas han sido dificiles de ubicar taxonomicamente (Shaw, 1914; Perry, 1991; Farjon y
Styles, 1997; Pérez de la Rosa et al, 1995; Liston ef al, 1999). Algunos de ellas tienen '
caracteres intermedios a los de los dos subgénefos o al de las subsecciones (Perry, 1991; Farjon y
Styles, 1997; Liston ef al., 1999). Otras especies presentan caracteres intermedios entre especies
de Ia misma subdivision. Por ejemplo, especies de la subdivision Ponderosae, Qocarpae, Cembra

y Paracembra (Lanner, 1974a; Millar, 1993; Perry, 1991). Este tipo de resultados han hecho que



las relaciones filogenéticas que se obtienen en Pinus sean polifiléticas o parafiléticas. Las
relaciones filogenéticas pueden ser interpretadas bajo tres hipotesis generales: 1) la mayoria de
estas especies tienen un origen muy reciente, por lo que la divergencia no ha sido grande o no ha
concluido el proceso de especiacion; 2) existe evolucion gradual donde Ias formas o especies con
caracteres intermedios guardan caracteres ancestrales junto con caracteres novedosos y 3) varias
de las especies tienen un origen polifilético, donde probablemente los procesos de hibridacién
introgresiva han tenido una funcién importante durante su especiacién (evolucién reticulada).
- Una de las estrategias que permite discernir entre las hipdtesis mencionadas es el estudio de los
procesos de especiacion a nivel de las poblaciones haciendo una reconstrucciéon genealogica de
la historia evolutiva de especies particulares, para intentar inferir el proceso de especiacion.

Con respecto a la hipotesis de hibridacién introgresiva como un posible proceso de origen
de especies del género Pinus se tienen antecedentes importantes. Desde hace mas de dos décadas
se ha trabajado con cruzas controladas entre varios pares de especies de pinos de los Estados
Unidos, México y Europa, y en la mayoria de los casos se han producido hibridos, los cuales
pueden dejar descendencia fértil (Bighman ef al., 1972; Critchfield 1986; Quijada ef al., 1998).
Estos estudios son artificiales y solo se han hecho con especies que son importantes
econémicamente. En la actualidad se ha documentado la hibridacién e introgresién natural en
algunas especies de México, como P. montezumae y P. hartwegii (Matos y Schaal, 2000), de
Europa, como P. brutia, P. halapensis y P. eldarica (Bucci et al., 1998) y se ha probado el
origen de una especie (P. densafa) por medio de la hibridacion ancestral entre dos especies de
pino de Asia (Wang vy Szmudt, 1990: Wang er al,, 2001). Ademas, existen varios trabajos sobre la
hibridacién en otros géneros de coniferas, como Picea (Szmidt et al., 1988; Stibe et al,, 1989;
Sutton ef al., 1991 } v Larix (Szmidt et al., 1988), asi como un gran nimero de casos de
hibridacion inter especifica e intergenérica en diferentes grupos de plantas y animales (e. g,
Anderson, 1949; Stebbins, 1959; Knoblach, 1972; Rieseberg ef al., 1988).

8i nosotros partimos de la hipdtesis de hibridacion como un proceso importante en el
origen y evolucion de algunas especies del género Pinus, tenemos claramente que desarrollar el
trabajo con especies que sean muy relacionadas filogenéticamente y que presenten poblaciones
distribuidas en simpatria, con lo que por un lado, se esperarian mayores probabilidades de
intercambio genético entre las mismas y por otro lado, se lograria determinar los posibles
eventos histéricos que han ocurrido durante su evolucidn. En este sentido, varias especies de
pinos nos brindan la oportunidad de probar hipotesis sobre los procesos de hibridacion

introgresiva, tema ceniral del presente trabajo. Aqui se exploran evenios de hibridacién



introgresiva entre dos especies de Pinus de amplia distribucion geografica; P. montezumae y P,
pseudostrobus.

Las especies de pino que se seleccionaron como sistema de estudio cubren varios de los
aspectos esenciales para la realizacion de estudios de introgresion: i) las especies estdn muy
relacionadas filogenéticamente, P. montezumae y P. pseudostrobus pertencecen al subgénero
Pinus (pinos duros), y se ubican en la secciéon Ponderosae (Little y Critchfield, 1969), seccién
que estd representada por varias especies que probablemente hibridizan entre si, ii) presentan
poblaciones que se distribuyen en alopatria y simpatria, a través de una extensa zona geogréfica
tanto en México como Guatemala; en el Eje Neovolcanico Transversal, Sierra de Judrez, Mesa
de Chiapas, y la Mesa Central de Guatemala (ver Fig. 2) por lo que se pueden estudiar tanto
pobiaciones puras como mezcladas, iii) para estas especies se han sugerido posibles eventos de
hibridacién natural entre P. monfezumae y P. pseudostrobus, con base en caracteristicas
morfologicas, anatomicas y de la composicion quimica de resinas (Martinez 1948; Mirov 1967,
Perry 1991), y iv) las especies tienen un. uso potencial como producto maderable. P,
montezumae 'y P. pseudostrobus son las especies mas explotadas en México, para su
~ comercializacion dentro y fuera del pais (Sausedo y Acosta, 1988), aspecto que puede influir en
la extincién de poblaciones locales. Por todo lo anterior, es claro que estas especies, son ideales
como sistema de estudio para analizar escenarios evolutivos de la dinamica de genes que han
influido durante la especiaéién del género Pinus.

Este estudio se desarroll6 dentro de un contexto microevolutive (evolucién de genes) y
biogeografico {distribucidn de genes) con base en el uso de herramientas moleculares y métodos
analiticos intrapoblacionales. Con los resultados se pretende obtener bases tedricas y empiricas
para entender las rutas de las interacciones genéticas de las poblaciones y especies de estudio y
con ello probar hipétesis acerca de como, cuando y en qué magnitud se han presentado log
pfocesos de hibridacion introgresiva en estas especies, qué factores han permitido el
mantenimiento de las mismas y qué tanto de esta informacion puede sustentar de una manera

solida la teoria o hipétesis de evolucidn reticulada.



ANTECEDENTES

PROCESOS DE HIBRIDACION

Los procesos de hibridacion introgresiva son muy comunes entre plantas y algunos grupos de
animales. Sin embargo en las dos décadas pasadas su importancia fue vista con gran escepticismo y
no fue sino hasta principios de los 90’s en que se retomé a la hibridacion como un proceso
importante en la evolucién y origen de especies (ver Rieseberg y Ellsirand 1993, Rieseberg y
Wendel 1993; Amold y Hodges, 1995). Coménmente se ha caracterizado a los individuos de origen
hibrido como estériles, semiestériles o inviables (e.g., Heiser et al, 1949, Ayala y Dobzhansky,
1974), aspectos que han sido refutado, ya que en muchos casos los individuos pueden ser viables y
dejar descendencia fértil (ver Lamb y Avise, 1986, Wang y Szmidt, 1990), 6 como individuos
morfologicamente intermedios entre sus progenitores, con coherencia entre las caracteristicas de
diferentes poblaciones hibridas (Anderson, 1949; Grani, 1979), por ejemplo, de caracteres
morfolégicos, quimicos, moleculares o de habitat. Sin embargo, se ha visto que en la naturaleza
existe todo un gradiente de estos aspectos proyectados como un mosaico de caracteristicas
parentales, intermedias y extremas {propias de los hibridos}, mismas que son controladas
genéticamente en inferaccion con el ambiente (Mooren y Buchanan 1988, Rieseberg 1995).

Los avances recientes de las técnicas moleculares han permitido detectar diferentes
mecanismos y dindmicas de la hibridacién introgresiva en poblaciones naturales tanto de plantas
como animales (ver Rieseberg y Ellstrand 1993, Rieseberg y Wedel 1993, Amold y Hodges 1995;
Rieseberg 1995). Esto ha abierto un extenso campo de estudios alternativos sobre el origen y
evolucion de especies con base en el planteamiento de hipdtesis micro y macroevolutivas,
relacionadas por gjemplo, con diferentes modelos de especiacion por hibridacién introgresiva
(parapatrica y simpétrica); con la extincidn de poblaciones locales debido a dinamica diferencial de
la inﬁogresién, con la dispersién de polen y competencia reproductiva entre especies, con la
distribucién historica de las especies originadas por introgresién, con la importancia de la
hibridacién como un mecanismo de adaptacion y generador de nuevas especies, entre otras. La
informacién que se ha generado durante los tltimos afios sobre estos procesos contempla maltiples
aspectos, ﬁue van desde la historia de la conceptualizacion tedrica de la hibridacién hasta el

desarrollo de modelos tedricos y metodolégicos para el analisis y comprobacién de hipotesis de

dichos procesos.



HIBRIDACION INTROGRESIVA

Conceptos

Un enfoque de Ia hibridacién inter-especifica requiere en primer lugar de reconsiderar el
concepto de especie. Como sabemos, en la actualidad la definicion del concepto de especie sigue
siendo un topico de gran debate dentro de la comunidad biologica. La amplitud de este debéte
iﬁcluye una variedad de diferentes conceptos de especie, como de especie biolégica,
morfologica, genética, paleontoldgica, evolutiva, filogenética, de cohesion, entre otras. En
particular, el concepto cohesivo de especie propuesto por Templeton (1989), que define a una
especie como un linaje evolutivo que tienen la potencialidad de la cohesion fenotipica a través de
mecanismos de cohesion intrinsecos {genéticos y/o demograficos) que limitan la unidn de
poblaciones, y que son mantenidos por la accion de fuerzas microevolutivas como flujo genético,
deriva génica y seleccion natural, me parece la definicion mas incluyente, yva que torna en cuenta
procesos microevolutivos y macroevolutivos dentro de un marco de mecanismos cohesivos
" intrinsecos de las especies. No es de igual impbrtancia el aislamiento reproductivo para especies
de reproduccion sexual, como lo es para especies de reproduccion asexual, o hibridas, por lo que
otro mecanismo o mezclas de mecanismos (cohesion) pueden influir mas para su especiacion, En
este sentido, considero al concepto de especie cohesiva como el més robusto e importante que
incluye a las especies originadas por hibridacion.

Como menciona Anderson (1949), la hibridacion es uno de los procesos mas importantes
dentro de todo el campo del estudio evolutivo, pero también es uno de fos tdpicos mds
controvertidos y menos entendidos. Inicialmente, la hibridacién se definié como un proceso de
formacion de una nueva especie a través del entrecruzamiento de dos especies, y las gradaciones
de estas (subespecies, razas o formas) fueron interpretadas como productos del entrecruzamiento
de poblaciones o subespecies conespecificas (Anderson, 1949, Stebbins, 1959, Grant, 1981).
Pero esta distincién es arbitraria y en la literatura mds reciente se ha propuesto a la hibridacion
como el intercambio genético entre formas de diferente estatus taxonémico (Rieseberg y
Wendel, 1993). Aunado a la definicion de la hibridacion, la cual se presenta de manera puntual
en las pobiac_iones de dos 0 mas especies, esta también puede presentarse de manera gradual por
medio de la incorporacion de material genético por introgresién o hibridizacién introgresiva,
concepto que es definido como la incorporacion selectiva de material genético ajeno a la especie
por hibridacién y retrocruza repetida (Anderson, 1949; Rieseberg y Soltis, 1991). El estudio de
la introgresion es central en especies que evolucionan bajo este proceso, ya que si existe

introgresion en las poblaciones las variantes genéticas deben exceder a las que se producen por



mutacién (Anderson, 1949, Rieseberg, 1995). Es decir, se esperarfa mayor variacion genética en
poblaciones hibridas que en las parentales. Con base en esta vision, se puede ir reconstruyendo la

dinamica historica de su origen y especiacion.

Mecanismos

La hibridacién entre dos especies resulta en dos mecanismos de aislamiento que son
genéticamente inestables: el mantenimiento del hibrido y la recombinacién del hibrido
(Templeton,1981). _

1) El mantenimiento del hibrido es donde la hibridacion de dos especies parentales es
‘seguida por seleccion para el mantenimiento del estado hibrido. Tales mecanismos incluyen
ciertos tipos de partenogénesis en animales y la poliploidia en plantas que es muy comin en
ellas (Ridley, 1996).

La poliploidia se define como hibridacién seguida de duplicacién cromosémica en los
hibridos (Ridley, 1996). Los poliploides han sido clasificados como alopoliploides y
homopoliploides. Los primeros son poliploides que tienen duplicacién de diferentes grupos de
cromosomas, ya sea de dos o mas barentales, mientras que los homopoliploides son poliploides
que producen duplicaciones de un grupo basico de cromosomas (Avise, 1994). Los poliploides
se forman comunmente por un gameto femenino diploide fertilizado por un gameto masculino
haploide con la produccion de un triploide (Dewet, 1979). El triploide tiende subsecuentemente a
producir gametos femeninos triploides que son fertilizados per gametos masculinos haploides
formando un tetraploide. Estos dos pasos pueden estar separados en el fiempo por reproduccién
asexual o vegetativa lo que origina grandes zonas formadas por clonas de tetraploides adaptados
a condiciones ecologicas diferentes a las especies parentales (Harrison, 1990). Ademas, si la
fertilizacion v reproduccion sexual son completamente restauradas en el triploide, la especie
puede ser estructuralmente diploidizada, ya que en alguna instancia la diploidizacién arraiga
dentro de los genes preexistentes de las especies parentales diploides (Waines ,1976). También la
diploidizaciéon puede ocurrir por la inactivacién o divergencia del gen duplicado (Ferris et al,
1979). |

2) En la recombinacion del hibrido, también Hamada especiacion por recombinacién {Grant,
1981), el rearreglo cromosomico al azar en generaciones posteriores a la hibridacién puede
formar poblaciones que son homodcigas para una nueva combinacién de cromosomas (sin
duplicacién de cromosomas). La nueva poblacién hibrida pueden ser fértil y estable y tener la
misma ploidia que los progenitores y puede ser parcial o totalmente aislada de los progenitores

(Rieséberg y Noyes, 1998). Esto es establecido después de que varias generactones de hibridos



se originan por autofecundacién y por retrocruza (< 10 generaciones). Aunado a este modelo
existen otros factores que juegan un papel importante en la especiacion por recombinacion y son
seleccion para los hibridos mas fértiles o viables, rapida evolucidon cromosomal y la
disponibilidad de habitats para el establecimiento de las especies hibridas {Rieseberg y Noyes,
1998).

Actualmente se han documentado algunos casos que siguen este tipo de patron de
especiacion por recombinacién, donde la hibridacion no tiene repercusiones en la ploidia de las
especies (especiacion por recombinacion). Uno de estos trabajos es el reportado por Gallez y
Gottlieb (1982), en Stephanomeria diegenesis, que es una planta anual diploide nativa del Sur de
California originada por la hibridacidén natural entre dos especies diploides: S. exigua y S.
virgata. Encuentran que S. diegenesis tiene caracteres morfolégicos y cariotipos intermedios
entre las dos especies. De manera similar, ofro estudio que se realiz6 en el hibrido fris nelsonii
también se comprobé la hibridaciéon por recombindcion con base en el andlisis de isoenzimas y
otros marcadores del ADN nuclear. La especie tiene una morfologia, incluyendo color y
complementos de cromosomas que muestran similaridad con I filvia, I hexagona e I
brevicaudis (Amold ef al, 1990b, 1991). Otro ejemplo muy interesante lo describen Wang y
Szmidt, (1990} y Wang et al., (2001). Ellos hacen estudios sobre el origen y evolucion de Pinus
densata por hibridacion entre P. tabulaeformis y P. yunnanesis, con base en el uso de ADN de
cloroplasto y de isoenzimas, encuentran que P. densata se originé en el terciario por una
hibridacion ancestral y que comparte fragmentos que son diagnésticos para cada una de las
especies parentales. Un aspecto muy interesante que se menciona es que actualmente P. densata
vive en elevaciones que son superiores a las que se distribuyen las especies parentales (2, 700 a
2, 900 msnm), que est4 aislada reproductivamente de las especies parentales y que es una especie
completamente fértil.

Cabe mencionar que aunque ia literatura reporta otros casos donde la ploidia no es alterada
al originarse una especie por hibridacion, en muchos de ellos la especiacién por hibridacién
requiere de varias etapas de incorporacién de material genético por hibridacion introgresiva,
Uno de los ejemplos que muestra complejas rutas de la dinimica de la introgresién via flujo
genético citoplasmitico es el esfudio del género Salix, seccion Longifolia (Bnmsfeld ef al,
1992). Brunsfeld y sus coleges documentan no menos de cuatro egjemplos de captura de
cloroplasto en esta seccion, utilizando sitios de restriccion (RFLP’s). Uno de los ejemplos mas
intrincados es el que se documenta en la especie 8. faxifolin, que se asemeja mucho a S. Interior
en varios caracteres, Resultados moleculares revelan que las poblaciones analizadas presentan

un ADN de cloroplasto de S. interior y posee una mezcla de caracteres de otras especies de 5.



exigua y S. nielanopis, otros dos miembros de la seccidon. Por otra parte, la poblacion que se
ubica en David California de S. raxifolia hibridiza con S. Goodigii, un miembro de otra seccidn
Humboidilanae la cual ha su vez, se distribuye en simpatria con S. Laxifolia. Una hipotesis que
plantean es que se dié flujo genético dentro de una poblacion relictual de S faxifolia por
dispersion de semillas por el viento de una poblacién vecina de S. interior y posiblemente por el

resultado de introgresion de més de cuatro especies de sauces.
ESPECIACION POR HIBRIDACION

Dinamica de la especiacion

Ahora bien, cuando se estan estableciendo recombinantes entre dos especies, la dinamica
de la especiacion por hibridacion puede diferir dependiendo de la distribucion geografica de las
especies, de las condiciones ecologicas y genéticas de las especies progenitoras como del
hibrido, En esencia, se inicia una divergencia en dos vias, i) por el aislamiento genético causado
por un efecto fimdador del hibrido y ii) a través de la formacién de zonas de hibridacion por la
incorporacion de material genético ajeno a la especie, es decir por hibridacion introgresiva (
Reiseherg et al., 1996},
1) La especiacién por hibridacién puede ser causada por un efecto fundador del hibrido, donde la
dispersion juega el principal papel dentro del proceso de especiacion (Birky, 1988). Un probable
escenario seria la introduccién de semillas hibridas dentro de una poblacién pura de una especie
pareﬁtal. Estas semillas se pueden establecer por medio de seleccion y originar una nueva
poblacion de individuos hibridos (Hewitt, 1988; Rieseberg ef al., 1996).
il) Las zonas de hibridacion son 4reas de contacto entre dos diferentes, formas, razas, o especies
en las cuales la hibridacién tiene lugar y donde las especies puras o parentales se distribuyen
fuera de la zona de interaccién (Ridley, 1996). Esta definicion es intencionalmente ampﬁa e
incluye especies hibridas con distribucién en simpatria (asociadas con diferentes habitats o
recursos) como con especies hibridas con distribucion parapétrica. Esto es, con distribucidn
restringida a parches, habitats con condiciones microambientales especificos (Harrison, 1990).
Algunos de los modelos que han sido aplicados comiinmente a especies de plantas son;

- Modelo de zonas de tension, en el cual se implica que la seleccion enddgena actia en
contra de los hibridos (Key, 1968; Barton, 1979; Barton y Hewift, 1985). Las zonas de
hibridacién son mantenidas por un balance entre seleccion y dispersién de individuos de

ancestria mezclada.



- Modelo de reforzamiento, Howard (1993), describe al concepto de reforzamiento como el
proceso por el cual barreras de aislamiento reproductivo precigdticos en zonas de translape o
hibridaci6n, .accionan como una respuesta de seleccion contra la hibridacion. Esto es, el modelo
esta basado, al igual que el anterior, en seleccién enddgena contra el hibrido.

- Modelo de mosaico o de parches (Harrison, 1986), donde la estructura interna de la zona
de hibridacion es muy compleja, reflejando una distribucion de habitat y recursos en forma de
parches (Harrison, 1986; 1990; Howard, 1986). En este caso, la variacién que se observa
depende de la habilidad de dispersién de los organismos relativo a la escala espacial de
ambientes heterogéneos.

- Modelo de superioridad del hibrido (Moore, 1977), que es muy parecido al anterior a
diferencia de que en este, la adecuacion de los hibridos es superior a la de los parentales pero
solo en zonas especificas (ecotonos, parches). Ademas este modelo esta basado en seleccidn
exogena. |

- Modelo de novedad evolutiva (Amold, 1997). Propuesta que se ha hecho muy
recientemente, que plantea que la dindmica de las zonas de hibridacién toman igual importancia
ambos componentes, seleccion y la adecuacion de los hibridos. Este concepto puede explicar la
frecuente pero inexplicable ocurrencia de hibridacion en zonas amplias, como en rangos de
mosaico o parche (ecotonos o habitats en disturbio), asi como la hibridacion ancestral, Es decir,
conjunta todos los modelos anteriores, asi como patrones de mﬁogresién que no habian incluidos
antes pero que estén presentes en la naturaleza de manera heterogénea y que pueden ser
ampliamente complejos. Por gjemplo, Martin y Cruzan (1999}, sustentan la hiptesis de que una
continua y extensa hibridacién, es el resultado de una adecuacion elevada de los hibridos, la cual
produce una zona de hibridacion que se expande donde los hibridos desplazan a los genotipos
parentales. Tales estudios sobre poblaciones naturales fortalecen la idea de que la hibridacion es

fuente de riqueza de variabilidad genética, capaz de originar nuevas adaptaciones.

Dindmica de la hibridacion introgresiva

La dinamica de la introgresion puede ser muy variable, ya que depende en gran medida
del ambiente v de la arquitectura genética de las especies. La hibridacion introgresiva puede ser
asimétrica (unidireccional de una especie a otras especies) o simetrica (ambas direcciones entre
especies) y _resultar 0 cbncluir en un proceso de especiacion que da origen a una nueva especie, a

la extincion de alguna de las especies parentales o a la extincion de los hibridos (Rieseberg et al.,
1996):
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1} La introgresion asimétrica es dependiente o independiente del ambiente, de la adecuacién muy
alta de algunas poblaciones, y de una constante adicion de material genético a fa especie con baja
adecuacion (Leheman ef al,, 1991). Un ejemplo lo encontramos en el trabajo realizado por
Bucci et al, (1998} donde describen la variacién genética y la hibridacién natural entre tres
especies de pino del complejo Halapensis (P. halapensis, P. brutia y P. eldarica) con base en
nueve microsatélites de cloroplasto. Ellos analizan la frecuencia de la introgresién entre las
especies de una zona de simpatria, y encuentran valores importantes de hibridacién introgresiva
entre P. halapensis y P. brutia. Detectaron 10 haplotipos especificos de P. brutia y 3 de P.
halapensis. Ningn haplotipo de P. brutia fue detectado en individuos de P. halapensis, sin
embargo si se detectaron haplotipos de P. halapensis en individuos de P. brutia, incluso, el
andlisis del gametofito y del embrion de semillas de P. brutia también present6 haplotipos de P.
halapensis. Este tipo de resultado permitié el plénteamiento de una hipdtesis de introgresion
asiméirica o unidireccional, donde se menciona que las semillas de P. brutia fueron polinizadas
por polen de P. halapensis. Sin embargo, este estudio no hace un analisis de Ja dindmica de la
introgresion o de la sobrevivencia de los embriones hibridos. En general, estos topicos son
analizados de manera muy escasa y en la mayoria de los casos reportan la existencia de la
hibridacién introgresiva sin profundizar en la dindmica histérica del proceso.

2) La introgresion simétrica com(nmente se inicia con poblaciones hibridas pequefias que se
distribuyen a cualquier lado de las especies parentales. Los hibridos con adecuacion alta son
seleccionados: se inicia un movimiento de los hibridos a sitios adyacentes disponibles, si
contintian con una adecuacion alta, se repite el proceso hasta originar un nuevo tipo o especie
(Garcia y Davis, 1994), Un ejemplo de introgresion simétrica se detectd en poblaciones naturales
de Typha (plantas herbaceas clonales) (Kuehn ef al., 1999). T glauca es una especie nueva que se
origin6 por la introgresion de material genético entre T. angustifolia y T. latyfolia. T. glauca ha
sido descrita como una especie hibrida y como un producto de la retrocruza de los hibridos de la
F1 con los parentales. Kuehn y sus colegas, analizaron estas hipdtesis con el uso de marcadores
moleculares (RFLP’s y AFLP’s), detectando fragmentos especificos de las 7 especies parentales.
Ellos concluyen que 7. glauca, comenzé a formarse en la zona de contacto entre 7. angustifolia y
7. latyfolia por la introgresién de material genético bidireccional a principios de siglo XIX, vy
que la progenie revela una generacién avanzada de hibridacién (opuesto a la hipotesis de la
primer generacion de hibridos, F1). También revelan segregacion en los patrones de los
marcadores utilizados, lo que da solidez a la hiptesis de ser individuos de una nueva especie
hibrida, es decir, se presentaron bandas propias de los hibridos y bandas compartidas entre las

especies parentales. Estos individuos forman un enjambre de hibridos dentro de la zona de
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contacto, y son capaces de ocupar el habitat de cualquiera de las dos especies parentales (Waters
y Shay, 1990),

Hibridacion introgresiva nuclear versus citoplasmadtica

En este punio es de suma importancia considerar que los mecanismos de hibridacién
introgresiva pueden ser variables y depender en gran medida del material genético que ha sido
hibridizado. Esto es, si se ha'presentado una recombinacion de genes entre dos especies que
tienen repercusiones a nivel del ADN nuclear, o bien, se ha incorporado a otra especie por via
citoplasmatica (Rieseberg, 1995, Rieseberg ef al., 1996),

Estudios detallados de zonas de hibridacién han demostrado incongruencias por
evolucion diferencial de hibridacion introgresiva nuclear versus citoplasmatica (Reiseberg ef al.,
1996). No es sorprendente considerar que la seleccion, el ligamiento genético y la deriva
genética estén probablemente afectando diferentes marcadores de diferentes maneras (Rieseberg
y Ellstrand, 1993). Desde una perspectiva filogenética, las zonas de hibridacién pueden ser
descubiertas por incongruencias filogenéticas. En efecto, muchos de los estudios filogendticos
que se han reportado incluyen esiudios detallados de zonas de hibridacién responsables de las
discordancias filogenéticas observadas, y las ‘exp]icaciones de dichas incongruencias han sido

- planteadas de dos maneras, i) hipdtesis que se aplican primeramente a introgresiéon diferencial
entre el ADN citoplasmatico y nuclear {del nimero efective de alelos, de dispersion, de
asimetria, de esterilidad del hibrido masculino, de efecto fundador), e ii) hipotesis que explican
la distribucién de marcadores especie-especificos para ambos genomas citoplasmaticos y
nucleares (seleccion, ligamiento, deriva genética, conversion de genes).

Aunque varias de estas hipdtesis estan interrelacionadas y no se excluyen mutuamente,
algunas de ellas parecen ser mas criticas para explicar la inirogresion diferencial de genomas
citoplasmziticos y nucleares. Por ejemplo, la hipdtesis de seleccion actiia fuertemente en genes
nucleares pero no en genes citoplasmaticos (Powell, 1983; Barton y Jones, 1983; Whittemore y
Schaal, 1991). Esta hipdtesis es mas probable si lé interaccion epistatica dentro de genomas
nucleares es fuerte, y por tanto, la répida eliminaciéon del genoma nuclear donado en cruzas
interespecificas es la regla (ver Rich, 1963). También si existe un fuerte ligamiento genético o
una marcada desventaja del heterécigo, la introgresién de alelos neutrales o ventajosos es
minima o nula (Rieseberg ef al, 1996). Otra de las hipotesis critica y generalizada, es la herencia
asimétrica de genomas cifoplasmaticos, que resultan de patrones de dispersion de polen y de
semillas muy distintos, dando lugar a patrones de introgresion para marcadores nucleares y

citoplasmaticos (e.g., Arnold ef al., 1991).
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AVANCES TEORICOS Y METODOLOGICOS

Predicciones tedricas

La actual bisqueda del papel que juega la hibridacion en el origen y evolucion de
especies ha arrojado interesantes avances tedricos y metodoldgicos. Por ejemplo, dentro del
campo de la sistemdtica molecular se han hecho estudios filogenéticos a través del analisis
nuclear o citoplasmatico entre poblaciones, especies v géneros {Rieseberg ef al., 1988, Wendel y
Albert, 1992; Rieseberg , 1995) v se ha demostrado que la hibridacion no solo es un procesos
ampliamente distribuido en la naturaleza, sino que también tiene importantes implicaciones en la
interpretacién de filogenias. Esto es, al incluir especies hibridas en los anélisis filogenéticos en
muchos casos se generan topologias ambiguas donde se considera que las especies son

originadas por mas de un ancestro.

Un ejemplo claro de lo anterior se encuenira en el estudio del género Helianthus
(girasoles), donde las filogenias obtenidas con el uso de ADN de cloroplasto contrastan
significativamente con las filogenias obtenidas con caracteres morfoldgicos y con genes
nucleares del ADN ribosomal (Reiseberg y Soltis, 1991). Al corroborarse este tipo de fenémenos
se ha requerido del andlisis de més de un gen o de una sola region del ADN, ya que los procesos
evolutivos a nivel de genes son en muchos casos diferentes a los procesos que se presentan a
nivel de especies por lo que los andlisis filogenéticos estan siendo reevaluados, separando los
conceptos tedricos y metodoldgicos para el analisis filogenético de arboles de especies y de
genes (Hudson, 1990; Templeton, 1992; Templeton y Sing, 1993).

Ademas, la comprobacién experimental de los procesos de hibridacion e introgresion han
sido de gran impacto sobre las teorias evolutivas, dando pauta al planteamiento de una nueva
teoria acerca de] origen y evolucion de las especies, Hlamada evolucion reticulada (Avise, 1994;
Rieseberg, 1995). En este tipo de evolucion las especies se originan de diferentes ancestros
donde las topologias forman una red anastomosada de relaciones polifiléticas. Si esta teoria fuera
probada en muchos grupos o taxa que contienen especies de origen hibrido podrian comprometer
seriamente las reconstrucciones filogenéticas basadas en un nimero pequefio de caracteres o

aguellas generadas sobre las hipdtesis de cladogénesis en un sentido estricto (Reiseberg, 1995).

Marcadores moleculares SSRs (microsatélites)

Algunos de los marcadores genéticos que son recomendados ampliamente para hacer estudios
de hibridacion introgresiva son RFLP’s, AFLP’s, SRR’s (microsatélites) de cloroplasto y nuclear’
(Schaal er al, 1991, Rieseberg vy Soltis er al, 1991, Rieseberg, 1995). Sin embargo,

I3



recientemente los microsatélites han tomado ventaja sobre los ofros marcadores genéticos debido
a que: i) tienen el mas alto grado de polimorfismos, ii) estos loci segregan de manera Mendeliana
y son codominantes, iii) tienen un solo locus genético por microsatélite, iv) se considera que los
microsatélites mutan una base en cada cambio y siguen el modelo de mutacién de un paso
(SMM), v) son selectivamente neufros y por tanto, compatibles con los supuestos de la genética
de poblaciones (Gols_tein y Pollock, 1994, Vendramin ef g, 1996). Por ello tienen una base
tedrica solida que sustenta la posibilidad de realizar andlisis finos de la historia de los genes.
Para trabajar con SRR's se requiere de conocer la secuencia: que incluye una region repetitiva
bien definida (el microsatélite) responsable de la variacion observada y que ademas es homéloga
para diferentes especies o incluso géneros (Golstein ef al, 1995a). Esto es, los microsatélites son
especificos para ciertos grupos de especies y homologos entre si (Vendramin ef al., 1996). Esta
condicion es necesaria para hacer estudios comparativos entre especies o géneros de un mismo
grupo. _
Aunado a esto, al ser los microsatélites altamente polimorficos, pueden ser ventajosos con
relacion al uso de secuencias. Por un lado se debe de analizar con precaucion 1a variacion que se
ha encontrado en secuencias de regiones del ADN nuclear, ya que esta se puede haber generado
por duplicaciones, o por la presencia de familias multigénicas (Rieseberg, 1991). Esto tltimo
genera un alto grado de homogeneidad dentro y entre especies, proceso conocido como
“evolucién concertada”. Estos fenémenos pueden distorsionar la historia evolutiva de los
organismos bajo estudio y confundir sus relaciones filogenéticas (Rieseberg et al, 1991b). Es
decir, se pueden presentar aparentes reticulacicnes, o escenarios de hibridacién introgresiva en
donde no la hay. Por otro lado, estudios que analizan secuencias para estudios intraespecificos en
el ADN citoplasmatico (ADN de cloroplasto o mitocondrial) tienen niveles bajos de variabilidad
v la informacion que se obtiene a nivel intraespecifica es muy limitada (Schaal ef a/l., 1991).

Por todo lo anterior, el presente estudio fue realizado con los marcadores moleculares
microsatélites tanto de cloroplasto (N), como nucleares (2ZN). Estos marcadores fueron
considerados como los Optimos para obtener informacion comparativa para ambas regiones del
ADN, detectar la introgresion entre especies, conocer los mecanismos ¢ dinamica del
movimiento de genes entre las poblaciones de las especies y lograr reconstruir su historia

evolutiva

Meétodos de analisis
Dentro de los métodos de analisis también se han desarrollado programas especificos que

permiten hacer inferencias probabilisticas del flujo genético interespecifico, reconstruir la
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historia de la introgresion en el pasado y hacer predicciones del proceso.

Uno de estos métodos es el desarrollado por Barton y Baird (1996), en el cual se analizan
datos de alelos o de las frecuencias alélicas. Barton y Baird juntan los conceptos de modelo
estadistico e hipotesis estadistica para obtener una descripcién en términos probabilisticos de los
procesos por los cuales se suponen las observaciones generadas. Algunas de las estimaciones que
genera son la estructura genética dentro y entre poblaciones, desequilibrio de Iigamiento,
diferentes modelos de clinas de hibridacion con base en diferentes hipdtesis (hipotesis de una
dimension, monotdnica, barreras fisicas, entie otras).

Otro programa que también se ha desarrollado es el RETICLAD de Morenfield (1996). A
diferencia del método anterior este programa se basa en métodos cladisticos o de parsimonia.
Este método ha sido mas utilizado para hacer inferencias filogenéticas de taxa supraespecificos,
pero podria funcionar bien para hacer inferencias de reticulaciones de poblaciones hibridas de
diferentes especies.

Finalmente, se han utilizado secuencias de regiones especificas del genoma, como
microsatélites y RFLPs para detectar la dindmica historica de la hibridacion introgresiva sobre
una genealogia de genes. El andlisis de dichas genealogias estd basado en una teoria de la
genética de poblaciones que se ha desarrollado recientemente, llamada teoria de la coalescencia
(Tavaré, 1984; Watterson, 1984; Hudson, 1990). Esta teoria se basa en el anlisis filogenético de
eventos evolutivos que sucedieron en el pasado é_. nivel de poblaciones (Crandall y Templeton,
1993). Un arbol de genes muestra cuales genes-son mas relacionados con otros y el tiempo en el
cual ocurrieron los ancesiros mas comunes de los genes actuales (Hudson, 1990). Cuando los
linajes de una poblacidn se juntan o “coalescen” dentro en un ancestro comun, se conoce como la
coalescencia (Kingman, 1982 a; Hudson, 1990), vy la edad de este ancestro comim se conoce
como el tiempo de coalescencia, Para un gen, todos los diferentes alelos de una poblacion
tienden a coalescer, ordenando o reconstruyendo asi la historia de las poblaciones. Actualmente,
existen varios programas que pueden ayudar a realizar estas reconstrucciones como el “TCS *
de Clement ef al., (2001), que proporciona informacién de las topologias generadas con base en
parsimonia con confiabilidad igual o superior al 95% . Adems4s, la genealogia generada puede
ser correlacionada con la distribucion geografica de los diferentes genes o haplotipos, realizando
un andlisis de anidamiento sumamente fino de la relacion genealégica y geografica, asi como de
fas inferencias de los posibles procesos evolutivos que dieron origen a esa dindmica, como, el
flujo genético, barreras geograficas, aislamiento por distancia entre otras (Templeton y Sing,
1993; Templeton ef al, 1995; Posada e al, 2000). A esto se le conoce como andlisis

filogeografico.
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Los procesos genealdgicos dependen de factores demogréficos que son los que nos van ha
hablar de lo las mutaciones que son fijadas o perdidas por seleccion a través de la historia de una
poblacidn, y que por tanto, nos permiten proyectar un escenario historico de las poblaciones. Sin
embargo, para realizar una reconstruccion de la historia ancestral de haplotipos dentro dé linajes
particulares se requiere del uso de genes que tengan fasas de mutacion constantes sobre modelos
de mutacién neutrales. Es decir, que para reconstruir la historia de las relaciones ancestrales el
marcador genético no debe de estar influenciado por recombinacion, seleccion o migracién, de tal
manera que nos hablen vnicamente de la historia de los linajes, y que sin embargo nos permita
hacer inferencias de la historia de los procesos genealégicos, que dependen fuertemente de
factores como el tamaifio de las poblaciones, de la estructura geografica y de la seleccion.

Actualmente se han realizado varios estudios con base a los analisis de coalescencia
utilizando secuencias y sitios de restricciéon (Templeton y  Sing, 1995; Matos, 1992; Matos y
Schaal, 2000), asi como de datos de microsatélites (Cooper et al, 1996; Malaspina et al., 1998;
Wilson y Balding, 1998). Uno de estos trabajos es el realizado por Matos y Schaal (2000), el
cual trata de documentar eventos de hibridacion introgresiva entre Pinus montezurnae y P.
hartwegii. Para ello hacen un andlisis de coalescencia con base a sitios de restriccién del ADN de
cloroplasto, y demuestra que la hibridacion entre estas especies resulia por la captura de
cloroplasto entre ambas especies. Este evento es proyectado en una reconstruccion genealdgica
de familias de haplotipos agrupados no deniro de las especies, si no entre regiones donde las
poblaciones de las dos especies crecen asociadas. Sin embargo, la infrogresién no fue reportado
significativamente. No encontré muchos polimorfismos y las frecuencias de los polimorfismos
mds ancestrales fueron bajas. La reconstruccion de la genealogia no proporcioné resultados que

‘nos hablen a cerca del proceso historico de la introgresion, por lo que el aspecto central del
trabajo fue la aplicacion de los andlisis de coalescencia v de métodos robustos para corregir
arboles de genes sobre aspectos de hibridacién.

Como sabemos, los microsatélites nucleares (nSSR), son regiones recombinantes para las
que la teoria de coalescencia requiere de métodos indirectos y ser aplicada y los microsatélites de
cloroplasto (cpSSR) no son recombinantes y cumplen con todos los supuestos de dicha teoria. Por
tanto, el presente trabajo se realizo con dos aproximaciones generales, 1) se uso la teoria clasica de
la genética de poblaciones para el estudio de la hibridacién introgresiva con ambos marcadores
genéticos, y 2) las bases tedricas y metodologicas de la coalescencia fueron aplicadas en el estudio

de la dinamica histérica de la hibridacion introgresiva con base a cpSSR.
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Las especies de estudio

Little y Crichfield (1969) clasifican a P pseudostrobus y P. montezumae dentro de la
denominada Subseccién Ponderosae, incluyendo en este grupo taxondmico a tres reconocidos
“complejos de especies”, Ponderosa (complejo que incluye a P. arizownica, P. engelmannii, P.
jeffreyi P. durangensis y P. ponderosae), Pseudostrobus (incluye a P. pseudostrobus la variedad
apulsensis, las formas protuberans y megacarpa), y Montezumae (incluye a P. douglasiana, la
variedad lindleyi, la forma megacarpa, P. cooperi y P. martinezii). Especies para las que Van der
Burgh (1973), y posteriormente Farjon y Styles (1997) forman dos grupos dentro de la subseccion
Pseudostrobi, excluyendo al complejo Ponderosa. La delimitacion de las especies en estos gfupos
sigue siendo compleja aun con los estudios cladisticos de caracteres morfolégicos que realizaron,
Algunas de las observaciones que se obtuvieron fueron que ambas especies forman un grupo
monofilético, cominmente relacionado con P. devoniana, P. douglasiana , P. lumholizii y P.
maximinoi.

P. pseudostrobus fue descrita por Martinez en 1948 como una arbol de 15 a 25 m de altura,
con ramas extendidas y verticiladas. Aciculas agrupadas en fasciculos de 5, triangulares y
flexibles. Los canales resiniferos son de 2 a 3. Las vainas persistentes, anilladas de 12 a 15 mm de
longitud, las yemas son oblongas coOnicas de color anaranjado. Los conos son ovoides o
largamente ovoides, de 8 a 10 cm, a veces mds, de color café claro, amarillentos o morenos,
extendidos muy levemente encorvados, no pronto caedizos (fig. 1a). Las semillas son de forma
vagamente triangular, oscuras de unos 6 mm y ala de 23 mm de largo por 6 a 9 mm de ancho.

Esta especie se encuentra distribuida a lo largo de la Sierra Madre Oriental, del Sur de
Chiapas y parte de la Sierra Madre Occidental, introduciéndose a la mesa central de Guatemala
(Perry 1991) (Fig. 2). No obstante, Eguiluz (1978), menciona que puede llegar su distribucion
hasta Nicaragua, En México su distribucién queda ubicada entre los paralesos 17° 157 2 29° 25” de
latitud Norte y meridianos de 92° 05’ a 108° 35’ de longitud Oeste. Se le ha encontrado en
diferentes localidades de los estados de Chiapas, Guerrero, Jalisco, México, Michoacan, Morelos;
QOaxaca, Puebla, Querétaro, Veracruz y el D.F. (Eguiluz 1978). La especie tiende a formar masas
puras y asociadas a otras especiés de pinos y latifoleadas como P. chiapensis, P. ayacahuite, P.
oocarpa, P. patula, P. montezumae, P, cebibroia’es, P. rudis, P. douglasiana,, P. mc;ximinoi,
ademas de Abies religiosa, Quercus sp, Arbutus sp, Buddleia sp, Alnus sp, v Dasylirion sp, entre
otras (Eguiluz, 1978). Prospera en un rango altitudinal muy amplio, desde los 1600 msnm en
Nuevo Leon hasta los 3350 msnm, pero sus mejores calidades de estaci6n se observan. alrededor
de los 2500 msnm, como son el Estado de México, Puebla, Morelos, e Hidalgo. Los suelos son

profundos, de color café obscuro y generalmente con buenas condiciones de humedad.



a) P. pseudostrobus b) hibrido putativo c) P. montezumae

Figura 1. Morfologia de conos de a) P. pseudostrobus de la poblacion P51 en Oaxaca, b) individuo de
una poblacién de hibridos putativos en Michoacan, v ¢} P. monfezumae en Tlaxcala,

P. montezumae es un arbol de 20 a 35 m de altura, con diametros de 30 a 70 cm. La corteza es
morena rojiza con ramas gruesas y extendidas. Hojas en grupos de 5 rara vez 4, anchamente
triangulares. Los canales resiniferos varfan de 3 a 6, a veces 8 o mas. Los conos son largamente
ovoides, ovoides conicos u oblongos conicos, de 8.5 cm a 15 cm de largo, caedizos (Fig. 1¢).

L.a especie se distribuye en el Eje Neovolcanico, Sierra Madre Oriental, al Norte y en el Sur-
y Sureste de pais; adentrandose a las montafias de Guatemala. Queda ubicada entre los paralelos
16° 50 a 25° 20 de latitud Norte y meridianos 92° 15° a 105° 10” de longitud Oeste (Fig. 2). Habita
en varios sitios de los estados de Coahuila, Colima, Chiapas, Distrito Federal, Guerrero, Jalisco,
Michoacan, Morelos, Nuevo Leon, Puebla, Querétaro, Tamaulipas, Tlaxcala (Eguiluz, 1978).
Frecuenta un range latitudinal muy variable de 1150 a 3500 msnm, y al igual que P.
pseudostrobus, sus mejores calidades de estacion se ubican alrededor de los 2500 msnm. La

especie forma masas puras extensas, pero comunmente se asocia con P. ayacahuife con su
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variedad veichii , P. douglasiana, P. leiphylla, P. lawsoni, P. mochoacana, P. rudis, P. hartwegii,
y P. teocote, con Abies religiosa, Cupressus lindleyi, Alnus y Quercus sp.

Esta especie presenta gran variabilidad, principalmente de los caracteres morfologicos de
conos v aciculas (Perry, 1991) este hecho, aunado a la presencia de formas intermedias entre esta
especie y P. pseudostrobus hacen dificil su identificacion. Los dos taxa crecen juntos en diferentes
zonas y las poblaciones conformadas con individuos hibridos fértiles es coman (Perry, 1991) (Fig.
1b). En Mexico, estos sitios son generalmente localizados en el Eje Neovolcanico, en el estado de
Meéxico, (INIFAP., com pers.,, Nepamuseno), Chiapas, Guerrero Colima y Michoacan (hacia
Zitacuaro, Anganguéo, Patzcuaro y Uruapan) (Perry, 1991) (ver Fig. 2). Aparentemente, P.
montezumae puede hibridizar con otras especies como P. rudis y P. hartwegii (Perry, 1991: Matos
y Schaal, 2000),‘ en el estado de Nuevo Ledn, v en Hidalgo, con P. michoacana (Perry, 1991), El
diagnéstico de las formas hibridas entre las dos éspecig:s en estudio, no es intermedio, ya que se
presentan individuos con conos de P. montezumae y aciculas de P. pseudostrobus o viceversa,
conos de P. montezumae pero pequefios y aciculas de P. pseudosirobus, es decir se presenta un
gradiente ¢ mosaico de variacion morfologica entre estas dos especies. En este sentido, estos
sitios de hibridacion natural son una oportunidad para desarrollar estudios basicos y aplicados
para la implementacién de estrategias de conservacion de probables sitios de diversificacion
genética, esta informacion puede ser aplicada para el mejoramiento genético de las especies, el
hecho de que las cruzas artificiales que se han realizado entre estas dos especies por el Instituto de
Genética Forestal en California, hayan sido exitosas, indica que la hibridacion de las mismas en

condiciones naturales es posible.
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Fig. 2. Distribucion geografica de las poblaciones naturales de P. montezumae y P. pseudostrobus
en México y Guatemala de acuerdo a Perry (1991). Las lineas en azul representan las areas de
distribucion de P. pseudostrobus, las lineas en rojo representan las areas de distribucion de P.

montezumae, y 1as lineas en gris y verde, representan las areas de translape de ambas especies




Justificacion: ‘ _

Como se mencion6 anteriormente, una de las hipotesis del origen de varias especies del
género Pinus esta relacionada con la hibridacion introgresiva, para la cual existen varios estudios
tanto artificiales como de poblaciones naturales que han demostrado su importancia dentro de la
evolucion del género. Sorprendentemente, y a pesar de que para México se han propuesto a
varias especies originadas por introgresion por ejemplo, P. ayacahuite y sus variedades
(Critchfield, 1986; Perry, 1991), P. guadrifolia (Lanner, 1974), P. pseudostrobus, P.
montezumae, P. hartwegii, P. douglasiona, P. michoacana (Critchfield, 1986, Perry, 1991;
Matos y Schaal, 2000), P. maximartinezii (Ledig, 1998), no existen estudios ha nivel molecular
que lo demuestren, a excepcion del trabajo de Matos y Schaal (2000), en el cual se detectd la
introgresion entre P. montezumae y P. hartweegii, especies morfologicamente diferentes. Por
tanto el presente estudio tiene gran relevancia, ya que por un lado, puede funcionar como un
sistema base para el estudio de la hibridacién inirogresiva en especies de pinos mexicanos que
estan conformadas por varios lingjes evolutivos, como podrian ser formas o variedades, asi como
de especies originadas por dicho proceso (como podria ser P. quadrifolia). Por otra parte, el
sistema de estudio que se selecciond puede permitir la reconstruccién fina de la dinamica de la
introgresién ya que las especies estin representadas tanto por poblaciones simpatricas como
alopatricas, factor que es primordial para la implémentacién de métodos de analisis que permitan

hacer una reconstruccion clara de Ia historia del proceso.

Hipotesis

- Existen diferenfes grados de introgresion natural entre las poblaciones alopatricas y simpéiricas
de las especies de P. monfezumae y P. pseudostrobus. Se esperaria que las poblaciones
simpatricas presentaran los valores mds altos de variacién genética (mayor polimorfismo y

heterocigosis), lo cual es evidencia de hibridacion introgresiva.

- Existe una importante estructura genética entre las poblaciones de posibles hibridos y las
parentales. Como la mayoria de las poblaciones posibles hibridas se encuentran distribuidas a
través del eje Neovolcanico, se esperaria obtener valores importantes de estructura genética (>

0.15) entre estas poblaciones y las parentales que se encuentran distribuidas en otras zonas de

alopatria.

- Si la mayoria de las poblaciones que representan a estas dos especies se distribuyen en

simpatria se esperaria que la dinamica de la introgresién fuera bidireccional. En este caso se
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obtendrian patrones de relaciones filogenéticas que no agrupen a las poblaciones puras de cada

especie,

- Las poblaciones clasificadas morfolégicamente como posibles hibridas tienen un origen
filogenético de una u otra especie en estudio. Se esperaria obtener informacion que permita

catalogar filogenéticamente a estas poblaciones como originales de alguna de las especies.

- Existe una relacién significativa entre los datos morfoldgicos y moleculares los cuales reflgjan
patrones de introgresién. Se esperaria que los datos morfologicos representen las mismas
agrupaciones de las diferentes poblaciones con respecto a las agrupaciones que se obfengan tanto

con datos moleculares de cloroplasto como de ADN nuclear.

Objetivo general;

En este trabajo se pretendié estudiar los posibles mecanismos y dinamicas de evolucién por
hibridacién introgresiva entre dos especies del género Pirus de amplia distribucion geografica en
México v Guatemala (P. montezumae y P. pseudostrobus), con base en datos morfolégicos y

moleculares (microsatélites de cloroplasto y nucleares).

Objetivos especificos:
- Determinar la existencia de eventos de hibridacion infrogresiva entre las especies en
estudio y estimar la contribucion genética de las poblaciones parentales y posibles hibridas

" ala variacion y estructura genética de las poblaciones.

- Obtener una genealogia de haplotipos de cloroplasto (cpSSR) para estimar las posibles
rutas de divergencia y flujo gendtico de haplotipos de las poblaciones en estudio, y con

ello inferir patrones filogeograficos.

- Conocer la dinémica de la hibridacién introgresiva y con ello evaluar la importancia del

proceso en la evolucion del género Pinus.

- Disefiar estrategias de conservacion que incorporen la informacién genealdgica y biogeografica

de las poblaciones de mayor introgresion para establecer nicleos prioritarios de conservacion.
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ABSTRACT

Pines have been the focus of several studies that estimate population genetic parameters using both allozymes and
chioroplast single sequence repeats (SSRs). Also, the genus has aiso been recently studied using molecular systematics
so that we now have a more clear understanding of their evolutionary history. With this background we studied
comparatively the genetic siructure in pines. Expected heterozygosity is particularly constant with a 99 % confidence
interval between 0.19 and 0.23 in species that have been studied until now using allozymes. There is a significant
proportion of species (9/41) that show high population differentiation estimates (F. = or larger than 0.15) and five of
these have large and wzngless seeds probably associated with low densities, bird d:spersal mechanisms and resistance
to water stress. These species include the North American pinyon pines, Qutcrossing rates are also constant among
species from both subgenus Pinus and subgenus Strobus, which probably reflects a selective limit to the amount of
deleterious alleles that can be maintained in pine species and this also affects inbreeding levels. We also explored the
data published using microsateflites in pines and conclude that these markers uncover a higher proportion of variation
.and genetic differentiation as expected and that the evolutionary models that are used to derive the population genetic
structure estimators should take into account other sources of mutation (point mutations, larger insertions and or
deletions and duplications) to better understand the comparative applications of these molecular markers.

Key words: Pinus, genetic structure, oufcrossing rates, microsatellites, allozymes.

RESUMEN

Los piros han sido el objeto de varios estudios para estimar los pardmetros genéticos de la poblacién utilizando tanto
aloenzimas como fragmentos repetidos de secuencia sencilla (RSSs) de cloroplasto, Este género también ha sido
estudiado recientemente utilizando sistemaética molecular de tal manera que ahora tenemos un entendimiento mds claro
de su historia evolutiva. Con estos antecedentes estudiamos comparativamente la estructura genética de pinos. La
heterocigosis esperada es particularmente constante con limites de confianza al 99 % entre 0,19 v 0,23 en las especies
que se han estudiado hasta ahora utilizando aloenzimas. Hay una proporcidn significativa de especies (5/41) que
muestran estimados de diferenciacién altos (F_ = o mayor que 0,15). De ellos cinco especies tienen semillas grandes
y sin alas asociadas probablemente con bajas cfensmades dispersion de semillas por aves y resistencia a sequia. Estas
especies incluyen a los pinos pifioneros de Norteamérica. Las tasas de entrecruzamiento también son constantes entre
especies tanto del subgénero Pinus como del subgénero Strobus que refléja probablemente un limite selectivo a la
canfidad de alelos deletéreos que pueden ser mantenidos en las poblaciones y gue afecta también el nivel de
consanguinidad, También exploramos los datos publicados usando microsatélites en pinos, concluyendo gue estos
marcadores muestran una mayor cantidad de variacién y diferenciacidn genética como es esperado y que los modelos
de evolucién molecular utilizados para derivar los estimadores de la estructura genética de la poblacion deben de tormar
en consideracion otras fuentes de mutacidn {mutaciones puntuales, inserciones y deleciones de mayor tamafio y la
existencia de duplicaciones) para entender las aplicaciones que desde el punto de vista compdrado se pueden hacer con
este tipo de marcadores.

Palabras clave: Pinus, estructura genética, tasa de entrecruzamiento, microsatélites, aloenzimas.

INTRODUCTION molecular markers. Studies using allozymes as

markers started in the early 1970s and during the

The development of studies on the genetic struc~  next three decades a great amouant of data has
ture in plants has been associated with that of the  accumulated (Hamrick & Godt 1990) that have
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shown some generalizations. The first one refers
to the inverse relationship between outcrossing
rates and genetic differentiation (Govindaraju
1988), so that species of tropical trees or trees in
peneral show an outcrossing rate close to one and
genetic differentiation estimates (usually esti-
mated through allelic frequencies variance or Fg,)
very close to zero (e.g., Furnier & Adams 1986,
Eguiarte et al. 1993, Ledig 1998).

Hamrick and coworkers (e.g., Hamrick & Godt
1990) have made several generalizations between
genetic structure and life history characteristics.
An extraordinary homogeneity in expected het-
erozygosity has been observed. This pattern has
been explained in light of Ohta’s nearly neutral
theory of molecular evolution (Ohta 1995). Also,
variation in outcrossing rates has shown a bimo-
dal distribution. Schemske & Lande (1985) first
described this bimodality, Other generalizations
show that trees, perennial plants and widespread
species have larger genetic variation. In particu-
lar, most pine species have been studied in terms
of their genetic structure and the above results
have been confirmed in this genus (Ledig 1998).
Some exceptions to the above generalizations are
represented by species that are rare or that have
passed through a bottleneck like Pinus torreyana
or Pinus resinosa. Conlrary to expectations based
on theirrarity (but see Comps et al. 2001}, studies
on the genetic structure on Mexican and North
American pinyon pines have shown high genetic
variation (heterozygosities between 0.216 and
0.220) except for P. eduniis (0.03, Premoli et al.
1954} and a high population differentiation (F,,
between 0.18 and 0.25). This genetic structure
coincides with the one found in other rare conifer
species like Picea chihuahuana (Ledig et al. 1997}
and suggests that the outcrossing rate is less than
one as found for the few species where it has been
estimated (Ledig et al. 1999 for P.maximartinezii,
Ledig et al. 2001 for P, pinceana). These data can
now be studied under a phylogenetic approach. In
particular, recent phylogenstic studies of pines
using molecular markers (e.g., Liston et al. 1999)
can be used as a historical framework to ask
guestions about the origin and adaptive value of
the genetic structure.

Pines represent an interesting system to study
the effect of different ecological characieristics
on the genetic structure. This genus grows natu-
rally in the northern hemisphere and species can
be found as far north as in latitude 71° N (e.g.,
Pinus sylvestris), in ecosystems where annual
rainfall is only 300-400 mm {e.g., P. pinceana),
and longevities that reach 2,500 to 3,000 years
(e.g., P. aristata and P. longaeva). The great
diversity of environments colonized by this ge-
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nus and its local abundance make pines a key
ecological element in most temperate forests of
the northern hemisphere, Until now 110 species
have been described. Seventy one of those spe-
cies grow in America and about 30 in Mexico.

This paper presents a comparative analysis of
pine genetic structure vsing allozymes and chlo-
roplast microsatellites. In particular, the analysis
is presented using a phylogenetic approach incor-
porating recent molecular systemalic data. Fur-
thermore, we explore the relevance and evolu-
tionary implications of the use of microsatellite
as a comparative tool to further our understand-
ing of the causes and patterns of the penetic
structure of these trees.

MATERIAL AND METHODS
Molecular markers

Different markers have been used in plants and in
particular in trees to understand their genetic
structure. How well is the genome sampled and
how sensitive are they to estimate the genetic
variation are the main questions that are usually
asked 1o evaluate their ability to estimate genetic
variability. The first answer depends on the way

. the markers are distributed in the genome and the

number of loci that is being used. The second cne
depends directly on the rumber of base pairs that
are sampled. In pines allozymes have been usu-
ally the markers used in most studies. Approxi-
mately 50 species have been studied with these
markers. In some cases all three basic estimates
of peopulation penetic structure have heen ob-
tained {(expected heterozygosity, genetic differ-
entiation or F and outcrossing raies). In all
studied species at least an estimate of expected
heterozygosity was obtained. Recently, chioro-
plast microgsatellites have been used to study these
aspects of the genetic structure and data for at
least 10 species have been published. However,
no ouwicrossing rates estimates using nuclear
microsatellites have been published. Because of
the structure of the data, we restricted our analy-
sis to data on allozymes and chloroplast
microsatellites that now represent an important
source of information for a comparative analysis.

. Allozymes.

These markers have provided most of the data
that we have now on the genetic structure of
plants in general and particularly for trees. The
polymorphisms are based on the differeatial mo-
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bility on a particular electrophoretic support, usu-
ally starch. Allozymes sample more with respect
ta the number of loci used and their sensitivity is
about one fourth of the number of bases sampled.
That is, only a base change in four is detected in
a gel. For example, a study with 20 allozyme loci
samples about (1000 x 20} / 4, or 5,000 nucle-
otides, assuming that an average gene has 333
amino acids. These are codominant markers.

Microsatellites

The single stranded repeats (SSRs) are DNA se-
quences that are repeated in tandem a number of
times. The larger repeats (until 5 Mb) are called
satellites. Intermediate repeats (the repeated unit
is more than 10 bp and form blocks of 0.5 to 30
kb) are called minisatellites. Microsatelites have
repeated units of 1-8 bp and form structures that
have 20 to 100 bp. The number of bases sampled
with microsatellites depends on the number of
loci used but in general is very low because a
region of high variation is sampled and to esti-
mate the same amount of variation a much lower
number of base pairs are needed,

Evolutionary models and their assumptions

The genetic estimates of heterozygosity and ge-
netic differentiation depend on the genetic model
that is assumed to have occurred during the evo-
lution of the molecular markers. An infinite allele
model is nsually assumed if allozymes or RFLPs
(restriction fragment length polymorphisms) are
used but in the case of microsatellite there are
good reasons to use a stepwise mutation model
based on the way microsatellites are thought to
mutate. In particular the model that is thonght 1o
be important in these markers is a model based on
the slipped-strand misspairing mutation model
(L4 1997) that produces an increase or a decrease
of a repeat unit (usually a base). Recently many

groups have questioned the application of this.

model based on many factors (Hedrick 1999,
Balloux et al, 2000). The first is the possibility of
homoplasy or allele convergence. The second
refers to the possibility that the mutation mecha-
nism produces alleles that are more than one
repeat unit from the original allele. This could
happen through insertions or deletions of more
than one repeat unit. This process violates the
assumptions of the model and makes the esti-
mates biased in the same proportion. As a conse-
quence, both estimates are regularly used, those
based on a stepwise mutation model (Ohta &

Kimura 1973, Valdés et al. 1993, Slatkin 1995)
and on an infinite allele model (based on the
estimation mode!l originally developed by Wright
[1949] and Kimura & Crow [1964] and further
developed by Weir & Cockerham [1988]).

We used a comparative approach to analyze the
genetic data on pines. First we used standard
statistical tesis to compare the estimates (Sokal &
Rohlf 1994}, Second we grouped the data with
respect to their taxonomic status using the classi-
fication proposed by Price et al. (1998). Finally
we used a published phylogenetic framework for
pines (Liston et al. 1999) to further clarify his-
torical patterns in genetic estimates,

RESULTS

Expected heterozygosity and genetic differentia-
tion

Genetic variation estimated through the expected
heterozygosity has been obtained for approxi-
mately 50 pine species. Ledig (1998) has pub-
lished a recent review. For 38 species, both het-
erozygosity and genetic differentiation (using F,
or G.) have been published. In all cases allozymes
were used as genetic markers. To these data we
added some that were not included in Ledig's
review (Parker & Hamrick 1996, Delgado et al.
1999, Ledig 1999, Ledig et al. 1999, 2001, Molina-
Freaner et al. 2001). These data show a distribu-
tion close to a Gaussian curve, but statistically,
only the expected heterozygosity adjusis to a
normal distribution (Fig. 1), Genetic differentia-
tion does not adjust to such a distribution mainly
because there is an excess of observed values
close to zero. Averages for the genus are 0.198 for
the expected heterozygosity and 0.129 for the
genetic differentiation (Table 1). On the other
hand genetic differentiation estimates are not sig-
nificantly different (t,; = 0.21, P > 0.5) between
hard (0.127) and soft pines (0.136). It is notewor-
thy the high variation among species in both the
Pinus and the Ponderosae subsections for the
expected estimates of heterozygosity. No signifi-
cant correlation was detected (r = 0.03, d.f. = 72,
P > 0.05) between the expected heterozygosity
and genetic differentiation (Fig. 2). This correla-
tion remains low when data are partitioned among
soft (r = 0.04, d.f. = 16, P> 0.05) and hard pines(r
= 0,07, d.f. =72, P> 0.05).

When multiple estimates have been published
for a particular species, probably a species is
better characterized by the largest published esti-
mate due to subsampling of variation. That is, if
a study reports a larger F_ estimate, this estimate
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TABLE 1

Average heterozygosities ahd genetic differentiation estimates (F(,) in pines. Averages are
presented for different taxenomic subsections as defined by Price et al. (1998). Standard
deviations are shown in parentheses

Heterocigosidades y diferenciacidn genética {F_) en pinos. Los promedios se presentan para diferentes subsecciones
como fueron definidas por Price et al, (1998). Entre paréniesis se muestran las desviacionss esténdar

Taxanomic group Number of species

Heterozygaosity Genetic differentiation (Fgp)

Subgenus Pinus 29
Strobus 12
Subsection Arfenuata
Pinus

Oocarpae
Ponderosae
Australes

Contortae
Halepenses

Strobi

Cembroides
Cembrae
Balfourianae

o s B o) e ] WO

.
—

Total

0.186 (0.085)
0.227 (0.068)
0.150 (0.009)
0.207 (0.132)
0.213

0.172 (0.102)
0.217 (0.053)
0.157 (0.047)
0.181

0.197 (0.056)
0.219 (0.002)
0.234 (0.091)
0.340

0.198 (0.082)

0.127 {0.182)
0.136 {0.099)
0.167 (0.050)
0.100 (0.044)
0.100

0.116 (0.057)
0.076 (0.042)
0.058 (0.010)
0.610

0.150 {0.070)
0.153 (0.112)
0.110 (0.140)
0.150

0.129 (0.161)

is probably closer to the species mean as some
studies do not have a representative sample of
both individuals and populations. The correlation
between expected heterozygosity and Fg; slightly
improves when using these data (r = 0.24, d.f, =
39, P > 0.05) but it is statistically nonsignificant.

When we compared the means of the estimates
for the genetic structure for the subsections in
Table | some generalizations can be made. First,
the expecied heterozygosities in all subsections
of soft pines are larger than the ones obtained for
hard pines. Second, genetic differentiation in hard
pines is in all cases smaller than the ones esti-
mated for soft pines. In particular P. halepensis,
a hard pine, shows an extreme value of 1 %. This
species is in subsection Halepensés. The estimate
was obtained for populations in Greece (Loukas
et al. 1983) and either represents & biased sample
for the species or this species deserves future
attention being such an extreme example of low
population differentiation.

Estimates of genetic variation using
microsatellites in pines range between 0.411 for
P. heidrechiivar. leucodermis (Powell et al. 1995)
to 0.978 for P. sylvestris (Provan et al. 1998) with
an average of 0.582 (Table 2).

On the other hand, estimates of F_ (using the
infinite allele model) range between 0.023 for P.
pinaster (Ribeiro et al. 2001) and 0.783 for P.
pinceana (Bscalante 2001), with an average of

0.2453. If we do not consider the estimate for P.
pinceana since probably represents a case of ex-
treme differentiation through fragmentation, the
average drops to 0.166. Estimates of R based on
the stepwise mutation model published until now
are only 6. The comparison of these estimates (Fg,
and R_} show that in half of the species R,
estimates are smaller than F . (0.047 for P.
nelsonii, Cuenca 2001; 0.068 for P. resinosa,
Echt et al. 1998, and 0.212 for P. halepensis,
Bucci et al, 1998) while in the rest R, estimates
are lerger than F, (0.068 for P. brutia subsp.
eldarica, 0.289 for P. brutia, Bucci et al. 1998;
and 0.783 for P. pinceana, Escalante 2001). In
fact both estimates are statistically correlated (r =
0.985, d.f. = 4, P < 0.01) which suggests that the

differences in both models are notimportant when

comparisons are made in these pine species, Fur-
thermore, except for the estimate for P. pinceana,
a slightly negative correlation (statistically non-
significant, r = 0.688, d.f. = 4, P > 0.10) is
observed between genetic diversity and genetic
differentiation as F_.

Microsatellites can be used to amplify the same
Iocus in different species. Table 3 shows averages
for six species from theé subgenus Pinus and sub-
genus Strobus species (4) for 11 microsatellite
loci {(Cuenca 2001, Escalante 2001, Deigado,
Vendramin & Pinero unpublished results). The
average sizes of microsatellites are usually very
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Fig, I: Frequency distribution of expected
heterozygosity (top) and genetic differentiation
{bottom) in pine species from published data using
allozymes. Differentiation estimates are expressed
in percentage.

Distribucién de frecuencias de la heterocigosidad esperada
(arriba) y la diferenciacién genética (abajo) en especics de
pinos obtenida de datos publicados con marcadores
isoenzimdticos. Los datos de diferenciacitén estdn multipli-
cados por 100,

similar in the two subgenera except in one locus
(P126081). Also, the variances for the two sub-
genera are, in general, quite similar

Population inbreeding and mating system

Population inbreeding or in other words the de-
viation from Hardy-Weinberg equilibrinm could

have three causes. First, inbreeding could de-’

velop through seif-fertilization. Secondly, mat-
ing could occur among genetically related indi-
viduals and this would produce inbreeding.
Thirdly, genetic drift could also increase the level
of homozygosity. The published estimates of in-
breeding (Fo) in pines range from estimates close
to zero to 0,14 for P, pinceana (Ledig et al. 2001).
Cn the other hand, outcrossing rates estimates
range from 0.65 for P, maximinei {Matheson et al.
1989) to values statistically equal to 100 % out-

crossing. Average of direct estimations uvsing
allozymes for 17 species (six from the subgenus
Strobus and 11 from the subgenus Pinus) is 0.88
(SD=0.10) (Ledig 1998, Ledig et al. 1999, 2001).
This distribution is shown in Fig. 3 and fits a
normal distribution (Kolmogorov-Smirnov test,
d =0.16, P > 0.20). Confidence intervals (95 %)
are rather narrow (0.82 and 0.93). Average esti-
mates for hard and soft pines are not statistically
different {0.8%9 and 0.86 respectively). For spe-
cies in which a direct estimate of outcrossing rate
has been obtained, we can calculate the expected
inbreeding coefficient assuming that all inbreed-
ing is due to the mating system {f = [1-i] / [1+£])
and compare both values (Table 4). All inbreed-
ing estimates were obtained in seeds. In general,
direct inbreeding estimates coincide with the ex-
pected ones based only on the mating system. In
some cases like P. sylvestris {(Muona & Szmidt
1991) and P. pinceana (Ledig et al. 2001) both
estimates are clearly different. This is probably
produced by natural selection in favor of het-
erozygotes or overdominance (see Ledig 1998 for
a revision in pines). This effect probably has
different intensity in different species and ap-
pears to act in earlier stages of the life cycle in
S0me Cases.
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Fig. 2: Relation between expected heterozygosity
and genetic differentiation in 71 studies in which
both estimates were obtained for 38 pine species
using allozyme markers. Circles are data for
species in the subgenus Pinus (hard pines),
squares are data for species in the subgenus
Strobus (soft pines).

Relaci6n entre Ia heterocigosidad esperada y la diferencia-
¢i6n genética en 71 estudios en los gue ambos estimados se
han obtenido para 38 especies de pinos usando marcadores
isoenziméticos. Los cfreutos muestran los datos para
especies de pinos del subgénero Pinus (pinos duros), los

cuadros muestran los datos para las especies del subgénero -

Strobus {pinos blandos).
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TABLE 2

Average genetic diversity and genetic differentiation estimates for pine species using
chloroplast microsatellite loci (standard deviations are shown in parentheses)

Estimados de la diversidad y la diferenciacidn genstica usando loci de microsatélites de cloroplasio en especies de
pines (las desviaciones estdndar se muesiran enire paréntesis)

Taxon Subsection Diversity Fy R, Number Reference
of loci

P. sylvestris Pinus 0.978 Provan et al. {1998)
P. pinaster Pinus 0.885 0.023 6  Ribeiro et al. {2001)
P. resinosa Pinus 0.618 0.121 0.068 Echt et al. {1998}
P. heidrechii var, leucodermis  Pinus 0.411 0.22 Powell et al. (1993)
P. halepensis Halepenses  0.222 0.308 0.212 8 Bucei et al. (1998)
P. brutia Halepenses 0297 0.289 (1.323 8  DBucci et al. (1998)
P. brutia ssp. Eldarica Halepenses  0.271 0.068 0.074 8  Bucci et al. (1998)
P. nelsonii Cembroides  0.728 0.131 0.047 4 Coenca (2001)
P. pinceana Cembroides  0.824 0.783 0.930 4 Escalante {2001)
Total 0.582 0.245

(0.289) (0.241)

A historical framework can also be used to
compare the mean ountcrossing rates in different
subsections, In all lineages, rates are in general
high. Also, the lowest estimates correspond o P.
cembra apd P. maximinol, (0.69 and 0.65, respec-
tively), which belong to different subgenera
(Strobus and Pinus, respectively).

DISCUSSION

Constancy in heterozygosity among species

There are several sources of evidence that sug-
gest that effective population size determines
mosily the level of allozyme variation in a species
or in other words, that within a species there is a
correlation between expected heterozygosity and
population size (Avise 1994). In the case of Pinus
very few species show estimates of expected het-
erozygosity different from 0.20. These results are
predicted if mutation rates are assumed relatively
constant (Hedrick 1999). In particular for Pinus,
99 % confidence limits for expected heterozygos-
ity in 41 species are 0.189-0.227, which suggests
that historically effective population sizes have
been constant among species or that have been

TABLE 3

Mean size (in bp) for different chloroplast microsatellite loci in both subgenera of Pinus. The
loci identification corresponds to the notation of the chloroplast sequence of Pinus thunbergii
(Wakasugi et al. 1994). Standard deviations are shown in parentheses

Tamafio promedio para diferentes loci de microsatélite de cloroplaste en ambos subgéneros de Pinus. Los loci
corresponden a la notacidn de la secuencia del cloroplasto de Pinus thunberghii (Wakasugi et al. 1994). Las
desviaciones estdndar se muestran entre paréntesis

Subgenus Strobus

Locus Subgenus Pinus All species
Pr1254 66.5 (1.22) 67.5 (1.73) 66.9 (1.43)
Pt1520 122.8 (2.48) 122 (3.65) 122.5 (2.84)
Pt9383 88 (3.35) 88.3 (3.5%) 88.1(3.25)
Pi26081 142.3 (1.75) 156.3 (1.26) 147.9 (7.34)
Pt36480 144.7 (2.88) 142.8 (2.06) 143.9 (2.64)
Pi41093 77.3 (0.82) 76.8 (2.63) 77.1 (1.66}
Pt4821 88.5 (0.55) 87.5 (0.38) 88.1(0.74)
Pi5187 79.2 (5.42) B5.8 (2.06) 1.8 (5.41)
Pt63718 93.2 (0.41) 91 (0.82) 92.3 (1.25)
Pt71936 145.8 {1.60} + 142.8 (2.06) 144.6 (2.31)
PtR7268 163.7 (2.73) 167.5 (1.00) 165.2 (2.90}
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Fig. 3: Frequency distribution of outcrossing
rates in pine species from published data using
allozymes.

Distribucidn de {recuencias de las tasas de entrecruza-
miento en especies de pinos de datos publicados vsando
aloeazimas.

maintained above levels at which increases in
population sizes would marginally increase the
level of genetic variation,

Other aspect of the life history that could affect
the level of genetic variation is individual lon-
gevity., Although species have been described
{particularly in subsection Balfourianae) in which
individual longevity could reach thousands of
years, it is more common within the range from
tens of years to a few hundred years. Longevity
could be one of the causes of the data observed,
like the level of expected heterozygosity esti-
mated for P, longaeva (0.340, Hiebert & Hamrick
1983).

In this context of relative constancy of esti- -

mates for expected heterozygosity, it is relevant
to analyze in some detail those species that show
a significant deviation from the mean. In general
the distribution showed in Fig. 1 shows that those
species that have expected heterozygosities be-

low 0.1 are very few and all of them (for example,
P. torreyana, Ledig & Conkie 1983} are probably
the. consequence of a bottleneck. This phenom-
enon has also been described for coulter pine {7
coulteri, Ledig 2000) at the intraspecific level.

Heterogeneity in population differentiation
among species ’

Genetic differentiation shows a contrasting pat-
tern from that found for expected heterozygosity.
The distribution does not fit a normal distribution
and is probably due to different causes. Theoreti-
cally, both migration and genetic drift determine
population differentiation. In some cases, atten-
tion has been given to the fact that the estimation
of genetic differentiation could be biased if the
molecular markers show a high mutation rate
{Hedrick 1999), Qther aspects like the ecological
components of migration and genetic drift could
also affect the level of population differentiation.
These include, for example, population density
and migration agents of both gametes and em-
bryos (Alvarez-Buylla et al. 1996). These factors
are quite variable in pines and would explain
variation in estimates of genetic differentiation.
For example pinyon pines in North America share
a low population density, relatively isolated popu-
lations and seed dispersal by birds. Al these
factors canse a relatively high population differ-
entiation.

Microsatellites: comparative approgches

Several studies have explored the patterns of
microsatellite evolution. Although at the intraspe-
cific level the interpretation of genetic variation is
straightforward (slipped-strand misspairing pro-
ducing one step mutations at high rates), at the
interspecific level, particularly when more diver-

TABLE 4

Inbreeding coefficients (F ;) and outcrossing rate (t ) derived from inbreeding estimates (f) for

pine species

Coeficientes de consanguinidad (F ;) y estimados de consanguinidad {f) derivados de Ia tasa de entrecruzamiento (1)
para diferentes especies de pinos

Taxon Subsection i f Fig Reference

P. contorta Contortae 0.95 0.03 0 Wheeler & Guries (1982)
P. ponderosa Ponderosae (.96 0.02 0.02 Farris & Mitton {1984)

P. sibirica Cembrae 0.8% 0.06 -0.01 Goncharenko et al, (1992)
P. sylvestris Pinus 0.94 0.03 -0.14 Muona & Szmidt (1991)
P. maximartinezii Cembroides 0.82 0.10 0.08 Ledig et at. (1999)

P. pinceana Cembroides 0.86 0.07 0.14 Ledig et al. (2001)
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gent species are compared, other factors could be
involved, This is because different studies have
reported other mechanisms that should be taken
into account {(Kruglyak et al. 1998, Karhu et al.
2000). Although slipped-strand misspairing was
first described as the main mechanism for
microsatellite mutation, it-has been demonstrated
that base substitutions could account for a signifi-
cant portion of observed substitutions when differ-
ent species have been compared (Kruglyak et al.
1998). Mutation rates of these two kinds of events
differ for various orders of magnitude. While point
mutations occur at rates between [0-'% 1075, muta-
{ions in microsatellites that either increase or de-
crease the number of repeats have been estimated
between 10-%-10 In particular, S5Rs mutation
rates of 10" have been found in pines (Provanetal.
1699). These results show that there must be a
difference of about 4 orders of magnitude between
the average allelic substitulion times for mutations
based on the number of repeat copies in a
microsatellite and those based on point mutations.
This will produce that the transient polyrmorphisms
ol both mutation mechanisms will be present in
different popueiations but allele fixation originated
from point mutations will oceur with higher fre-
guency among divergent species. The comparison
of alicles among divergent species has shown this
fact (Kahru et al. 2000) but also the existence of a
third kind of substitutions (besides size mutations
and point mutations), duplications that in highly
divergent species will also be present. These multa-
tion mechanisms should be better studied in order
to interpret the observed polymorphisms.

The relative proportion of mutation rates with
respect to migration rates has been used to ex-
plainthe incongruence seen in F_ estimates using
uniparental and biparental markers, in particular
to explain lower F_’s for uniparental markers
(Balloux et al. 2000). In pines, differentiation
would be expected to be highest in maternally
inherited markers (mitochondria) than in pater-
nally inherited markers {chioroplast) (Furnier &
Stine 1995). The lowest differentiation would
ihen be expected in nuclear markers. There are in

the literature reports of genetic differentiation .

using nuclear allozymes and chloroplast
microsatellites. These data show that there is a
positive relation (but statistically non signifi-

cant, r= (.86, d.f. = 2, P > 0.10) between genetic-

differentiation using these markers when nuclear
data is used as the independent variable for P.
pinaster, P. pinceana, P halepensis and P.
heidrechiivar. lencodermis (Table 2, Ledig 1998,
Ledig et al. 2001). They also show that differen-
tiation estimates using allozymes are always lower
than those obtained from chloroplast

microsatellites as was also found for Picea glauca
by Furnier & Stine (1995},

Results shown in Table 3 support 2 more com-
plex microsatellite evolutionary model than ex-
pecled. From a model with genetic drift and mu-
tation, the expected size for microsatellites from
different species would diverge at a rate propor-
tional to both mutation rate and population size
and as a consequence variance among species
would be larger. Microsatellite average sizes for
different hard and soft pine species are equal in
six of the 11 loci. In the other 5 loci, there is a
significant difference but in two of those loci
{P12608 1 and PI87268) is larger in pines from the
subgenus Srrobus while in the other three the
average size is iarger in pines from the subgenus
Pinus (Ped82 1, Pt63718 and Pt71936). The other
prediction would be that the vartance for both
groups of pines taken logether would be larger
than the variances for each one of the subgenera,
Vartances are statistically larger at the 5 % limit
(Bartlett’s test) in these five loci when all species
are taken together. This probably shows thal size

amutation appears to be controiling the evolution-

ary dynamics of microsatellites at these five [oci
but it also suggests that other factor should ex-
plain both the variance homogeneity and also the
homogeneity of the sizes of microsatellites at the
other six loci. Selection would explain both ho-
mogeneities and further studies should explore
this possibility.

The most representative parameter of the ge-
netic structure in plants is the rate of outcrossing,
estimated as the proportion of seed produced
through self-fertilization with respect to those
produced through cross-fertilization {Govindaraju
1988). Mating system has conseguences on in-
breeding levels and through that on the different
factors that produce inbreeding depression. For
example, a species with a high outcrossing rate,
usually has a high frequency of recessive delete-
rious and lethal alleles and inbreeding depression
will be high if self-fertilization increases. These
species will normally have decreasing inbreeding
coefficients (an increase in heterozygote propor-
tions) through life stages until adulthood.

Plasticity within some pine species or their

.ability to modify outcrossing rates (Ledig 1998)

is probably due to adaptation to contrasting popu-
Iation densities that favour colonization to new
environments in which trees self-fertilize more
frequently, as has been described for P. radiata
{Bannister 1965 cited in Ledig 1998). This flex-
ibility, on the other hand, has not been strong
enottgh as to modify the mating system inr such a
way that a species would be predominantly self-
fertilized. In fact mating system in pines is so

N
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open that interspecific hybridization is quite com-
mon in sympatric species so that hybridization
kas frequently been proposed as a speciation
mechanism in this genus (e.g., Bucci et al, 1998).

Mating system plasticity and morphological ad-
aptation

One of the main conclusions of this work is that
pines show a striking homogeneity in their ge-
netic system that includes homogeneity of ex-
pected heterozygosity but most of all nearly con-
stant oufcrossing rates for species that diverged
£35 million years (see for example Hamrick &
Godt 1990). Apparently there has been a strong
limitation to the reduction of outcrossing rates in
pines and probably those populations or species
in which this has happened have probably gone
extinct,

These conclusions about the genetic structure

probably do not apply to morphological charac-
ters, For example, while there is low differentia-
tion in molecular markers (allozymes, RAPDs or
micrasatellites in P. sylvestris in Finland, Kahru
etal. 1996) there is a strong morphological differ-
entiation probably as a result of strong natural
selection on morphological characters.
. In view of the knowledge on the genus Pinus
with respect to their uses, ecological services,
morphological adaptations and its conservation
status, the group can be considered as model to
establish conservation strategies in tree species.
Until now, proposals to establish conservation
strategies in this genus could be summarized as
follows. First, species that show fragmented dis-
tributions have higher genetic differentiation and
outcrossing rates different from 100 %. North
American pinyon pines belong to this group of
species and require both in situ and ex situ con-
servation strategies with emphasis in reforesta-
tion with young tress. The second strategy could
be generated from a phylogenetic perspective,
conservation of abundant tree species is as impor-
tant as conservation of relictual lineages s0 that
speciation and adaptation processes continue.
These conclusions should be put in practice in
countries like Mexico with high deforestation
rates, Finally, it has become clear that knowledge
of comparative genetic structure in this group of
trees Is an excellent tool to develop strategies for
their conservation.
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RESUMEN

En este trébajo se analizaron posibles eventos de hibridizacion introgresiva entre dos
especies de pino (P. montezumae y P. pseudostrobus) distribuidas en México y Guatemala con
base a tres caracteres morfoldgicos (aciculas, conos y canales resiniferos) y tres microsatélites
nucleares (trinucledtidos). Las especies son muy cercanas filogeneticamente, pertenecen a la
subseccion, Ponderosae (subgénero Pinus), y presentan caracteres morfoldgicos y anatémicos
compartidos. Se realizé un anélisis de varianza para los tres caracteres morfologicos que indica
diferencias significativas entre grupos de poblaciones, siendo los caracteres tipo de acicula y
numerc de canales resiniferos los mas variables. Los andlisis de los datos moleculares fueron
realizados con base en el modelo de mutacion de un paso (SMM). Los valores mas altos de la
variacion genética se presentaron en las poblaciones hibridas putativas, probablemente por efecto
del fluyjo genético entre las poblaciones de ambas especies. El desequilibrio de ligamiento, el
flujo genético, los valores de diferenciacidn y las distancias genéticas, indican que Ias
poblaciones hibridas putativas estin més asociadas con las poblaciones de P. pseudostrobus, por
lo que podrian ser poblaciones originales de esta especie. El fenograma obtenido con los datos
morfolégicos indica eventos de hibridacion introgresiva asimétrica de P. montezumae al resto de
las poblaciones. En contraste, el fenograma realizado con datos moleculares demuestra que la
introgresion se presenta entre todas las poblaciones y ocwrre de manera bidireccional,
Probablemente la asociacion de las poblaciones de P. montezumae son mas fuertes
filogenéticamente que las de 2. pseudostobus y podrian sugerir adaptaciones morfologicas al
ambiente. En este estudio no se encontraron patrones de asoctacion geogréafica claros, por lo que
la introgresion se presentd en forma de parches heterogéneos. Los resultados sugieren probables
procesos historicos de hibridacién introgresiva, causados probablemente por la ruptura de
barreras reproductivas entre estas especies y por una mayor eficiencia y viabilidad del polen de

P. montezumae, y mayor dispersion de semillas de P. pseudostrobus.

Palabras clave: diversidad genética, flujo genético, hibridacion introgresiva, microsatélites

nucleares, morfologia, Pirus.



INTRODUCCION

En plantas, la hibridizacion introgresiva es un proceso evolutivo extensamente
documentado, definido como la incorporacion selectiva de material genético ajeno a la
especie por hibridacion y retrocruza repetida (Anderson, 1949). Los recientes avances de las
técnicas moleculares han permitido detectar diferentes mecanismos y dinamicas de la
hibridacion introgresiva en poblaciones naturales de plantas y animales (ver Rieseber y
Ellstrand, 1993; Arnold y Hodges, 1995; Rieseberg ef ai, 1995). Estos avances han abierto
un extenso campo de estudios acerca del origen y evolucién de especies por hibridacion
introgresiva, con base en el planteamiento de hipotesis relacionadas con diferentes modelos
de especiacion (parapétrica y simpétrica). Por ejemplo, estudios relacionados con la extincién
de poblaciones locales debido a la dinamica diferencial de la introgresion, con la dispersi()ﬁ
de polen y competencia reproductiva entre especies, con la distribucion historica de las
especies originadas por introgresion, y con la impbrtancia de la hibridacién como un
mecanismo de adaptacion y generador de nuevas especies, etc.

Un sistema interesante para este tipo de estudios lo proporciona el grupo de las
coniferas, para el cual existen varios precedentes del origen y evélucién de especies por
hibridacion introgresiva (Wagner ef af., 1987, Wheeler y Guries, 1987; Bucci ef al., 1998 ;
Wang v Szmidt, 1990; Matos y Schaal, 2000; Wang et al., 2001). Estos estudios se han
desarrollado con diferentes tipos de datos, tanto morfolégicos como moleculares.
Actualmente, los microsatélites (SSR's), son los marcadores preferidos para la realizacion de
- este tipo de estudios, ya que son altamente polimorficos, son codominantes, selectivamente
neutros y compatibles con los supuestos de la genética de poblaciones (Golstein y Pollock,
1994; Golstein 1995; Lu ef al, 2001; Roques et al., 2001). En particular para el género Pinus
se han desarrollado algunos microsatélites tanto de ADN nuclear (nSSR) (Smith y Devey,
1994; Fisher et al, 1998; Elsik et al, 2000, Lian ef al., 2001), como de organelos
citoplasmaticos, como los de cloroplasto (cpSSR) (Powell ef al., 1995a, b; Vendramin ef al.,
1996), o los de la mitocondria (mSSR) (Soranzo ei al., 1998). Los microsatélites de
cloroplasto y de la mitocondria son mononucledtidos, y han sido homélogos y conservados
para diferentes especies de pino, incluyendo otros géneros de coniferas como Ficea,
Cupressus y Abies (Vendramin ef al, 1996; Echt er al, 1998, Soranzo et al., 1998). En

coniraste, y a pesar de que se han desarrollado microsatélites nucleares en especies de



coniferas, hay muy poca informacién disponible (Karhu ef al, 1996; Morgante ef al., 1996;
Fisher ef al., 1998; Williams ef al, 2000; Lian ef al, 2001; Kutil y Williams, 2001). Esto se
debe probablemente a la dificultad para amplificarlos en distintas especies. Kutil y Williams
(2001), mencionan que los microsatélites nucleares amplificados en diferentes especies de
pinos son de tres nucledtidos. Estos tienden a ser mas conservados que los mono o
dinucledtidos por que no se distribuyen al azar en el genoma, sino que tienen efectos
funcionales en la replicacion, transcripcion, regulacion en la expresion de genes y regulacion
(Sinden, 1999; Young et al, 2000; Kutil y Williams, 2001). Es importante realizar méas
estudios de microsatélites en pinos, que por un lado permitan corroborar su homologia entre
especies de este género y i)or otro lado permitan examinar patrones de variacién y estructura
genética. Esta informacion es bésica para explorar diferentes procesos evolutivos y
adaptativos de las especies.

En el presente estudio analizamos caracteres morfoldgicos y variacion en
microsatélites nucleares (nSSR) para obtener evidencia de hibridacion introgresiva y de los
patrones de diversificacion y diferenciacién de 13 poblaciones de FP. monfezumae y P.
pseudostrobus. Para estas especies se han sugerido eventos de hibridacién introgresiva
(Martinez, 1948; Mirov, 1967, Perry, 1991). Ademas, comparten algunos caracteres
morfologicos, quimicos y anatémicos (Martinez, 1948; Mirov, 1967, Perry, 1991) y estan
muy relacionadas filogenéticamente, pertenecen a la subseccién Ponderosae (Little y
Critchfield, 1969). Las poblaciones puras habitan en la parte Norte de México y Sur de
Guatemala, y la mayoria de las poblaciones simpatricas se encuentran en el Eje
Neovolcanico, region que ha sido mencionada como focal para el origen de especies de
plantas por hibridacién (Rzedowski, 1978). Con base en esta informacion se realizd un
andlisis de la variacidn de tres caracteres morfologicos para probar la hipdtesis de la
existencia de tres grupos diferentes de poblaciones que representan a las dos especies
parentales v a las poblaciones hibridas putativas, y con ello sustentar la hipdtesis de
hibridaci6n introgresiva a nivel molecular. Los objetivos planteados en este trabajo fueron: (i)
obtener evidencias de la hibridacion introgresiva entre las poblaciones de P. monfezumae y
P. pseudostrobus, se esperarfa una mayor contribucion de la variacion genética de las
poblaciones hibridas putativas, (i) obtener informacion de la dinamica de la introgresidn, se

-esperaria que en las poblaciones hibridas putativas las frecuencia de alelos especificos de las



especies tipo fueran bajas, y (iii) realizar un anéalisis comparativo con los datos morfoldgicos
y los datos de microsatélites nucleares para proponer posibles patrones biogeograficos de
introgresion, se esperaria que ambos tipos de datos reflejen las mismas agrupaciones entre las

poblaciones hibridas putativas y puras.

MATERIALES Y METODOS

Material de campo

Se colecto tejido vegetativo de 312 individuos de 13 poblaciones de P. monfezumae
y P. pseudostrobus, para atestiguar polimorfismos intra e interespecificos con base en 3
nSSR. Se colectaron 5 poblaciones puras de P. montezumae, 3 de P. pseudostrobus y 5
hibridas putativas, con base en informacion preexistente de su ubicacion geografica (ver
Tabla 1, Fig. 1). Las poblaciones puras e hibridas se agruparon en cinco tipos: (i) poblaciones
puras de P. montezumae (ii) puras de P. pseudostrobus, (iii) con morfologia dominante de P.
montezumae, (iv) con morfologia dominante de P. pseudostrobus, y (v) con morfologia
intermedija de ambas especies. Para verificar la forma del cono de cada especie se colectaron
de 3 a 5 conos por arbol (312 arboles). Adicionalmente se colectaron tres ramillas por arbol
para verificar el tamafio color y grosor de las aciculas. Finalmente se colect¢ una ramilla que
fue almacenada a -72°C para la posterior cuantificacion de canales resiniferos y uso para la
extraccion de ADN.

La matriz de datos morfologicos se hizo con tres caracteres cualitativos de acuerdo
a los criterios de identificacion de Madrigal (1986): forma del cono {P. pseudostrobus, cono
ovoide o largamente ovoide de 8-10 cm de largo, P. montezumae, cono ovoide-conico de 8.5-
15.0 cm de largo), tipo de aciculas (P. pseudostrobus, flexibles, triangulares y colgantes de
17-24 cm de longitud; P. montezumae, hojas anchamente triangulares, flexibles, extendidas
de 14-21 cm de longitud), y nimero de canales resiniferos (P. pseudostrobus de 2 a4 y en P.
montezumae de 3 a 6 y 8). Los tres caracteres fueron clasificados como presencia / ausencia y

cuantificados en cuatro repeticiones independientes.



Tabla 1. Ubicacion geografica y altitud de los sitios de colecta de las poblaciones tipo; puras
¢ hibridas putativas de P. montezumae y P. pseudostrobus, en México y Guatemala.

Pobl.  Especie Tipo Localidad Ubicacion Altitud
Geografica (msnm)
P51 P pseudostrobus Pura Tuxtepec 96°26°31” 2144
Qaxaca 17°19°59”
P62 P pseudostrobus Pura Aguililla 102°55°36” 2370
Michoacan 18°49°17”
P123 P pseudostrobus Pura Caoqué, Jalpa 90°41'66” 2043
Guatemala 14° 38' 23”
H14 P pseudostrobus Hibrida putativa Malacatepec  100°09°43” 3100
P. montezumoe Edo. México  19°21°16”
H25 P montezumae/ Hibrida putativa " Angangueo 100°17°07” 2850
P. pseudostrobus Michoacan 19°37°01”
H36  P. montezumae/ Hibrida putativa Temascaltepec 100°02°28” 3100
P. pseudostrobus Edo de México 19° 02°35”
H47  P. pseudostrobus/ Hibrida putativa Zitédcuaro 100°21°31” 1700
P. montezumae Michoacan 19°26° 157
H98 P montezumae Hibrida putativa San Cristobal 92°25°60” 2440
P. pseudostrobus Chiapas 16°44°25”
M79 P montezumae Pura Puebla 98°02°30™ 2100
19°07°02”
MI10 P. montezumae Pura Tlaxcala 08°02°30” 3000
19°13° 307 ‘
M1l P. montezumae Pura Ixmiquilpan  99°30° 21" 2100
Hidalgo 20°30° 18™
MI12 P montezumae Pura Totonicapan  91°24' 08 2374
Guatemala 14° 55' 60~
M13  P. montezumae Pura Cuernavaca  19°03°15” 2010
Morelos 99° 14°30”

Extraccion de ADN y productos de PCR

Se extrajo ADN gendmico con el método de extraccion Miniprep CTAB (Vazquez-
Lobo, 1996). Se ensayaron 14 pares de ologonucledtidos, 7 publicados por Elsik ef al,
(2000), derivados del ADN secuenciado de P. #aeda y 8 publicados por Echt ef al, (1996)
aislados en P. strobus, tres microsatélites para pinos duros amplificaron de manera
- consistente en todas las poblaciones. Los 3 nSSR estan conformados por tres pares de bases

(trinucledtidos); PtTX3013 (GTT)n: 130 Pb, PtTX3025 (CAA)n: 250 Pb, y PtTX2123



{AGC)n: 200 Pb. Las reacciones de amplificacion y condiciones de PCR fueron realizadas
con el método de Elsik ef al. (2000). Los nameros de acceso a GenBank de los tres nSSR
secuenciaciadosl son del AY181422 al AY181425. Los prbductos de PCR fuerdn separados
con una cidmara de secuenciacion en geles de poliacrilamida al 6% (7M Urea) y visualizados
con nitrato de plata (Echt et al., 1996). Los geles fueron corridos a 60 V, 50° C por 1.5-3.5
horas, dependiendo del tamafio de los fragmentos. El tamafio de los fragmentos fue calculado
con el programa UVP (Ultra Violet Products), versiéon 3.0.2 (1999), y por comparacion con

marcadores control de 10 pb.

Andlisis de caracteres morfologicos | |

Los patrones de similaridad y diferencia entre las 13 poblaciones se estimaron con
base a un andlisis univariado (ANOVA), el cual nos habla de la cantidad de variacién
morfologica debida a los caracteres: tipo de acicula, forma del cono y nimero de canales
resiniferos. También se realiz0 un andlisis de correlacion multiple entre los tres tipos de
caracteres morfoldgicos para verificar si se relacionan significativamente o son
independientes entre si. La agrupacion de las diferentes poblaciones fue explorada por medio
de las distancias euclidianas, que son el promedio de distancias aritméticas no estandarizadas,
v que permiten formar grupos jerarquicos de poblaciones representados en un fenograma

(UPGMA; Sokal y Michener, 1958), Para los tres analisis morfologicos se utilizo el programa
Statistica (Statsoft, 1995).

Pardmetros de diversidad genética y estructura poblacional

Todas las estimaciones se obtuvieron con base en las frecuencias alélicas, y con el
modelo de mutacion de un paso (SMM). Se obtuvieron varios estimados de la diversidad
genética: Nuiimero de alelos (4), diversidad genética dentro de las poblaciones (&, Slatkin,
1995), heterocigosis observada (Hy) y esperada (Hg). Por otra parte, realizamos un analisis de
varianza molecular para los alelos con el parametro Ouo, que es un estimado de la
homocigosis esperada en una poblacién en equilibrio entre Ja deriva genética y la mutacién

(Zouros, 1997). Ademés, como 0 = 2Nu, se estim el tamafio efectivo de las poblaciones.
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Las desviaciones del equilibrio Hardy-Weinberg (H-W) fueron obtenidas por el
déficit de heterocigos esperados. Su significancia se estimé con 1000 permutaciones {Slatkin
y Excoffier, 1996). Para el desequilibrio de ligamiento las estimaciones fueron realizadas con
el método de Markov con 1000 permutaciones (Excoffier ef al, 1992). También analizamos
las posibilidades de determinar si la introgresion observada era ancestral o reciente,
comparando el déficit tanto de heterdcigos como de desequilibrio de ligamiento entre los
mismos pares de loci, La hipdtesis nula de no introgresion fue de asociacion de alelos al azar
entre los loci sin déficit de heterocigos y en equilibrio de ligamiento.

La estructura genética entre poblaciones se estimé con el modelo de mutacién de un
paso SMM (Rsy) para 5 poblaciones puras de P. montezumae, 3 de P. pseudostrobus y 5
hibridas putativas. Se aplicé un analisis jerarquico de varianza molecular (AMOVA) a una
estructura de tres grupos de poblaciones: entre grupos (Jcr) poblaciones puras de 2.
 montezumae, P. pseudostrobus e hibridas, entre poblaciones dentro de grupos (Jsc) y dentro
de poblaciones (Jsr), su significancia fue obtenida por 1000 permutaciones no paramétricas
(Excoffier er al, 1992). Para la estimacion de los parametros de la variacion genética y de
los estadisticos de la estructura genética se usé el programa Arlequin (Scheinder et al,
2000),

Para detectar poblaciones mezcladas de las dos especies en estudio se realizé una
aproximacién con la estimacién del flyjo genético empleando el estadistico M = 4Nm,
(Slatkin 1991), donde M es una estimacién del el nimero absoluto de migrantes que cambian
entre dos poblaciones, 4N es el tamafio de la poblacién y m es el estimado de la tasa de
migracion por generacion. Este modelo supone que dos poblaciones de tamafio N obtenidas
de un gran niimero de poblaciones intercambian una fraccién m (migrantes) cada generacion,

y que la tasa de mutacion # no es importante comparada con la tasa de migracion.

Aislamiento por distancia y asociacion filogenéfica

Para el andlisis de asilamiento por distancias se utilizd el estadistico M = (1/Fgr ~
1/4) que analiza la migracidn de pares de poblaciones con relacion a su distancia geografica
(Slatkin, 1993; Alvarez-Buylla y Garay, 1994). La significancia se obtuvo con el analisis de
Mantel con 2000 permutaciones (Raymond y Rousset, 1995). Para determinar las relaciones’

filogenéticas se construyé un filograma de neighbor-joining, con las distancias estandarizadas



de Nei (1983), distancias que para microsatélites han presentado valores mas altos de
confiabilidad estadistica que otras distancias (Takezakii y Nei, 1996). La significancia fue
estimada con 1000 permutaciones (Takezaki y Nei, 1996). Para la reconstruccién del
filograma y la obtencién de su significancia estadistica se utilizo el programa NIBAFG

(Takezaki, 2000).

RESULTADOS

Patrones de variacion morfologica

Para el anilisis de los tres caracteres morfolégicos en un total de 312 muestras se
obtuvieron coeficientes de variacion (D. E/M x 100) que fueron de 82.82 a 100.09 %. Los

caracteres més variables fueron tipo de acicula y forma del cono (Tabla 2).

Tabla 2. Estadisticos descriptivos de tres caracteres morfologicos en 13 poblaciones de
P. montezumae, P. pseudostrobus ¢ hibridas putativas.

Variable N Media Desv. Est. Coef. Var.
Conos (ovoide/conico) 312 0.553 0.498 90.05
Aciculas (colganies/extendidas) |[312 0.509 0.500 100.09
C. resiniferos {2-4/3-8) 312 0.581 0.482 82.82

Con el anélisis univariado (ANOVA) los ires caracteres presentaron diferencias
altamente significativas en los valores medios entre los diferentes grupos de poblaciones (Fig.
2). Los valores del analisis de correlacién entre las tres variables fueron altos con valores que
van de 0,469 entre las variables forma del cono v tipo de aciculas, de 0.400 entre las variables
forma del cono y numero de canales resiniferos, y de 0.407 entre tipo de aciculas y canales
resiniferos, todas las correlaciones fueron significativas (P = < 0.0009, significancia obtenida
con una prueba de T de Student’s). |

Para ver si se presentaba algun efecto de seleccion de los caracteres morfolégicos a
nivel de las especies, se realizo un fenograma (UPGMA), el cual agrupa a las poblaciones en
términos de similitud de sus conos, aciculas y canales resiniferos (Fig. 3). Se detectaron dos
grupos, el primero formado por las poblaciones de P. montezumae y una poblacion hibrida
(H98), v el segundo formado por poblaciones hibridas y las tres de P. pseudosirobus. Este
analisis indica que las poblaciones de P. montezumae son mas fuertemente asociadas con

relacion al resto de las poblaciones de P. pseudostrobus e hibridas putativas, lo que sugiere la
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Figura 3. Fenograma (UPGMA) de 13 poblaciones de P. montezumae, P. psendostrobus e hibridas
putativas en México y Guatemala, basado en las distancias euclidianas de tres caracteres morfologicos
(tipo de aciculas, forma del cono y niimero de canales resiniferos).

existencia de eventos de hibridacion introgresiva de P. monfezumae al resto de las
poblaciones. Estos resultados son importantes porque reflejan la asociacion de los individuos

por su morfologia entre especies y la adquisicion de adaptaciones morfoldgicas al ambiente.

Variacion genética

Se ensayaron doce microsatélites, de los cuales 5 fiueron monombdrficos y 4 no
amplificaron en todos los individuos. Solo tres microsatélites polimérficos amplificaron para
todas Tas poblaciones. El tamafic de los fragmentos varié de 2 a 10 pb. Se obtuvieron 25
alelos en total, de 4 a 8 por poblacién. Las poblaciones hibridas putativas presentaron el
mayor ntimero de alelos (20), seguido de P, pseudostrobus (18), y P. montezumae (19). Se
presentaron tres alelos privados en la poblacion P51 de P. pseudostrobus para €l locus

PtTX3013 (125, 139, 140 pb) y uno para el locus PtTX3025 (274pb).
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Tabla 3. Frecuencias alélicas de 3 microsatélites obtenidas para 13 poblaciones de P. monfezumae,
P. pseudostrobus e hibridas putativas en México y Guatemala.

P. pseudostrobus | Hibridas putativas P. montezumae

(No. Pob. =3) (No. Pob. = 5) (No. Pob. = 5)

N=72 N=120 N=120
Loci (No) P51 (P62 | P123| H14 | H25 | H36 H47 | H98 ; M79| M0 | M1l | M12 | MI3
PITX3025 (1)
264 000 1604 000 004 [0.00 0.02 |0.00 | 0.00] 0.00( 0.00 | 0.00 {0.00 | 0.00
268 012 1002 |0.04 {000 (008 (002 |0.00 ;0.00]|0.06j006 |0.00 1000 ;0.00
269 000 | 002 |000 | 000 (002 (000 |0.06 |000]000j006 |[000 000 |000
270 084 (092 {094 |09 |08 (096 (094 |088{0.86/078 |08 |0.75 | 0.80
272 0.00 | 0.00 1000 | 000 {002 {000 |0.00 |0.06]0600 004 010 |0.14 | 020
274 004 {0.00 {0.00 {000 |0.00 [0.00 {000 |0.00;0.00 004 {000 |000 | 0.00
276 0.00° | 0.00 | 0.00 | 0.00 ) 000 ]0.00 000 )0.00]002} 002 |0.00 | 0.00 |0.00
278 .00 | 0.00 002 |0.00 {000 |]000 |0.00 | 0.06]0.006;004 {000 |0062 |0.00
PITX3013 (2) -
125 0.04 {0.00 | 0.00 |0.00 {000 j0.00 ;000 |0.00f0.00/ 000 {000 ;000 |000
127 0.00 | 0.00 | 0.00 § 0.00 [000 [ 000 |0.00 {0.080.00 000 000 }0.00 |0.00
130 0.13 | 0.02 10.00 {000 |0.04 | 002 10.00 004000000 |0.25 005|000
135 054 {094 [1.00 | 100 094 098 [0.83 |0.83|0.94] 100 | 0.65 | 0.88 | 0.98
137 0,00 [ 000 (000 j0.00 [002 [0.00 |QI5]000]0.06f0600 {006 005 |0.02
139 010 | 002 (000 | 000 (000 (000 |000 |000]0.00 000 {000 (000 (000
141 004 | 000 | 0,00 | 000 | 000 | 000 |0,00 |000]000 000 ]000 |000 |000
PITR2123 (3) .
120 0.02 [0.07 {000 [0.00 {002 {000 |0.00[0,00]0.00f0021]000|000 0.10
192 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0,00 |0,13 0.00 | 0.00} 0.00{ 0.00 | 0.00 | 0.00 10.00
194 0.00 0.00 1004 10062 ]0,00 J000 }0.11 )0.00)0.02} 0,60  0.00 | 0.00 }0.08
196 0,06 000|002 1000 §0.02 jO.04 |000 |0.02]000]002 002 000 |000
198 000 1002 (000 1002 000 j0O00 |0O,11 |0.19]0.10;{021 {000 |0.00 |0.19
200 092 {083 109 |09 (077 060 |044 |0.71]0.65/067 1098 | 1.OD | 0,63
204 004 | 0.06 1000|000 |0.00 [0.06 §0.04 |0.00!0100000 {000 |0.00 |000
206 002 {002 1000 {000 |017 [0.13 {0.04 |0.02]0.13] 004 ]0.00 |0.00 | 000
208 0.00 | 0.00 | 0.00 | 0.00 {002 | 004 |0.00 {0.08}0.00/ 000 {0.00 {600 | 0.00

Asimismo, ée presentd un alelo privado en las poblaciones hibridas de H25, H36 y
HO98, para el locus PtTX2123 (208), asi como en las poblaciones H98 y H36 para el locus
PtTX3013 (126), y el locus PtTX2123(192) de manera respectiva. En F. montezumae no se
encontraron alelos exclusivos o privados (Tabla 3). Los alelos mas frecuentes fueron 270,
135, 200, tanto en poblaciones puras como hibridas. Los alelos més frecuentes para las
‘poblaciones puras de P. montezumae fueron el 270,135, y 198, para P. pseudostrobus los

alelos 270, 136 y 200, y para las poblaciones hibridas putativas los alelos 270, 135, y para el
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tercer locus los alelos 206 y 208, lo que puede ser un indicador de altos niveles de flujo

genético entre las poblaciones.

Tabla 4. Sumario de estimados de la variacion y estructura genética en 13 poblaciones de P.montezumae,
P. pseudostrobus ¢ hibridas. Para cualquier poblacion se muestra: el nombre de la poblacién y tamafio
{N); el nimero de alelos (4); la diversidad genética obtenida de los haplotipos (H); la heterocigosis
observada (Ho) vy esperada (Hg); * = la probabilidad de déficit de heterdcigos (P = 0.05); D. E.
Desviacion Estandar; Fis y Rsy = la divergencia genética dentro y entre poblaciones con el modelo de un
paso (SMM), Fis* valores significativos que se desvian de H-W por exceso de homocigos {7 = 0.05),

Rgr* valores significativos de diferenciacion genética (P = 0.05).

—

Poblacion N A H (DE) Hy Hy P Fis(SMM)  Rsr (SMM)
P. pseudostrobus

P51 . 24 13 0.349 {0.262) 0.354 0399 0.771

P62 23 13 0.176 {0.166) 0.178 0.223 0.687

P123 23 9 0.084 (0.107) 0.086 0.147 1.000

Media 23 11.6 0.203 (0.178} 0.206 0.256 0.038 0.022
Hibridas putativas _

Hl4 24 6 0.055 (0.084) 0.083 06.122 1.000

H25 24 12 0.246 (0.206) 0.278 0271 1.000

H36 24 11 0.244 (0.205) 0.236 0272 0.820

H47 23 10 0.213 (0.218) 0.3%6 0362 0743

H98 24 9 0.309 (0.241) 0.208 0.346 0.033%

Media 24 9.6 0.213 (0.191) 0.241 0.275 0.049 0.082*
F. montezumae

M79 24 10 0.289 (0.230) 0342 0328 0934

M10 24 11 0.280 (0.225) 0212 0302 0.013%

Mill 24 8 0.249 (0.208) 0.227 0298 0.671

\Y A 20 8 0.107 (0.146) 0.126 0.244 0516

Cl3 24 8 0.217 (0.190) 0.188 0.200 0.668%

Media 23 9 0.228 (0.199) 0.219 0.273 0.138* 0,122%
Media general 23 10 0.214 (0.21) 0221 0274 0.075 0.075

Nota: Hy y Hgpresentaron valores de D. E. iguales a cero, no significativos (P = 0.05)

Los niveles de diversidad genética fueron diferentes entre las poblaciones y especies

(Tabla 4). Las poblaciones mas diversas genéticamente (H) fueron dos puras de P.
montezumae M79 (Hg = 0.289), M810 (Hy = 0.280) y una hibrida H98 (Hz = 0.309). Los

valores mas bajos se presentaron en las poblaciones distribuidas en Guatemala, la P123 (Hz

= 0.084) y la M12 (Hg = 0.107). La heterocigosis observada y esperada fue muy semejante,

pero variable entre las poblaciones, los valores por ejemplo de Ho mas contrastantes se

presentaron dentro de las poblaciones hibridas, de 0.083 (H14) a 0.396 (H47), en P.
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montezumae el valor fue de 0.126 (TM12) a 0.342 (MB810), y en P. pseudostrobus de 0.086
(P123) a 0.354 (P51). La contribucién de la diversidad genética de las poblaciones parentales
(H = 0.2155) fue igual al de las poblaciones hibridas ( = 0.213). Sih*embargo la estimacion
de la heterocigosis observada fue mas alta para las poblaciones hibridas (Ho = 0.241) que de
P. pseudostrobus (Ho = 0.206) y P. montezumae (Ho = 0.219). Estos patrones proporcionan
un primer indicador de la deteccion de introgresidn con la mayor contribucion de la variacion

genética de poblaciones hibridas putativas

Tabla 5. Analisis de Varianza Molecular para los alelos de tres
nSSR de 13 poblaciones de Pinus montezumae, P. pseudostrobus
¢ hibridas putativas. 6 =2Nu, (D. E = desviacion estandar)

. Modelos

Infinito (IAM) Un paso (SSM)

0 @omy (D. E) 9 giom
P. pseudostrobus :
P51 3.93 1.34 16.75
Pa2 063 024 1.200
P123 0.19  0.09 (.290
Promedio 1.56 4.320
Hibridas putativas
Hi4 0.14 0.07 0.210
H25 . 1.07 0.34 2.430
H3s 1.62 0.52 4.410
H47 3.82 1.06 16.03
H98 1.84 0.61 5.270
Promedio 1.608 5. 7124
P. montezumae
M79 2.27 0.76 7.220
MI10 1.73 0.60 4,850
M1l 1.73 0.48 4.850
M2 0.83 0.29 1.720
M13 1.22 0.35 2.940
Promedio 1.56 4.320
Promedio 1.58 6.08

general

El andlisis de varianza molecular para las frecuencias alélicas indica que las

poblaciones puras de P. pseudostrobus, e hibridas putativas tienen fres veces méas varianza
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que las poblaciones de P. montezumae. Esto es, el tamafio efectivo (N,) de estas poblaciones
es mayor que el de las poblaciones de P. montezumae. Sin embargo, en el andlisis entre los
tres grupos de poblaciones no se obtuvieron diferencias significativas. Esto indica que el flujo

genético es parecido entre grupos (Tabla 5).

Hardy-Weinberg y desequilibrio de ligamiento

El anélisis de desequilibrio de Hardy-Weinberg reveld una disminucion de
heterocigos para los tres loci en seis poblaciones, los valores con mayor significancia
estadistica fueron la poblacion H98 hibrida putativa (P = 0.0012), seguida de la poblacion
P62 (P = 0.006170) de P. pseudostrobus, M810 (P = 0.00857) y la M13 (P =0.00465) de P.
montezumae, Las dos poblaciones restantes muestran valores pequefios y cercanos a cero, que
son {a poblacion M11 (P = 0.0122) y la M12 (P = 0.0327) (Tabla 4). Sin embargo, los valores
promedio obtenidos iaara el estadistico Fig (variacion geneética intrapoblacional) {ver Tabla 4)
presentan un déficit de heterdcigos con valores significativos solo para las poblaciones de P.
montezumae (Fis. = 0.1397; P = 0.000), pero-no en las poblaciones de F. psez)dostrobus (Firs
= 0.0386; P = 0.2600) e hibridas putativas (F.[S = (.0494; P = 0.260), y sugiere que el
entrecruzamiento entre estas poblaciones se presenta al azar, y que en general se encuentran
en equilibrio H-W.

Los resultados del analisis de desequilibrio de ligamiento entre las poblaciones y
todos los pares posibles de loci se muestran en la Tabla 6. EI nimero de asociaciones
significativas entre todos los posibles pares de loci fue muy bajo. Solo tres poblaciones
hibridas H25, (PtTX3025-PtX3013), H98 y H47 ( ambas PtTX3013-PtX2123) y una
poblacion parental de P. pseudostrobus P62 (PtTX3025-PtX2123) se encontraron en
desequilibrio de ligamiento (P = 0.05), en el resto de las poblaciones se encontré gque los

alelos de los diferentes loci estan asociados a azar.

Estructura genética
El promedio de la estructura genética entre las poblaciones fiile moderadamente alto

(Rsr = 0.075), varié de -0.02 a 0.256. El valor mas alto de la estructura genética se presento
entre las poblaciones de P. monfezumae (Rer = 0.122), seguido de las poblaciones hibridas

(Rsr = 0.082), y de P. pseudostrobus (Rsr = 0.022) (ver Tabla 4). También se observaron
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diferencias significativas de las frecuencias alélicas de las poblaciones de P. montezumae e
hibridas (Rgr = 0.102; P< 0.000), el valor mas altamente significativo se presento entre las

poblaciones M13 de P. montezumae y H25 hibrida (Rsr = 0.256), seguido de la poblacion

M11 de P. montezumae y H47 hibrida (Rgr = 0.250). En contraste, no se presentaron.

diferencias significativas entre las poblaciones hibridas putativas y de P. pseudostrobus
(promedio Rsr = 0.052; P< 0, 300). Las poblaciones mas divergentes entre P. pseudostrobus
e hibridas putaﬁvas fueron la P123 con H25 y H47 (Rsr=0.138, 0.082 respectivamente).

Tabla 6. Prueba de desequilibrio de ligamiento para todos los pares de loci
en 13 poblaciones de P. montezumae, P. pseudostrobus ¢ hibridas putativas.
Solo-las probabilidades del desequilibrio de ligamiento son incluidas. Datos
con un asterisco son significativos entre pares de loci (F < 0.05). Los
nimeros de cada loci representan los nSSR. descritos en la Tabla 3,

Pares de loct

Poblaciones 12 173 2/3
P. pseudostrobus

P51 0.57 0.93 0.82
P62 0.33 0.01* 0.63
P123 1.00 0.07 1.00
Hibridas putativas ’

Hl14 - 1.00 1.00 1.00
H25 0.04* 0.37 0.67
H36 1.00 0.28 0.67
Ha7 0,77 0.15 0.01%*
HO93 0.99 0.96 © 0.04%
P. montezumae

M79 0.95 0.37 0.73
M10 1.00 0.60 1.00
MIl1 0.60 0.85 0.83
MI12 0.31 1.00 1.00
M13 1.00 0.58 1.00

El analisis de varianza molecular (AMOVA) presentd valores bajos pero
significativos tanto entre grupos (Rer = 0.064; P < 0.000) como dentro de cada grupo (Rsc =
0.059; P < 0.000) y en el total de las poblaciones (Ror ) 0.005 (P < 0.05). El porcentaje de la
variacién entre grupos fue de 0.046%, entre poblaciones dentro de grupos (5.83%), y el
mayor porcentaje de la variacion se encontré dentro de las poblaciones (93.67%). Aunado a
esto realizamos un analisis de varianza molecular agrupando de manera independiente a las

poblaciones puras de cada especie, asi como de las poblaciones hibridas. En este caso, P.
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montezumae presenté el mayor porcentaje de variacion entre las poblaciones (12.26 %),
seguido de las poblaciones hibridas putativas (8.15 %) y de las poblaciones de P.
pseudostrobus (2.36 %) Estos resultados sugieren que las poblaciones de P. pseudostrobus e
hibridas putativas estan genéticamente menos estructuradas que las poblaciones puras de P.

montezumae.

Patrones de flujo gene’ﬁco

Los resultados del flujo genético estimados con el parametro M (migracion para pares
de poblaciones) presentaron valores altos {Fig. 4). La poblaciéon H36 hibrida putativa y 3 de
P. montezumae presentaron valores infinitos. Los otros valores de M altos fueron obtenidos
entre las poblaciones de P. montezumae, M11 y M12 (M = 763), asi como entre poblaciones
hibridas putativas y puras de alguna de las dos especies, H36 y M12 (M =306.4), H14 y P123
(M =112.7), H98 y P51 (M =112.0), H47 y P62 (M = 106.7). Nuevamente, este resultado
refleja mas flujo genetico entre las poblaciones de P. pseudostrobus e hibridas putativas, y

entre estas ultimas con valores infinitos en algunos casos.

Figura 4. Matriz de M (4Nm) entre 13 poblaciones de P. montezumae, P. pseudostrobus y
posibles hibridas en México y Guatemala. Inf = valor infinito,

Pobl. | P. pseudostrobus

P51 | -

P62 | 181 -
P123 | 177 422 -~
Hi4 |20 39.1 1127 w=—-

H25 | 211 075 56 |07.6 --—  Posibles hibridos
H36 (Inf Inf Inf [(Inf Inf -

H47 | 05.1 1067 0321023 101 Inf -

HO8 | 112 079 09969 130 297 051 ~-
M79 1116 067 067 054 Inf Inf 072 176} —

MI10 {152 1038 Inf 135 065 Inf (089 1551108 - P montezumae
M1l (452 038 033 025 043 110 015 Inf 038 047 -

M12 | 17.7 069 193 05.6 073 3064 019 8991378 783 0422 --

MI3 {029 069 033 023 014 038 0388 27 {0l8 067 018 019 -
P51 P62 P123 HI4 H25 H36 H47 HO8 | M79 MI0 M1l MI12 MI3
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Aislamiento por distancia y relaciones filogenéticas

Las poblaciones mas alejadas genéticamente (D4) fueron dos poblacion de posibles

hibrida H14 y H47 (0.250-0.168). Las poblaciones mas cercanas genéticamente fueron las

poblaciones puras de P. montezianae (0.005), y una mezcla entre las poblaciones hibridas y

puras de las dos especies. Estos resultados sugieren que tanto poblaciones hibridas como

puras presentan distancias genéticas muy similares, por 10 que no se observan diferencias

significativas. Ademés, no se presentd ningiin patrdn de aislamiento por distancia entre

poblaciones puras de cada grupo y entre el total de las poblaciones analizadas (r = 0.120, P =

0.333).
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Figura 5. Filograma que muestra las relaciones genéticas entre poblaciones (D) con base a
3 SSR nucleares. Bootstrap basado en 1000 replicas (porcentajes). Las ramas con
interlineado representan a las poblaciones puras de P. psendostrobus (P. p); las ramas con
lineas continuas representan & las poblaciones puras de P. montezumae (P. m); y las lineas
punteadas a las posibles poblaciones hibridas, dominadas por individuos de P. montezumae
(m/p) o bien por P. pseudostrobus (p/m). :
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El filograma obtenido muestra dos grupos, el primero formado por las tres
poblaciones puras de P. pseudosirobus, tres poblaciones hibridas (H25, H36, y H14) y dos
de P. montezumae (M11 y M12). Mientras que el segundo grupo, esta representado por tres
poblaciones puras de P. montezumae (M79, M10, y M13) y dos poblaciones hibridas (H98 y
H47) (Fig. 5). Estos resultados sugieren que la mayoria de las poblaciones hibridas estin mas
ligeramente relacionadas a las poblaciones puras de P. pseudstrobus que con las poblaciones
de P. montezumae, y por el otro lado, que la introgresion es simétrica, con intercambio de
material gensético entre las dos especies.

Si comparamos las agrupaciones obtenidas con ambos caracteres morfoldgicos
y moleculares vemos que la poblacidon H98 se ubica en ambos casos dentro del grupo de P.
montezumae. Las poblaciones puras de P. montezumae M11 y M12, se asocian fuertemente
éntre ellas (molecular = 93% morfolégico = 97%), pero en el caso de los datos moleculares
se observa la mezcla de alelos entre estas poblaciones y las poblaciones puras de P.
pseudostrobus e hibridas putativas, lo cual indica que las agrupaciones formadas con ambos

tipos de datos son diferentes.

DISCUSION
Amplificacion hetero-especifica '

Se ha reportado que para detectar alelos heteroespecificos en poblaciones de
diferentes especies se requiere tener bien diferenciadas a las poblaciones alopatricas y del uso
de marcadores altamente polimérficos (Williams ez al., 2000; Elsik ef 4/, 2001). Por lo que
los microsatélites son ampliamente recomendables, sin embargo, se ha mencionado que los
nSSR, son marcadores de muy poca informacion para hacer inferencias filogenéticas, va que
los polimorfismos tienden ha ser ampliamente variables de taxon a taxon (Feldman ef al,
1997), o bien, se presenta muy poca diferenciacion en el tamafio medio de los alelos en taxa
muy relacionados filogenéticamente, por lo que no separan claramente a las especies (Garza
et al. 1995). En este estudio, demostramos que nSSR trinucledtidos pueden ser de gran ayuda
para diferenciar entre taxa muy relacionados filogenéticamente como fueron las poblaciones
puras de cada especie, asi como para detectar eventos de hibridacién introgresiva entre las
poblaciones de las especies. Los microsatélites usados en este estudio han sido caracterizados

por ser muy similares entre las secuencias de los sitios de anclaje de los iniciadores, de la
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region que amplifican los iniciadores y de la composicion de los nucleotidos, soportando el
supuesto de ortologia (Kutil y Williams, 2001). Lo que puede ser sustentado con las
secuencias obtenidas en este trabajo (ver nimero de acceso a GenBank en el apartado de
materiales y métodos). En contraste, los nSSR dinucleotidos imperfectos 6 compuestos, dejan
duplicaciones de fragmentos o no amplifican entre especies (Karhu e al, 2000; Kutil y
Williams, 2001). Solo los microsatélites formados por trinucledtidos fueron polimérficos y
conservados en las especies estudiadas y en varias especies ensayadas de ambos subgéneros
(datos no mostrados), por lo que al igual que Kutil y Williams (2001) concluimos que nSSR
trinucledtidos pueden ser muy buenos candidatos para atestiguar polimorfismos trans-

especificos entre especies.

Variacion y estructura genética

Las poblaciones analizadas presentaron valores relativamente altos e iguales para
todos los estimadores de la variacién genética. Los valores de Hy, se encuentran entre el
promedio obtenido para otras especies de pino reportadas con isoenzimas de 0.200 a 0.250
(Ledig 1998; Delgado et al, 2002) (revisar la Tabla 1 del capitulo II), asi como para el
promedio de nSSR en 5 especies que se han analizado de 0.26 a 0.30 (este estudio y el de
Moreno 2002) (ver Tabla 7). Los valores de H fueron semejantes en las poblaciones hibridas
y de P. montezumae, y la Ho fue mayor en las poblaciones hibridas putativas. Se ha
demostrado que la contribucion de los hibridos a la variacion genética debe ser mayor a la de
los parentales, por lo que la variabilidad genética se ve incrementada (Arnold, 1992; Roques
et al, 2001). En este caso, las poblaciones hibridas putativas presentaron log valores mas
altos de variacion genética. Ademas, estas poblaciones presentaron el mayor nimero de
alelos Minicos o raros. Lo que puede deberse a nuevas mutaciones o por introgresién con otras
especies (Williams ef af, 2000). En particular se han detectado eventos de introgresion de 7.
montezumae y P. hartwegii en México (Matos ef al., 2000), situacién que puede ser una
explicacion para la presencia de alelos raros en estas poblaciones hibridas putativas como es
el caso de la poblacion H98 de Chiapas, donde la especie cohabita con P. hartwegii y podrian

estar presentando eventos de flujo genético interespecifico entre sus poblaciones.
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Tabla 7. Estimados de la heterocigosis esperada (Hg/ obtenidos con microsatélites nucleares (nSSR)
en especies de pinos (los nSSR fueron aislados de P. faeda y descritos por Elsik et al., 2000).

Taxon Tipo de distribucién Hg Nomero de | Referencia

Loci
P. maximartinezii Restringida 0.300 3 Moreno {2001)
P. nelsorii Restringida 0.071 3 Renteria (2001)
P, taeda Amplia 0.513 13 Elsik et al. (2000)
P. montezumae Amplia 0.274 3 Este estudio
P. pseudostrobus Amplia 0.260 3 Este estudio
Promedio : 0.283

Como menciona Weir (1996), en ausencia de seleccion una simple generacion de
apareamiento al azar puede restaurar el equilibrio H-W en poblaciones hibridas, conclusién
que podria ser aplicada al presente estudio, ya que solo una poblacién hibrida (HO8) present6
desviaciones de H-W y el valor promedio de la Fjg para las cinco poblaciones hibridas
putativas no se desvian significativamente de H-W. Estos resultados son comparables a los
obtenidos con otras especies de pino (Williams et al., 2000, Wang ef al,, 2001). Por ejemplo,
Wang el al, (2001) encuentra que para un complejo de especies (P. yunnanesis, P.
tabuliformis y P. densata), ninguna de las poblaciones se desvia significativamente de H-W.
Ellos concluyen que el encontrarse las poblaciones en equilibrio H-W es un indicativo de un
estado avanzado de estabilizacién de estas poblaciones hibridas. Aunado a lo anterior, las
poblaciones hibridas putativas fueron las que se enconfraron en mas desequilibrio de
ligamiento, lo cual puede estar directamente relacionado con el flujo genético entre las
mismas. Weir y Cockerham (1979) mencionan que en poblaciones que se encuentran en
desequilibrio de ligamiento el flujo genético es uno de los factores que las mantiene en tal
condicion, como es el caso de las poblaciones hibridas putativas donde se observan los
valores mas altos de flujo genético entre las mismas, incluso se presentan valores infinitos de
Nm.

El valor promedio de diferenciacion genética (Rsr) obtenido fue semejante a los
reportados con isoenzimas para pinos de amplia distribucion, de 0.13 (Ledig, 1998; Karhu ef
al., 1996). Sin embargo, los valores de Ry fueron contrastantes entre las poblaciones de P.
montezumae (0.12) v P. pseudostrobus, (0.02), esto puede ser explicado parcialmente por su
distribucion geografica, ambas especies se distribuyen en areas similares y la mayoria de sus

poblaciones cohabitan en simpatria. Sin embargo las poblaciones puras de P. pseudostrobus
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comparten mas alelos con las poblaciones hibridas, por lo que probablemente su distribucién
es mas continua, y el tamafio de sus poblaciones es mayor. En contraste, las poblaciones de
P. montezumae se distribuyen en forma discontinua, por lo que estan fragmentadas y
presentan valores altos de estructura genética. Lo cual puede ser sustentado con los valores de
N, donde las poblaciones de P. montezumae presentaron algunos tamafios poblaoionaies

menores a P. pseudosirobus (ver Tabla 4).

Flujo genéfico y relaciones filogenéticas

La estimacién del flujo genético (con base a la M) fue alta entre y dentro de las
poblaciones puras e hibridas putativas, superior a las reportadas en otras especies de pinos de
amplia distribucién (P. flexilis: Schusfef et al., 1989; P. taeda: Friedman et al,, 1985). Tanto
las poblaciones hibridas putativas como puras tienen diferentes grados de hibridacion
introgresiva, por lo que el intercambio de material genético no muestra un patrén geografico
claro. Por ejemplo, la poblacién mezclada H98 que se distribuye en Chiapas fue una
poblacién que presentd valores altos de diversidad genética y de desequilibrio de ligamiento,
pero sus valores de flujo genético estuvieron en la media del resto de las poblaciones. En
cambio, la poblacién H36 tuvo valores altos de flujo genético tanto con poblaciones puras
como hibridas. Esta poblacién, junto con el resto de las poblaciones hibridas se distribuyen
en el Eje Neovolcanico, por lo que es muy probable que esta zona sea un centro de
hibridacion enire estas especies, y probablemente con otras especies con las que se asocian,
como P. teocote, P. douglasiana, P. michoacanay P. hartwegit.

Las relaciones genéiicas de las poblaciones indican que existe una hibridacion
introgresiva bidireccional, por lo que los dos grupos que forma el filograma no presentaron
distancias genéticas grandes, resultado que podria sugerir que la hibridacion introgresiva se
ha presentado a través de la historia evolutiva de estas especies, y podria ser ancestral.
Aunado a esto los resultados de los datos morfologicos nos muestran que las poblaciones
hibridas putativas estan mas asociadas a las poblaciones puras de P. pseudostrobus, donde se
observa una agrupacién mas fuerte de las poblaciones puras de P. montezumae, Asociacion
que también se obtuvo con datos de microsatélites de cloroplasto (cpSSR) (Capitulo IV), lo
cual indica que P. monfezumae es una especie mas cohesiva evolutivamente lo que se refleja

en su morfologia. Es probable que los caracteres utilizados sean filogenéticamente
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diagnosticos de estas especies, ya que la topologia del filograma obtenido con cpSSR
concuerda con el obtenido con los caracteres morfoldgicos. Vemos entonces que la
comparacion de caracteres morfoldgicos y de cpSSR con relacion a los nSSR es interesante,
ya que se presentaron diferencias en las agrupaciones que no fueron detectadas con datos
morfologicos ni con cpSSR y que sin embargo existen con el uso de ADN biparental (2N),
demostrando ¢l grado de la introgresion {ancestral} y las adaptaciones ecologicas diferentes
de las poblaciones de las dos especies. Es decir, se observa una mayor capacidad adaptativa
de P. momtezumae a condiciones variables que P. pseudostrobus, ya que P. montezuinae,
tiene una mayor capacidad de invadir diferentes habitat, mayor diseminacion de polen y
fertilidad.

La presencia de alelos iguales en todas las poblaciones puede deberse a tres aspectos:
1) las limitaciones de los marcadores usados, ya que los alelos mas frecuentes fueron los
mismos para todas las poblaciones y solo algunos fueron tnicos para las poblaciones
parentales pero con frecuencias bajas. Sin embargo, en el trabajo realizado con cpSSR
(Capitulo 1V), también se encontraron alelos compartidos entre las especies, aunque en
frecuencias bajas, lo cual no influyd para el seguimiento de la dinamica de las rutas de la
introgresion; 2) diferentes tasas de mutacion en comparacion a SSR de cloroplasto. Las tasas
de mutacion calculadas para cpSSR en pinos son de 10 “°( Provan et al,, 1999). Las tasas de
mutacion para nSSR en pinos no se conocen, pero podrian ser menores a los cpSSR, al ser
formados en su regidn repetitiva por dinucledtidos o trinucleotidos, las probabilidades de
mutacidén son menores que en microsatélites formados por mononucledtidos como son los
cpSSR; y 3) la manera en que se heredan los nSSR, biparental (2N), por lo que el tamafio
efectivo es por lo menos dos veces mayor que el de ADN citoplasmatico en condiciones de
equilibrio (Dong y Wagner, 1994). Por ende, tiene dos veces 'mas probabilidades de generar
un mayor grado de traslape de alelos. Dicho traslape sin embargo nos puede proporcionar
mayor informacion de la cantidad de flujo genético y del grado de introgresion entre las
poblaciones que el ADN uniparental (Lu, 2001). Esto es, los microsatélites nucleares son mas
precisos en detectar eventos de introgresion y los marcadores citoplasmaticos nos pueden
hablar méas de las relaciones genealogicas de las poblaciones y de linajes originados por la
introgresion.. Es importante subrayar que este tipo de resultados solo se pueden generar a

través de la introgresion acumulada durante muchas generaciones, por lo que podemos
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considerar que en esta primera aproximacion de la deteccidn de Ia hibridacién introgresiva,
las frecuencias tan homogeneizadas entre las diferentes poblaciones si estan reflejando una
alta incorporacion de alelos interespecificos por hibridacidn ancestral.

Varios factores pueden estar involucrados en la hibridacion introgresiva simétrica
observada, principalmente factores ecologicos, como son; seleccidn del habitat, abundancia y
periodos reproductivos. Hasta ahora no existen antecedentes de la capacidad de dispersion de
polen y/o fertilidad de semillas de estas especies, sin embargo Delgado (1994) reporta para
una zona de Michoacan que P. montezumae produce 49% mas semillas viables que P.
pseudostrobus, por lo que algunas de las diferencias obtenidas (por ejemplo en la diversidad
genética o heterocigosis) podrian deberse a una mayor viabilidad de semillas y fertilidad de
polen de P. monfezumae que de P. pseudostrobus. También se conoce que para algunas
coniferas el polen puede dispersarse sobre grandes distancias, mas de 1500 m (Adams, 1992),
y algunas semillas alcanzan mas de 300 m (Zasada, 1985). Estas estimaciones nos hablan de
la factibilidad de intercambio de polen enfre poblaciones de especies muy relacionadas,
donde  bajos niveles de flujo génético son suficientes para la homogenizacion. P.
| montezumae y P. pseudostrus son especies que en su mayoria habitan en simpatria y que su
ciclo fenolégico esta sobrelapado (Patifio et al, 1983). Esto promueve oportunidades de
diseminacion de polen de ambas especies en periodos de tiempo semejantes y
consecuentemente la activacion de la hibridacion introgresiva.

La contribucién de una u otra especie parental a la hibridacion introgresiva es muy
dificil de discernir con la informacién obtenida. Sin embargo, en el estudio de Delgado et al.,
(Capitulo IV), realizado con cpSSR, y con las mismas especies, se encontrd una introgresion
asimétrica de P. montezumae a P. pseudostrobus, es decir incorporacion de material genético
de olbrop]asto via polen. Probablemente Ia alta homogenizacion que observamos en este
estudio puede deberse a la contribucién de la hibridacion introgresiva de P. pseudostrobus,
probablemente actila como especie madre y receptora de polen, y la incorporacion de sus
variantes alélicas a P. montezumae puede estar dada por una eficiente diseminacion de
semillas. Esta hipotesis puede ser estudiada con un anélisis de ADN de mitocondria, ya que
esta se hereda via materna. En conclusion, los factores que posiblemente estan mas
relacionados con la hibridacién introgresiva de estas especies, son, i) el rompimiento de las

barreras reproductivas entre las dos especies ‘(lo cual se facilita en pinos al no existir
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mecanismos precigdticos que impidan la unién o fusion de los gametos) ii) los sistemas
reproductivos de entrecruzamiento, iii) una eficiente diseminacion de polen y semillas por el

viento y 1v) una mayor capacidad adaptativa de P. montezumae.

Especiacién y conservacion

El impacto que deja ia hibridacion introgresiva es de gran importancia tanto desde el
punto de vista evolutivo como de la biologia de la conservacion. En el primer aspecto, un
posible escenario de la historia evolutiva seria que entre estas especies podria haber
introgresion ancestral, proceso que ha permanecido hasta ahora a través de la transmision
continua de material genético entre las poblaciones de ambas especies. En la actualidad esto
podria haber originado la disminucion del rango de distribucion de las poblaciones puras,
principalmente de P. pseudostrobus, donde varias de las poblaciones hibridas putativas
fueron indigenas de P. pseudostrobus y que actualmente estan conformadas por individuos
posibles hibridos. Hipotesis que es de gran relevancia porque nos habla de la extincion de
poblaciones locales y colonizacién de individuos originados por el proceso de hibridacion
introgresiva. Las implicaciones que tienen estos resultados en la biologia de la conservacion
son claras: se requiere de la conservacién “/# situ” de por lo menos tres poblaciones hibridas
putativas, en Chiapas (H98) y en el Estado de México (H36 y H47), siendo estas ultimas las
mas diferenciadas genéticamente, por lo que posiblemente podrian representar dos centros de
diversificacion genética y el posible origen de un linaje independiente. Finalmente, para estas
especies existe una gran deforestacion, P. pseudostrobus ocupa el primer lugar de especies
maderables para su explofacion y comercializacion dentro y fuera de México vy
Centroamérica (Saucedo y Acosta, 1988). Por tal motivo la deforestacién ha contribuido a la
modificacion del habitat con la consecuente colonizacion de otras especies por hibridacion
introgresiva.

Es dificil predecir cuales hibridacion pueden dejar zonas estables y cuales pueden
ocasionar la extincion de las poblaciones locales; mucho mas estudios empiricos,
particularmente los relacionados con el rompimiento de barreras reproductivas entre estas
especies y con la adecuacion de las poblaciones hibridas, podrian ayudar a clarificar el efecto

que tienen los hibridos en la extincién de poblaciones parentales y en su exitosa

colonizacion,
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RESUMEN

Pinus pseudostrobus y P. montezumae son dos especies de pinos muy relacionadas
filogenéticamente. Pertencen a la subseccion Ponderosae, con una amplia distribucion
geografica en México y Centroamérica. Histéricamente estas especies han tenido una
distribucion geografica similar, donde la mayoria de sus poblaciones cohabitan en
simpatria. Informacién sobre su morfologia, anatomia y de datos moleculares, sugiere que
estas especies presentan eventos de hibridizacion introgresiva, que pueden estar implicados
en la especiacion u origen de nuevos linajes. En este estudio utilizamos datos de
microsatélites de cloroplasto (cpSSR) para hacer un analisis filogeografico sobre la
estructura genética de las poblaciones y la dinamica de la introgresion. Para ello usamos
haplotipos de 6 cpSSR (mononucledtidos) en 13 poblaciones de P. montezumae y P.
pseudostrobus. Los analisis fueron basados en meétodos analiticos de la genética de
poblaciones clasica, asi como de la teoria de coalescencia. Los datos nos permitieron
detectar eventos de hibridizacién introgresiva, resultado de la incorporaciéon de material
citoplasmatico de manera unidireccional de P. monfezumae a las poblaciones de P.
pseudosirobus. La estructura genética de las poblaciones, asi como la dinamica de la
hibridizacion introgresiva resultan de relaciones genealdgicas y geograficas de eventos
historicos de expansidn, aislamiento por distancia y fragmentacion de las poblaciones. Con
base al concepto cohesivo de especie, sugerimoé la existencia de dos linajes independientes
(P. montezumae vy P. pseudostrobus) y de un linaje no independiente representado por el
evento de introgresion de haplotipos de las poblaciones hibridas putativas y de P.

pseudostrobus.

Palabras clave: Microsatélites de cloroplasto, filogeografia, coalescencia, hibridacion

introgresiva, Pinus.



INTRODUCCION

La hibridacién introgresiva es un proceso importante dentro del campo de la
evolucion (Anderson, 1949; Stebbins, 1959; Grant, 1981; Riesenberg, 1995), es definida
como la incorporacion selectiva de material genético ajeno a la especie por hibridacion y
retrocruza repetida (Anderson, 1949). En particular, la deteccidn de este proceso en especies
del género Pinus, y las relaciones parafiléticas obtenidas en algunas secciones y
subsecciones (Strauss y Doerkes, 1990; Liston ef al, 1999; Gernandt et al,, 2001) sugieren
que varias especies se han originado y evolucibnado a través de la hibridacion introgresiva.
Por ejemplo, algunas especies de Asia son capaces de hibridizar y se ha postulado que P.
densata, se origind por medio de la hibridacion ancestral entre P. tabulaeformis y P.
yunnanensis (Wang y Szmidt, 1990, Wang et al,, 2001). También se ha detectado este
proceso en el complejo de pinos Halapensis en Europa (Bucci ef al, 1998) y entre otras
especies de EUA (como P. ponderosae, Critchfield, 1986; P. taeda y P. echinata, Edwards-
Burke ef al., 1997). Ademas existen casos de hibridacion introgresiva en otros géneros de
coniferas como Picea (Stibe et al., 1989; Sutton ef al., 1991), Larix (Szmidt ef al., 1988), y
Abies (Isoda ef al, 2000). Eétos estudios han sido realizados con base en analisis
filogenéticos y de la genética de poblaciones clasica. Sin embargo, recientemente se han
generado estudios que analizan la introgresién de una manera mas fina y robusta, basados en
la teoria de coalescencia (Templeton ef al, 2001). En México, usando esta metodologia se
han detectado eventos de introgresion ancestral entre P. montezumae y P. hartwegii (Matos
y Schaal, 2000). La teoria de coalescencia trata de conocer eventos evolutivos que
sucedieron en el pasado bajo el andlisis de una genealogia de genes (Kingman, 1982a, b;
Tavaré, 1984; Avise, 1989; Ewens, 1990; Hudson, 1990; 1992). La informacion contenida
en las genealogias no solo nos hablan de la variacion genética de las poblaciones, sino de la
‘manera en que se distribuye espacial y temporalmente, asi como de la interpretacion de
posibles eventos de la demografia historica de las poblaciones (expansion del rango,
colonizacién o fragmentacion, Templeton et al, 1995, Templeton, 1998). Estos analisis
estan basados en métodos de parsimonia y son sujetos de analisis estadistico (Templeton,
1992), Bésicamente se forman grupos de haplotipos subdivididos jerarquicamente en clados
anidados, que son utilizados para atestiguar la asociacion de los haplotipos con diferentes

variables (por ejemplo, distribucién geografica y altitudinal) con base en una 3* (Templeton



et al ., 1987, Templeton y Sing, 1993). Un aspecto de gran relevancia que se ha planteado a
la luz de la teoria de coalescencia ha sido la integracion de este marco tedrico para ef analisis
de procesos de especiacion, los cuales pueden ser potencialmente inferidos al detectar fases
evolutivas clave de la especiacion dentro de las diferentes partes de la red de haplotipos
(Templeton, 2001). La hipotesis que prueba es si las especies en estudio son linajes
evolutivos independientes (especiacion culminada) o bien, forman parte de un mismo linaje
(especiacion en proceso). Si el resuitado es que dos o mas especies forman parte de un
mismo lnaje evolutivo, pueden ser detectadas las causas de dicho patrdén evolutivo como
puede ser la presencia de polimorfismos transespecificos, seleccién de linajes al azar, e
hibridacion (Avise, 1994; Templeton, 2001). En el presente estudio se hizo un analisis de
los patrones de diferenciacion genética y de la dinamica de la hibridacion introgresiva de
poblaciones naturales de P. montezumae y P. pseudostrobus, utilizando microsatélites
polimérficos de cloroplasto.

P. montezumae y P. pseudosirobus son dos especies nativas de México y Centro
América. En estas especies se han sugerido eventos de hibridacion introgresiva con base en
datos morfologicos, bioquimicos, anatdmicos y moleculares (Martinez, 1948, Mirov, 1967,
Perry, 1991; Delgado y Pifiero, en elaboracién). Ademas, para P. montezumae se han
detectado eventos de introgresidn con otras especies de pino como P. hartwegii (Mirov,
1967: Matos y Schaal, 2000), P. michoacana, P. douglasiana (Perry, 1991) y P. ponderosa
(Liddecoet y Ridher, 1961). P. montezumae y P. pseudostrobus estan muy relacionados
filogenéticamente y pertenecen a la subseccion Ponderosae (Little y Critchfield, 1969,
Farjon y Styles, 1997). Su distribucion geografica es extensa y dentro de un rango
altitudinal amplio (1600 a 3300 msnm). Las poblaciones puras de las especies ocupan zonas
aisladas de la parte Norte y sur de México, al igual que las poblaciones de Guatemala que
ocupan parte de la Sierra de Juarez. Las poblaciones simpétricas se encuentran
fundamentalmente en el Eje Neovolcanico, region que ha sido mencionada como focal para
el origen de especies de plantas por hibridacidon (Rzedowskii, 1978). Recientemente
realizamos un estudio sobre la estructura genética e introgresion de estas especies con base
al uso de microsatélites nucleares (Capitulo III), a partir de los cuales se logrd detectar
eventos de introgresién simétrica, donde la baja estructuracion genética obtenida entre las

poblaciones refleja una alta hibridacidn introgresiva entre los individuos de las dos especies.



Los objetivos especificos del presente estudio fueron: i) obtener evidencias de
introgresion de material citoplasmatico entre las poblaciones naturales de P. monfezumae vy
P. pseudostrobus, ii) conocer cual ha sido la dinamica historica de la introgresion en las
peblaciones, y iiif) determinar como a influido la hibridacién introgresiva en la extincion o
generacion de linajes evolutivos. Los resultados muestran eventos de hibridacion
introgresiva y resultan de la incorporacion de material citoplasmatico de manera
unidireccional de 2. montezumae a P. pseudostrobus v a las poblaciones hibridas. La
dindmica de la hibridacion introgresiva es probablemente, el resultado de relaciones
genealogicas y geograficas de eventos historicos de expansion, aislamiento por distancia y

fragmentacion de las poblaciones estudiadas.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetativo, extraccion de ADN y productos de PCR

Se colectd tejido vegetativo de 312 individuos de P. montezumae y P. pseudostrobus
para atestiguar polimorfismos intra-e interespecificos con base en 6 cpSSR en un total de 13
poblaciones y se colectaron 5 poblaciones puras de P. montezumae, 3 puras de P.
pseudostrobus y 5 putativas hibridas; estas se definieron de [a informacidén preexistente de
su ubicacién geografica y con base a diferencias morfolégicas de aciculas, conos y corteza
(Tabla 1, Fig. 1). Se exirajo ADN genémico utilizando el método de extraccidn Miniprep
CTAB, modificado por Vazquez-Lobo (1996). Los 6 ¢pSSR (T)n pares de iniciadores que se
usaron fueron derivados del cloroplasto secuenciado de Pinus thumbergii; Pt1254, Pt9400,
Pt1520, Pt3025, Pt7195, Pt8730 (Vendramin ef al, 1996). Las amplificaciones fireron
realizadas con base al método propuesto por Vendramin ef al., (1996). Los numeros de
acceso a GenBank de los cpSSR secuenciados son del AY164477 al AY164480. Los
fragmentos fueron obtenidos con un secuenciador automatico (ALF; Pharmacia). Se
utilizaron marcadores de -tres cpSSR pares de inicadores que producen tres diferentes
fragmentos (50, 100 and 150 bp). La separacién de los fragmentos se realizé sobre geles
désnaturaﬁzantes de poliacrilamida al 6% (7M Urea) de 0.35 mm de espesor y se corrieron
a 1350 V, durante 80 min. El tamafio de los fragmentos fue calculado con el programa
FRAGMENT MANAGER version 1.1 (Pharmacia) y por comparacion con los marcadores
internos y externos de 50 y 150 pb.



Tabla 1. Ubicacién geografica y altitud de los sitios de colecta de las poblaciones tipo; puras
¢ hibrida putativa de P. montezumae y P. pseudostrobus, en México y Guatemala.

Pobl. Especie Tipo Localidad Ubicacion Altitud
Geogrifica {msnm)
P51 P pseudostrobus Pura Tuxtepec 96°26°31” 2144
~ Oaxaca 17°19°59”
P62  P. pseudostrobus Pura Aguililla 102755736 2370
Michoacan 18°49°17"
P123  P. pseudostrobus Pura Caoqué, Jalpa 90°41'66” 2043
Guatemala 14° 38' 237
Hl4 P pseudostrobus Hibrida putativa Malacatepec  100°09°43” 3100
P. montezumae Edo. México 19°21°16"
H25  P.montezumoe’/ Hibrida putativa Angangueo 1ooer7’n07” 2850
'P. pseudostrobus Michoacan 19°37°01”
H36 P montezumae/ Hibrida putativa Temascaltepec 100°02°28” 3100
P. pseudostrobus Edo de México 19° 02°35”
H47  P. pseudostrobus/ Hibrida putativa Zitacuaro 100°21°31” 1700
P. montezumae Michoacan 19°26° 157
HO98  P. montezumae Hibrida putativa San Cristobal  92°25°60” 2440
P. pseudostrobus Chiapas 16°44°25”
M79  P. montezumae Pura Puebla 98°02°30” 2100
, 19°07°02”
MI10 P. montezumae Pura Tlaxcala 98°02°30” 3000
19°13° 307
M1l P montezumae Pura . Ixmiquilpan  99°30° 217 2100
Hidalgo 20° 30 187
M12 P mornfezumae Pura Totonicapan  91° 24' 08" 2374
Guatemala 14° 55' 60™
MI13  P. montezumae Pura Cuemnavaca  19°03°157 2010

Morelos

09° 147307




"sepLiqyy saqisod ssuofoejqod sej e ueaipul sesub somalo sof A ‘snqosisopnesd ‘o ep seund ssuojoejgod sef
S0JUE[q SOINDIfO SO] 'BBWNZOJUOW "d 8p skind ssuofsejqod sk uejpus soibau SoINoID SO7 “Blewalens) A oaixapy us
‘sepuqiy sefqisod A epumnzeuowl "y ‘snqoJjsopnasd “of 9p ssuojoeigod sk} ep eoyeibosh uglongLysic *t enbiy

88- Ay . %6

£21d
. o
: ®
9l -

NG
(D

ooL-

ve

gg- 26" . 96- 004-

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




Diversidad genética y subdivision de las poblaciones

Todas las estimaciones se obtuvieron con base en las frecuencias de los haplotipos,
que resultan de la combinacién de alelos (que son los tamafios diferentes de los fragmentos
obtenidos para cada loci) de los seis c¢pSSR utilizados. Para la variacion genética se
obtuvieron estimaciones de la diversidad genética dentro de las poblaciones (Hg, Slatkin,
1995} v la media del nimero de diferencias para pares de haplotipos (n, Tajima, 1993). La
divergencia entre poblaciones fue calculada con el modelo IAM (Fsr) y SMM (Rsr). Un
analisis jerarquico de varianza molecular (AMOVA, Excoffier ef al., 1992}, se utilizd para
analizar la estructura genética de tres grupos de poblaciones, el primero formado por cinco
poblaciones de P. monfezumae, el segundo por 5 hibridas y el tercero por tres de P.
pseudostrobus; Los componentes de variacién se dividieron en tres grupos: entre grupos
“er, entre poblaciones dentro de grupos & y dentro de poblaciones sy, La significancia
de los valores fue obtenida por 1000 permutaciones no paramétricas (Excoffier ef al., 1992).
El flujo genético (Nm) se estimd indirectamente a partir de la Rgr siguiendo la formula
propuesta por Slatkin (1991). Para la obtencion de los parametros y estadisticos estimados se

usa el programa Arlequin (Scheneider ef al., 2000}.

Reconstruccion filogenética y coalescencia A

El conjunto de haplotipos obtenidos fue utilizado para la elaboracion de una matriz
de distancias genéticas (D,) de acuerdo a Nei ef al, (1983). A partir de las distanciés
genéticas (D4) se realizd un andlisis de neighbour-joining con base al modelo SMM
(Slatkin, 1995) tanto para las poblaciones puras de P. montezumae (3) y de P. pseudostrobus
(5), asi como para el total de las poblaciones (13). Su significancia se estim6 a través de una
prueba de 1000 permutaciones (Takezaki y Nei, 1996). Para la reconstruccion del filograma
(neighbour-joining) se uso el programa NIBAFD (Takezaki, 1998).

Posteriormente se realizo una seleccidon de los haplotipos que presentaron frecuencias-
absolutas superiores a 2, que fue el valor de la frecuencia minima de haplotipos compartidos
entre poblaciones, y de haplotipos diagnostico compartidos entre especies y poblaciones
putativas hibridas para la elaboracion de una matriz y reconstruir un arbol genealdogico de
minima extension (MST) entre haplotipos (Excoffier y Smouse, 1994). E! arbol de genes
reconstruido se considera como una variable para estimar estadisticos poblacionales, mismos

ra aatin ralacinnadng enn Ing comnonentes de variacion v aue estan en funcion exolicita de



la informacion filogenética. El arbol de minima extension fue construido con el programa
Arlequin (Schneider ef al, 2000). Por otra parte, la misma matriz de distancias genéticas
absolutas se usd para reconstruir una red de haplotipos con base a la estimacion de los
limites de parsimonia de acuerdo a Templeton (1992). Este procedimiento comienza
calculando el nimero de pasos mutacionales entre haplotipos siguiendo las conexiones mas
parsimoniosas con una probabilidad igual o mayor que 0.95 (Templeton, 1992). La red de
haplotipos fue obtenida con el programa TCS (Clement ef al., 2001). La correccién de
ambigiiedades para la red de haplotipos fue realizado con base en la metodologia propuesta
por Crandall ef af., (1994) y Cooper ef al., (1996). Las asociaciones que generaron muchas
ambigiiedades fueron corregidas de acuerdo a uno de los supuestos de la coalescencia, donde
los haplotipos mas frecuentes son los mas ancestrales e internos (Crandall ef al., 1994).
Posteriormente cuando las probabilidades de union dé dos o mas haplotipos eran las mismas
(de acuerdo a las frecuencias), se corrigi¢ utilizando las diferencias de una base entre pares
de haplotipos como la conexién més parsimoniosa (Cooper ef al, 1996). Finalmente el
analisis de clados anidados de los haplotipos con relacion a su -distribucién geografica
{Nested Cladistic Analisis; NCA), asi como las inferencias de la demografia historica fueron
determinados con la metodologia de Templeton ef al, {1995), y con el uso del programa

GeoDis, de Posada et al. (2000).

RESULTADOS

Diversidad genética y subdivision de las poblaciones

Las amplificaciones de PCR de 18 microsatélites de cloroplasto confirman la
presencia de fos fragmentos en las especies de estudio. De 18 cpSSR ensayados, 6 fueron
polimérficos. El tamafio de los fragmentos varié de 2 a 8 pb. Se obtuvo un total de 29 alelos
(de 4 a 6 alelos por locus) y 146 haplotipos. Se presentd un alelo Gnico en la poblacion P62
(Pt7195:143 pb) y en las poblaciones P51 y P123 de P. pseudostrobus. (Pt8730:159 pb). En
P. montezumae. se encontrd solo un alelo inico en las poblaciones M79 y M810 (Pt1254: 64
pb). En algunas de las poblaciones mezcladas se encontraron alelos raros compartidos como
en fas poblaciones H36, H47 v H98 (Pt7195. 144 pb) y en las poblaciones H25 y H36
(P11520:124). Lbs alelos Unicos que se presentaron en haplotipos diagnostico para cada
especie fueron; para P. pseudostrobus el 66 (Pt1250), 146 (Pt7195), 163 (Pt8730), 125
| (Pt1250),141(Pt3025) y 90 (Pt9400), para P. montezumae el 145 (Pt7195), 127 (Pt1520), y



140 (Pt3025). El 69% de los 146 haplotipos presentaron frecuencias menores a 0.05 entre
los 312 individuos analizados. Para P. montezumae 48 de 53 (90.6%), en P. pseudostrobus
36 de 42 (93%) y para las poblaciones mezcladas 70 de 72 (97%).

Los haplotipos con frecuencias absolutas superiores a 2, asi como los haplotipos
diagnostico (compartidos entre las dos especies e hibridos) se presentan en Ia Tabla 2, el
resto de los haplotipos pueden ser revisados en la direccion electronica (http:
/www .ecologia.unam.mx/laboratorios.html). Los haplotipos mas frecuentes fueron: Hi
(67,147,160,126,141,89) y el H6 (67,146,160,124,141,89) tanto en poblaciones puras comb
mezcladas. Los haplotipos mas frecuentes para las  poblaciones puras de P. montezumae
fueron: H34 (67, 147, 161, 126, 141, 89), H36 (67, 147, 161, 126, 140, 89), y H45 (67, 146,
161, 127, 141, 89). Para P. pseudostrobus los haplotipo: H43 (67, 147, 159, 126, 141, 89) y
H20 (67, 146, 160, 126, 141, 190) y para las poblaciones hibridas putativas el haplotipo H19
(67 146 163 126 141 89) (ver Tabla 2).

Considerando las frecuencias de los 146 haplotipos para el anélisis, se encontré que
en todos los parametros estimados las poblaciones més diversas genéticamente fueron H36
(He = 0.5404, 7 = 3.243) y H4T (Hz = 0.5115, 7 = 3.068). Dichas poblaciones han sido
identificadas como hibridas putativas por lo que estin representadas por individuos de las
dos especies en estudio (Tabla 3). Para P. montezumae se obtuvieron valores altos en dos
poblaciones M79 (Hy = 0.4752; ©t = 2.851) y M810 (Hy 0.448; 1t = 2.692) seguido de dos
poblaciones de P. pseudostrobus la poblacion P51 (Hg 0.4571; = = 2.742) y la P62 (Hy =
0.4130; t = 2.478). Los valores mas bajos se presentaron en las poblaciones distribuidas en

Guatemala, en particular la poblacion P123 (Hg = 0.0779, = = 1.438) y la poblacion M12
(He = 0.0616; = 0.308) para P. pseudostrobus y P. montezumae respectivamente (Tabla 3).
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Tabla 3. Estimados de la variacion y estructura genética de 13 poblaciones de P. montezumae,
P. pseudostrobus e hibridas, en Mexico y Guatemala (la estimacién de la estructura genética
fue obtenida con los modelos JAM y SMM ). N= Tamaito de muestra; A= niunero de alelos;
H= nimero de haplotipos; Hz = Diversidad genética; n= Media de diferencias entre pares de
haplotipos; Fsr = diferenciacion genética entre poblaciones de acuerdo al modelo de mutacion
de alelos infinitos (JAM); Rer= diferenciacion gencética de acuerdo al modelo de mutacion de

un paso (SMM). D. E = Desviacion Estandar; * valores significativos (P = 0.05),

Especie 1AM SMM
Poblacion N A H H: (D.E) t  (D.E) Fgp Rer

P. pseudostrobus

P51 24 15 17 0.457 (0.279) 2.743 (1.5006)

Paz 24 I3 9 0.413(0.257) 2.478 (1.386)

P123 24 13 14 0.078 (0.092) 1.438 (0.907)

Media 14 16 0.3160 (0.209) 2200 (1.267) 0.146* 0.166*
Hibridas putativas

H14 24 10 11 0.272 (0.185) 1.630 (1.000)

H25 24 14 15 0.298 (0.199) 0.736 (1.600)

H36 24 21 19 0.540(0.322) 3.243(1.732)

H47 24 20 20 0.511(0.307) 3.068 (0.511)

H58 24 15 15 0.345(0.223) 2.069 (1.199)

Media 16 16 0.393 (0.248) 2.366 (1.088) 0.273* 0.449%
P. montezumae ,

M79 24 16 18 0.475 (0.289) 2.851(1.555)

M3810 24 17 17 0.449 (0.276) 2.692 (1.483)

MIl11 24 18 12 0.239 (0.169) 1.438 (0.907)

MI2 24 13 9 0.061 (0.073) 0.308 (0.329)

MI3 24 2 11 0.178 (0.136) 1.072 (0.733)

Media 14 13 0.281 (0.209) 1.678 (1.001) 0.270* 0.258%
Media general 15 15 0.330(0.2100) 1.970(1.000) 0.230 0.291
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Similarmente, para la divergencia genética entre poblaciones los valores mas altos se
presentaron en las poblaciones hibridas usando los modelos SMM e 1AM en la estimacion
(Rsr = 0.449; Fsr = 0.273) seguido de las poblaciones puras de P. montezumae (Rsy =
0.258; Fgr 0.270). La menor diferenciacién entre poblaciones se presentd en P.
pseudostrobus (Rgy = 0.166; = Fgr 0.146 (Tabla 3)..EI analisis jerarquico de la varianza
molecular fue relativamente alto entre poblaciones (Rsr = 0.4037, P < 0.000} y entre
poblaciones dentro de grupos (conformados cada uno por fas dos especies y las poblacionés
hibridas putativas) (Rsc = 0.3483; P < 0.000). Mientras que la diversidad media entre
grupos (Rer ) fue de 0.0844 (P < 0.050). El porcentaje de Ja variacién total que corresponde
a la diversidad entre grupos fue de 8.44 %, entre poblaciones dentro de grupos de 31.93%,
dejando el mayor porcentaje de haplotipos dentro de las poblaciones con 59.63%. Las
estimaciones del flujo genético (Nm) oscilaron entre 1.272 y 3.52 con una media de 1.45, lo
cual sugiere que existe un intercambio genéticd moderado entre las poblaciones de ambas

especies analizadas.

Reconstruccion filogenética y coalescencia

Primeramente realizamos la reconstruccion de un arbol de neighbour-joining basado
sobre las distancias geneticas de Nei (D4) que incluye las poblaciones puras de cada es;ﬁecie
para utilizarlo como control de clasificacion de las especies para los anélisis posteriores. El
resultado reveld dos grupos definidos (figura no mostrada), cada uno conformados por las
poblaciones de cada especie. El filograma obtenido para las 13 poblaciones muestra dos
grupos; el primer grupo esta formado tanto por las poblaciones putativas hibridas como las
poblaciones pufas de P. pseudostrobus, mieniras que el segundo esta representado por las
poblaciones puras de P. montezumae (Fig. 2). Estos resultados sugieren por un lado que las
poblaciones hibridas son filogenéticamente mas. relacionadas a las poblaciones puras de P.
pseudstrobus que a las poblaciones de P. montezumae, y por el otro lado, que la introgresion
es ﬁnidireccinnal, con introgresién de material citoplasmatico de P. montezumae hacia las

poblaciones hibridas vy de P. pseudostrobus.
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Figura 2. Dendrograma que muestra las relaciones genéticas entre las 13 poblaciones (D) estudiadas,
Bootstrap basado en 1000 replicas (se muestran los porcentajes superiores a 40%). La linca negra
representa a las poblaciones puras de P. montezumae, la linca gris a las poblaciones puras de P.
pseudostrobus, y la linea punteada a las poblaciones putativas hibridas; m/p = poblacién con caracteres
morfolégicos en su mayoria de P. montezumae y p/m = caracteres morfolégicos en su mayoria de P.
neendostrobus.

ILas relaciones genealdgicas de los 46 haplotipos, con base en el arbol de minima
extension (MST), forman tres grupos de haplotipos; el primero que estd conformado por la
mayoria de haplotipos de P. montezumae, especie a la cual pertenecen los dos haplotipos
con mayores frecuencias (H1 y H34), mezclados con haplotipos también presentes en
individuos hibridos y de P. pseudostrobus (Fig. 3). El segundo grupo esta conformado por la

mayoria de los haplotipos presentes en P. pseudostrobus y los hibridos. Un tercer clado esta
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conformado tanto-por un haplotipo de P. pseudostrobus e hibridos y por dos haplotipos de P.
momntezumae. Los resultados sugieren que las poblaciones presentan una introgresion
ancestral, ya que uno de los haplotipos de mayor frecuencia y por tanto mas ancestral (H1),
esta representado en las dos especies y en una poblacion hibrida (H14). Nuevamente, se
observa una introgresion asimétricamente mayor de P. montezumae hacia las poblaciones de
P. pseudostrobus. |

Los valores obtenidos de las relaciones maés parsimoniosas entre los
haplotipos de la red o genealogia fueron altos en todos los pasos de la red (P = 0.95). Sin
embargo, se generaron varias ambigiledades fundamentalmente de homoplasias entre los
haplotipos H1-H34, H36-H35-H10, H1-H28-H42, y HI16-H359-H17, las cuales fueron
corregidas como se describe en el apartado de materiales y métodos. La red de haplotipos
muestra a dos de los haplotipos més frecuentes como centros de diferenciacion (H34 y 1)
cada uno forma parte de un subgrupo (4-1 y 4-2 respectivamente) (Fig. 4). El subgrupo 4-1
incluye a 23 haplotipos (la mayoria representados por P. montezumae) los cuales integran a
las 13 poblaciones estudiadas. El subgrupo 4-2 esta formado por 22 haplotipos, de los cuales
la mayoria pertenecen a la especie P. pseudostrobus, conformado por haplotipos de 8 de los
sitios de estudio. Estos dos subgrupos concuerdan con el filograma obtenido, excepto que en
el filograma se muestra un tercer grupo formado por 6 haplbtipos, los que estin
representados en el grupo 4-2 de la red de haplotipos. H4 y H27 pertenecen a P.
pseudostrobus y son haplotipos internos, dos haplotipos de hibridos H15 y H14 que son
externos, y los haplotipos H33 y H37 que fueron corregidos por las diferencias en sus
tamafios con relacién a los haplotipos que los conectan, quedando dentro del subgrupo-1

como haplotipos terminales, pero muy cercano al haplotipo H34 interno y ancestral.
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Figura 3. Relaciones genealégicas de los haplotipos {cpSSR)

con base al método de minima extension (MST), de Excoffier

y Smouse (1994). Los rectangulos negros representan a los
haplotipos obtenidos en las poblaciones puras de P. montezumae,
los rectangulos blancos representan a los haplotipos de las
poblaciones puras de P. pseudostrobus, los rectangulos rayados
representan a los haplotipos diagnostico de las poblaciones
hibridas putativas, los rectangulos con dos o tres colores
representan a las combinaciones de haplotipos presentes en los
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Figura 4. Red de haplotipos de cpSSR de las poblaciones de P. montezumae y P. pseudostrobus, ¢ hibridas putativas y grupos
de anidamiento asoctados. La red de haplotipos fue estimada al 95% de confiablidad, con el uso de los algoritmos de Templeton
(1992). Los ceros indican haplotipos intermedios entre los haplotipos observados pero que no se obtuvieron en las muestras. Las
lineas solidas entre los haplotipos indican un cambio mutacional que interconecta dos haplotipos. Las lineas punteadas entre
haplotipos indican ambigiiedades (conecciones multiples) gue fiieron corregidas con la metodologia de Crandall ef al, (1994} y

Cooper ef al,, (1996). a) incluye a los grupos de anidamiento de los clados 1y 2 ¥ b) incluye a los niveles mas altos, clado 3 y 4.

Los recuadros de lineas delgadas indican el nivel 1 del clado o al primer grupo de haplotipos anidados designados como °1-»’,
donde n corresponde al nimero especifico del clado. Los recuadros con lineas gruesas representan el nivel 2, agrupando el
clado-1. El clado-3 se indica en recuadros con lineas delgadas, El clado-4 se indican con recuadros con lineas gruesas y el
ultimo anidamiento (clado-5), donde se agrupa a toda la red de haplotipos se indica con una linea vertical gruesa.
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Tabla 4. Analisis de contingencia de asociacion geografica de 46 haplotipos de cpSSR
en 13 poblaciones de P. montezumae, P. pseudostrobus e hibridas putativas en México

y Guatemala,

Clado chi-quadrada  Probabilidad Clado chi-quadrada  Probabilidad
12 11.86 0.121 2-2 1127 0.001*
1-3 2,660 0.588 23 22,63 0.021*
14 2.920 0.337 2-5 1453 0.115
1-5  3.000 1.000 2-6 52,05 0.000*
1-6  8.860 0.013* 2-3 0,000 1.000
1-7  4.000 0.314 2-9 4183 0.538
19 6.000 0.193 3-1 8275 0.000%
I-10  1.300 1.000 3-2  3.658 0.439
-1l 12.00 0.027* 3-3 2488 0.002*
1-13  6.766 0.639 3-4 2936 0.842
1-14  8.914 0.043% 4-1  56.46 0.000%
1-15  7.194 0.500 4-2 7636 0.000*
1-16 1.333 - L.00¢ Total 102.8 0.000%
1-17  16.09 0.049*

1-18  4.000 0.346

1-19° 59.39 0.000%

1-20  40.32 0.000*

2-1 7440 0.012*

La Tabla 4 muestra el analisis de contingencia para los 46 haplotipos de las 13 localidades
estudiadas, realizado por categorias anidadas de variacion genética v geografica (Fig. 4).
Seis de los clados del nivel 1 muestra claras asociaciones geogréficas con los haplotipos (1-
6, 1-11, 1-14, 1-17, 1-19, 1-20), cuatro para el nivel 2 (2-1, 2-2, 2-3, 2-6), y dos para el
nivel 3 (3-1 y 3-3). La hipotesis de que no hay asociacion geografica es rechazada con un

valor altamente significativo en el resto de los niveles mas altos.



Tabla 5. Inferencias de procesos historicos con base a los resultados del analisis de clados anidados entre la
distribucién geografica de los haplotipos de cpSSR en 13 poblaciones de P. monfezumae, P. pseudostrobus
¢ hibridas putativas en México y Guatemala.

Clado

Pasos de inferencia

Infarencia

P montezumae
1-6
1-17

P. pseudostrobus
1-11 '
1-14
i-15
2-6
3-3

42

1-2NQO-11NQ-1781-481-981-1081
1-2NO-11No-17SI-4NO

1-2NO-118I-Expansion del area-12NO
1-2S8I-3NO-4NO

1-2SI-3NO-4NO
1-2SI-3NO- 4S1-08I-10NO

1-2NO-118}-Expansion del area-12NO
1-2NO-1181-Expansion del area-12NO

1-2NO-11SI-Expansion del area-12NO
1-281-3NO-4NO

1-2SI-3NO-4NO

1-2NO-11No-17
1-281-3SI-5NO-6NO-781

1-281-381-5NO-681-13S1
1-2ZNO-3NO-4NO

1-28I-3NO-4NO

Fragmentacidn alopétrica

Flujo genéticorestringido/aislamiento
vs distancia

Contigua expansion del area

Flujo genético restringido/aislamiento
vs distancia

Flujo genético restringido/aislamiento
vs distancia

Esquema de muestreo inadecuado
para discriminar entre fragmentacion
y aislamiento por distancia

Contigua expansion del area
Contigua expansion del area

Contigua expansion del area

Flujo genético restringido/aislamiento
vs distancia

Flujo genético restringido/aislamiento
vs distancia

Inconcluso

Flujo genético restringido con
dispersion pero a gran distaneia
Colonizacion a gran distancia

Flujo genético restringido/aislamiento
vs distancia

Flujo genético restringido/aislamiento
vs distancia

Los resultados del analisis de clados anidados y las distancias geograficas se

muestran en la Fig. 5, mientras que las inferencias acerca de la estructura de las poblaciones

y sus interpretaciones de la demogréfica historica se muestran en la Tabla 5. Los patrones

predominantes indican un evento inicial de contigua expansién del area del clado 4-1,

representado fundamentalmente de haplotipos de P. montezumae, seguido de flujo genético

con aislamiento por distancia y eventos actuales de fragmentacion y flujo genético. Mientras

que en el clado 4-2 se presentd un patrén inicial de flujo genético restringido, resultado del

aislamiento por distancia, seguido de un proceso de colonizacion, y en los clados mas
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externos o terminales asilamiento por distancia y colonizacién a gran distancia. Este clado
esta representado fundamentalmente por haplotipos de P. pseudostrobus e hibridos.
Nuevamente se observa un patron claro de introgresion de haplotipos de P. monfezumae
hacia las poblaciones de P. pseudostrobus, donde la introgresion se representa en el clado 2-
3, muy cerca del centro del clado 4-1, por lo qﬁe es un clado interno, v ¢l clado 2-2 que es

terminal o reciente. Este resultado sugiere un patrén de introgresion ancestral.

Figura 5. Anlisis de clados anidados de las distancias geograficas con relacion a 46 haplotipos
obtenidos con cpSSR, de 13 poblaciones de P. montezumae, P. pseudostrobus, ¢ hibridas, La
estructura jerarquica representada en esta figura es la misma que en la figura 4. Las diferentes
columnas de izquierda a derecha muestran el incremento de los niveles de anidamiento, hasta el
clado 5-1. Los recuadros reflejan la estructura de los clados anidados del nivel inferior inmediato.
Los haplotipos se representan al principio del esquema (izquierda). Los niveles de los clados (No),
las distancias de los clados (Dc) y de los clados anidados (Dn), se presentan en la parte superior del
esquema. Una “S” subindice indica que la distancia essignificativaments pequefia al 95% de
confiabilidad, y una “L” subindice indica que la distancia es significativamente grande. Asi como
para los clados o haplotipos terminales “T” o internos “I”. Estas distancias también son agrupadas
en la parte inferior de los recuadros, indicados por el simbolos “I-T7.
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DISCUSION

En este estudio se demostré que los marcadores cpSSR pueden ser de gran ayuda
para discriminar especies o taxa que estén muy relacionadas filogeneticamente, como es el
caso de P. montezuma y P. pseudostrobus. En estudios similares que utilizan otros
marcadores, el nimero de haplotipos especificos por especie es menor (Matos y Schaal,
2000; Wagner et al, 1987; Kutil y Williams, 2001), o bien, no se obtienen fragmentos
especificos para cada especie. Tal es el caso del trabajo realizado en el Capitulo III, estudio
que trata sobre la estructura genética e introgresion de las mismas especies pero con base a
microsatélites nucleares, donde la recombinacién genética no permitié detectar con claridad
la dindmica de la introgresion. Al detectar un mayor nimero de polimorfismos, asi como
polimorfismos especificos de las especies y de poblaciones hibridas putativas, los cpSSR
pueden ser considerados potencialmente (tiles para realizar estudios finos de la dindmica

histérica de las especies y de la introgresion en el género Pinus.

Variacion y estructura genética

La hibridacién introgresiva es central en estudios evolutivos y de especiacion. Este
proceso ha sido ampliamente documentado en varias especies de pinos (Liddecoet and
Righter,1961; Lanner, 1974a; Bucci ef al., 1998; Matos y Schaal, 2000), y que por lo menos
hasta ahora se conoce que ha dado origen a una especie, P. densata, por introgresion
ancestral (Wang y Szmidt, 1990, Wang et al,, 2001). En particular para las dos especies en
estudio, se tiene conocimiento de que P. montezumae'y P. pseudostrobus son capaces de
intercambiar material genético, evidenciado por caracteristicas morfologicas en las
poblaciones naturales (Mirvo 1967; Perry, 1991) y en plantaciones artificiales (De la Garza
y Nepamuceno, INIFAP com. pers.,). En este estudio nosotros obtuvimos valores de
diversidad genética, tanto de Hz como de = relativamente altos, comparables a los obtenidos
con cISSR para otras especies de pino de amplia distribucion geografica, como P.
levccodermis (Hy = 0.316; Powell et al, 1995), y P. halepensis (Hg = 0.222; Bucci ¢f al.,
1998). Ademas, los valores obtenidos para ambos estimadores en las poblaciones putativas
hibridas fueron superiores a las poblaciones puras de cada especie. Este resultado es un
indicador de que existe introgresion en las poblaciones mezcladas, en este caso las

poblaciones que presentaron mayores valores de diversidad genética fueron dos de las
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poblaciones ubicadas en el Estado de México dentro del Eje Neovolcanico, Esta region que
ha sido denominada como centro de origen de nuevas especies de plantas por la hibridacidn
introgresiva (Rzedowski, 1978).

Es interesante observar que la diferenciacion genética en promedio para todas las
poblaciones fue marcada (Rsr = 0.302), promedio que cae en el rango obtenido con cpSSR
para otras especies de pinos, como del complejo Halapensis (0.074- 0.32; Bucci ef al.,
1998), o del complejo Montezumae, con RFLP's de cloroplasto {0.014-0.475; Matos y
Schaal, 2000), asi como con el promedio general que se ha obtenido para todas las especies
del género estudiadas (Fgr = 0.240, Delgado et al, 2002). El mayor valor de estructura
genética se encontro entre las poblaciones hibridas (Rsr = 0.450), resultado que, aunado a la
presencia de haplotipos Unicos en varias de estas poblaciones, pueden sugerir que la
hibridacién introgresiva ha ocurrido de manera continua a través de muchas generaciones, y
que en la actualidad se ve reflejada en la existencia de variantes novedosas o propias de los

individuos hibridos que habitan en estos sitios.

Relaciones genealogicas

También encontramos fuerte evidencia de incorporacién de material citoplasmético
de manera unidireccional en las relaciones filogenéticas de las poblaciones estudiadas asi
como de los haplotipos. Como se observa en la Fig. 2, las poblaciones de P. montezumae se
agrupan en un grupo claramente definido, mientras que las poblaciones puras de P.
pseudostrobus y las poblaciones putativas hibridas se agrupan en un segundo clado.
Topologia que se observa mas claramente en las relaciones genéticas de los haplotipos
donde varios haplotipos obtenidos en individuos de las poblaciones puras de P.
pseudostrobus e hibridas son mas relacionados genealogicamente con los haplotipos de P.
montezumae, que con P. pseudostrobus, por lo que se agrupan dentro del clado que
representa a P. montezumae (Fig. 3). Estos resultados indican dos aspectos relevantes, el
primero que las poblaciones hibridas son originales o indigenas de P. pseudostrobus, y que
presentan haplotipos recientes o novedosos. Segundo, que la introgresion ocurre a traves del
polen de las poblaciones de P. montezumae hacia las poblaciones de P. pseudostrobus,
donde estas poblaciones actian en su mayoria como 4arboles madre o receptoras de polen.
Esto puede ser sustentado parcialmente con los resultados obtenidos en el estudio de

Delgado y Pifiero, (Capitulo I1I), donde con nSSR se detectd una introgresion bidireccional
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pero mayormente en el mismo sentido de este trabzijc;, donde tres de cinco poblaciones
putativas hibridas fueron agrupadas en el clado de P. pseudostrobus, ademas la topologia
obtenida con los datos morfoldgicos fue igual a la obtenida en este estudio, excepto que la
poblacion H98, se agrupo con el clado de P. montezumae. Bsto indica que a nivel molecular
como morfoldgico las poblaciones de P. montezumae son mas cohesivas o mas fuertemente

relacionadas.

Andlisis de clados anidados e inferencins historicas

Recientemente se ha demostrado que el andlisis de la estructura genética es mas
robusto utilizando los métodos de coalescencia para analizar la estructura genealdgica de los
genes o haplotipos con relacion a su distribucion geografica (Templeton, 1998). Estos
métodos se estan aplicando actualmente a nivel supraespecifico, pero con taxa que son poco
divergentes como es el caso de las especies en estudio (Crandall, 1994). Los datos obtenidos
para las especies estudiadas sugieren un alto nivel de estructura geogrifica de las
poblaciones (ver Tabla 4). Esto indica que los grupos de anidamiento estan formados por
linajes independientes, en este caso, de dos linajes evolutivos representados en los niveles
mas altos en el analisis. Esto es, por el clado-4-1, conformado en su mayoria de haplotipos
de P. montezumae y el clado 4-2 representado en su mayoria por haplotipos de P.
psendostrobus. Asi como un tercer linaje no independiente representado por lé introgresion
citoplasmatica de P. pseudostrobus dentro del clado 4-1 de P. montézumae, linaje que al ser
dependiente del linaje de P. montezumae (clado 4-1), podria encontrarse en procesos de
especiacion.

Las asociaciones de los diferentes haplotipos y clados de anidamiento nos indican
dos procesos importantes de la historia demografica de las poblaciones de acuerdo a la clave
sugerida por Templeton (1995). El primero es un modelo de expansidon contigua del area
(clado 4-1). Este modelo fue descrito por Cann ef al, (1987), y supone que la expansion de
las poblaciones se debe a la dispersion de los individuos en areas contiguas, como un
movimiento gradual a través del tiempo marcado por eventos de coalescencia en el
cloroplasto. Ejemplos de expansion se observan en todos los niveles de anidamiento: clados
1-4, 1-20, 3-1, y 4-1, asi como eventos de flujo genético por aislamiento por distancia en
varios de los grupos de anidamiento de nivel mas bajo como el clado 1-2, 2-1y 2-2. La

mayoria de los episodios de flujo genético incluyen a los clados representados por
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haplotipos de P. montezumae e hibridos; estos dltimos conforman un linaje evolutivo, que
incluye introgresién ancestral dentro de los clados 2-1, 2-2 y 2-3, probablemente iniciada
durante el evento mas fuerte de expansion, representado dentro del clado 4-1. Otro proceso
demografico interesante es el de fragmentacion que se detect6 en los clados 1-6, 1-9 y 2-5,
Los haplotipos que conforman estos clados estan representados por poblaciones puras de P.
montezumae distribuidas en Puebla, Hidalgo Tlaxcala y Morelos. Tenemos entonces, dos
rutas de los procesos: la primera una expansion contigua del rango a la parte NE seguido de
fragmentacion, y la segunda, una expansion de la parte NW seguida de flujo genético y
episodios recientes de fragmentacién en poblaciones de P. motezumae, flujo genético en
poblaciones hibridas y de P. pseudostrobus, y de expansion contigua en poblaciones de P.
montezumae y poblaciones hibridas. En contraste, la otra parte de la historia {clado 4-2) esta
representada por eventos de flujo genético debido al aislamiento por distancia en todos los
niveles de anidamiento, clado representado por haplotipos de P. pseudostrobus e hibridos.
En algunos clados més terminales del clado 3-3 y 3-4, se observaron procesos de
colonizacién (clado 2-6) y flujo genético con dispersion a gran distancia (1-19). Es de gran
interés el clado 2-6, donde se presento el evento de colonizacion, que es definido como el
establecimiento abrupto o rapido de una poblacion en una nueva area geografica
(Templeton, 1998). Este clado esta conformado por haplotipos de las poblaciones puras de
P. pseudostrobus y las poblaciones hibridas distribuidas en el Estado de México y
Michoacéan, y que forman parte del Eje Volcanico Transversal, ademas de Chiapas, Oaxaca
y Guatemala, este clado incluye a los haplotipos mas recientes. Por otra parte es importante
mencionar que el Unico evento de expansién contigua registrado en este clado (4-2), fue
para un haplotipo (H35) de P. montezumae y un hibrido (H10) en el clado 1-11; estos
haplotipos generaron homoplasias dentro de la red, las cuales no se lograron corregir
claramente, por lo que su interpretacion demografica debe de verse con cuidado.
Resumiendo, los eventos evolutivos determinados en el clado 4-2 indican que
historicamente se han presentado eventos de aislamiento por distancias seguidos por un
evento de colonizacién, nuevamente flujo genético con aislamiento por distancia y con
dispersion a gran distancia. Este patron es interesante, ya que muestra que por un lado varios
de los haplotipos se presentan tanto en poblaciones hibridas como puras de P. pseudostrobus

los que probablemente se dispersaron por la parte NW de México, actualmente Sierra Madre
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Occidental, y por otro lado que algunos de los haplotipos catalogados como hibridos
representan haplotipos externos, por lo que podrian ser de origen reciente por hibridacion.

En general se puede decir que P. moniezumae y P. pseudostrobus son dos especies
distintas aunque cercanas, con gran capacidad de intercambiar material genético y donde fas
restricciones reproductivas no son muy fuertes, También que la informacion de caracteres
morfologicos como evidencia de hibridacion intrégresiva sigue siendo diagnostica de
hibridacion, ya que especies con poblaciones que muestran morfologias mezcladas, puede
ser corroborado con datos moleculares {como en el presente estudio), donde la hibridacion
introgresiva es mas factible de detectar en comparacion a éspecies con caracteres
morfologicos disimiles, donde la deteccion de eventos de introgresion es esporadica. Tal es
el caso del estudio de Matos y Schaal (2000), donde se detectaron eventos de introgresion
entre las especies estudiadas, las que tienen caracteres morfologicos completamente
distintos, e incluso presentan diferencias de distribucion altitudinal entre las areas donde
habitan. En el presente estudio la introgresion observada fue independiente de la distribucion
geografica o altitudinal de las especies, y se presenta a través de toda el area de distribucion
de las poblaciones de P. pseudostrobus e hibridas.

Algunas de las explicaciones posibles acerca de la introgresion unidireccional
observada pueden ser: i) diferente tiempo del desarrollo del polen entre las especies, ii)
mayor produccidon de polen de P. montezumae, ii) mayor pérdida de owvulos de P.
pseudostrobus, y iv) menor tamafio de algunas poblaciones de P. pseudosirobus. Todas estas
explicaciones pueden estar dadas por cambios ambientales contrastantes entre las
poblaciones, ya sea por eventos climaticos o geoldgicos pasados (fragmentacion del
ambiente) o por una perturbacion humana reciente. El primer argumento se sustenta en los
resultados obtenidos de la distribucién de los haplotipos de las poblaciones representadas en
el clado 4-1, donde observamos que en el pasado, las poblaciones tendieron a tener la mayor
expansion pero que a través del tiempo estas no han presentado otro evento igual de manera
significativa. Esto se ve reflejado en los eventos de aislamiento por distancia que se
gobservan como mas comunes actualmente. El segundo argumento se explica
fundamentalmente para el clado 4-2, donde se agmpalla mayoria de haplotipos de P.
pseudostrobus. Esta especie de pino ha sido la de mayor importancia econémica como
producto maderable, lo que ha contribuido a la disminucidn del tamafio de sus poblaciones.

Por ello e} patron de aislamiento por distancia se ve incrementado a medida que aumentan
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los niveles de anidamiento, presentando asi hapldtipos que al pasar de las generaciones
pueden persistir como un linaje independiente con las oportunidades de dispersarse a otras
localidades. por flujo genético restringido. Historicamente se sugiere que el génro Pinus tuvo
su mayor diversificacion hace 20 Myr (Millar, 1993), Los cambios climaticos asociados a
las glaciaciones ciclicas que se presentaron durante este periodo fragmentaron o aislaron las
poblaciones de muchas especies en refugios separados geograficamente. Al final de la
ultima glaciacién (hace 18 000 afios), el clima fue mas calido, con la retraccién de los
glaciares propiciando una rapida migracion de especies fitera de las 4reas de refugio, muchas
de las cuales se expandieron dentro de areas que previamente no fueron habitadas (Webb y
Bartlein, 1992). Probablemente, P. montezumae presenté una expansion anterior a las
glaciaciones, por lo que pudo abarcar un irea geografica mayor y que actualmente estd
representada por poblaciones fragmentadas. En contraste, P. pseudostrobus podria tener
capacidades adaptativas mas restringidas que P. monfezumae, por lo que su historia
evolutiva ha sido probablemente determinada a través de eventos de flujo genético
restringido por aislamiento por distancia. En efecto, y de acuerdo a Farjon y Styles (1997),
existe registro fosil de conos del Terciario que podrian ser los ancestros de ambas especies y
sustentar la hipdtesis antes mencionada. Para P. montezumae existe registro fosil de conos
que son muy parecidos a los de la especie, encontrados en Colorado, que datan del
Oligoceno tardio (hace 26,5 Ma), y ofros. fosiles de conos que se asemejan a P.
pseudostrobus, en Nevada, que datan del Mioceno (12.5 Ma) (Axelrod, 1986). Esta
informacién demuestra que ambas especies estan muy relacionadas historicamente, y que
ambas tuvieron una distribucidn mas al Norte en el pasado. Por ello es probable que se haya
presentado primero el proceso de expansion contigua de P. montezumae, antes de las ultimas
glaciaciones, por lo que puede considerarse un origen mas antiguo que P. pseudostrobus,
especie para la cual su proceso histéfico de aislamiento y flujo genético detectado es
posterior a las glaciaciones. Tenemos entonces un escenario histérico del origen de dos
linajes divergentes, los dos primeros que representan la especiacion culminada de‘ P.
montezumae y P. pseudostrobus, hace méis de 15 a 20 mil afios, y un tercer linaje no
independiente que forma parte del linaje de P. montezuame, originado por la hibridacion
introgresiva ancestral, ya que forma un linaje interno y basal dentro del clado 4-1 de P.
montezumae. Probablemente, este linaje no independiente en la actualidad se encuentra en

procesos de especiacion, hipdtesis que es sustentada por los haplotipos tnicos y de origen
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recientes obtenidos en estas poblaciones hibridas putativas. Par otro lado, aparte de haber
obtenido patrones interesantes de la dindmica historica de las especies estudiadas, se gener6
informacion que apoya a la conservacion “in situ” de las poblaciones que podrian ser centros
de diversificacion y de origen de nuevos linajes evolutivos, como son las poblaciones H14,
H25, H35, H46, y H97 putativas hibridas.

A pesar de que se obtuvieron resultados importantes y se lograron establecer patrones
evolutivos de la dindmica de la hibridacion introgresiva entre estas especies, asi como
detectar las posibles rutas de la migracion de polen, es importante seguir con la elaboracion
de estudios con estas especies que incluyan un mayor tamafio de muestra, colectando
ejemplares de sitios que no fueron analizados (e.g., Veracruz, Guerrero, Colima y Chiapas),
asi como de estudios con ADN de mitocondria, ya que al ser heredada via materna
permitirfa conocer las rutas de la migracion del flujo genético por la diseminacion de
semillas, y asi obtener un escenario evolutivo que permita complementar la historia

evolutiva de estas especies.
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CAPITULO V
DISCUSION GENERAL
Introgresion diferencial: datos morfologicos y moleculares

(citoplasmiticos y nucleares)



Utilizando caracteres morfoldgicos y' marcadores moleculares microsatélites de ADN
nuclear (nSSR) y de cloroplasto (cpSSR) se infirieron patrones historicos de la dindmica de la
hibridacién introgresiva entre P. montezumae y P. pseudostrobus. Estos estudios, demostraron
que los microsatélites son de gran ayuda para diferenciar entre taxa muy relacionados
filogenéticamente. Ademas, los nSSR tienen gran utilidad para detectar eventos de hibridizacion
introgresiva, pero que son mas limitados que los cpSSR, ya que estin sujetos a recombinacion y
por tanto tienen dos veces mas probabilidades de generar un mayor grado de traslape de alelos,
por lo que el seguimiento de la dindmica del flujo genético es méas dificil de detectar (Lu, 2001;
Rieseberg, 1995). Sin embargo, mientras que los nSSR, nos proporcionaron una mayor
informacion de la cantidad del flujo genético y del grado de introgresion entre las poblaciones
que los cpSSR, estos ultimos nos proporcionaron informacion de las relaciones genealdgicas de
las poblaciones utilizadas para inferir la dinamica histérica de la introgresion. Por otra parte, los
datos morfologicos aportan informacion relacionada con su plasticidad genética asociada a la
variacion ambiental o ecoldgica de los sitios donde habitan las especies. Asi, la informacion
obtenida fue comparativa y complementaria, de tal manera que permitio reconstruir la probable

historia evolutiva de las especies a nivel de las poblaciones.

Pardmetros genéticos y diferenciacion genética

Las estimaciones de la diversidad genética, de la heterocigosis y de la estructura genética
obtenidas con nSSR y cpSSR son comparables con otras especies de pino estudiadas con
diferentes marcadores moleculares (Ledig, 1998; Delgado er al, 2002), Sin embargo, las
estimaciones con nSSR son relativamente menores al compararlas con las obtenidas con cpSSR.
En principio, para los microsatélites nucleares se presenta una alta similitud de las frecuencias
alélicas entre las poblaciones de ambas especies, valores medios de heterocigosis vy de diversidad
genética, siendo mas altos en las poblaciones posibles hibridas. La presencia de algunos loci
desviados de H-W y en desequilibrio de ligamiento también fueron detectados en varias de estas
poblaciones. Los valores de flujo genético fueron altos tanto en poblaciones puras como entre las
poblaciones posibles hibridas y por tanto se obtuvieron valores de estructura genética bajos entre
todas las poblaciones, siendo mucho menores entre las poblaciones puras de P. pseudosirobus e
hibridas. En contraste, la informacion obtenida con ¢pSSR revela valores mas altos de diversidad

genética que los nSSR, y también las poblaciones posibles hibridas fueron las mas variables. Los



valores de estructura genética fueron mas altos con cpSSR que con nSSR, siendo las poblaciones
de P. montezumae e hibridas las de mayor diferenciacion.

Generalmente, cuando las poblaciones pfesentan eventos de introgresion se espera una
gran cantidad de polimorfismos, debido a que puede incrementarse la variacion genética (Rogues
el al., 2001; Rieseberg, 1995), v la contribucién de los hibridos a la variacion genética debe ser
mayor a la de los parentales (Arnold 1992; Perron y Bousquet, 1997; Roques ef a/., 2001). En
este caso, las poblaciones posibles hibridas presentaron los valores mas altos de variacion
genética estimados para ambos marcadores genéticos, lo cual sugiere que las poblaciones
seleccionadés como hibridas podrian estar representadas de P. pseudosirobus, cuyo valor de
diversidad se veria aumentado como una consecuencia directa de la introgresion de P.
montezumae. Ademas, las poblaciones posibles hibridas presentaron el mayor nimero de alélos
unicos o raros. Este ultimo aspecto de alelos Gnicos podria presentarse a través de nuevas
mutaciones o por introgresién con otras especies (Williams ef al., 2000), El hecho de que los
hibridos presenten caracteres morfolégicos como moleculares diferentes a los parentales, es un
indicador del grado de evolucién y diferenciacion de estos individuos con relacién a sus
progenitores. Reiseberg y Ellstrand (1993) demuestran como aumenta el porcentaje de caracteres
extremos o propios de los hibridos en generaciones posteriores a la F1, de 10% a 30 % después
de 10 generaciones. Por tanto, la presencia de caracteres Unicos tanto morfologicos como
moleculares obtenidos en las poblaciones hibridas son importantes indicadores de introgresion
ancestral. |

Los valores de variacion genética obtenidos con nSSR fueron menores que con cpSSR.
Esto puede deberse a: 1) tasas de mutacidn mas altas en cpSSR que en nSSR, debido al tamaiio
diferente de la repeticion. Como sabemos, los microsatélites generan sus polimorfismos debido al
apareamiento erroneo entre las repeticiones cercanas, y resultan en una delecion o duplicacion de
un segmento del ADN (Golstein, 1995a). Los cpSSR analizados estin formados por zonas
repetidas de mononucledtidos por lo que la generacién de cambios por perdida o adicion de una
base es mas facil de que ocurra que en los nSSR que estudiamos, que estan formados por
trinucleotidos, por lo que el error a la hora de replicar el ADN es menos probable que ocurra, ya
que tendria que excluir o aumentar segmentos méas granﬁes que los cpSSR, y 2) es posible que fos
nSSR tengan que ver con aspectos funcionales en la replicacion, transcripcion, regulacion y

expresion de genes (Sinden, 199; Young ef al, 2000; Williams, 2001). Por tanto son mas



conservados que los cpSSR, ya que estos se distribuyen al azar en el genoma, son neutros y no

estan sujetos a seleccion (Vendramin ef gl, 1996). Por tanto, son menos conservados que los

nSSR.

Flujo genético y relaciones filogenéticas

Las estimaciones del flujo genético entre pares de poblaciones (A4) para cpSSR estan
dentro del rango reportado para varias especies de coniferas (P. flexilis: Schuster et al., 1989,
Picea spp: Boyle y Morganster, 1986; P. taeda: Friedman et af, 1985). En cambio con nSSR
fueron muy altas, tanto en poblaciones buras como entre las poblaciones hibridas. Las
poblaciones que presentaron valores de mayor flujo genético estimados con nSSR fueron las
posibles hibridas con las poblaciones de ambas especies, y menor flujo génetico entre especies.
Tanto las poblaciones posibles hibridas como puras tienen diferentes grados de introgresion, por
lo que el intercambio‘ de material genético no muestra un patron geografico claro. En cambio, con
cpSSR el flujo genético fue mayor entre las poblaciones puras de P. pseudostrobus y posibles
hibridas. Sin embargo, con los dos marcadores se observé que el mayor flujo genético se presentd
entre algunas de Jas poblaciones posibles hibridas. Estas poblaciones se distribuyen en el Eje
Neovolednico, zona que ha sido mencionada como de origen de plantas por éste proceso
(Rzedowski, 1978), por lo que es muy probable que esta zona sea un centro de hibridacién entre
las dos especies, y probablemente con ofras especies con las que se asocian como P. teocote, P.
michoacana y P. hartweggi.

Todas las estimaciones de la diversidad y estructura genética se ven reflejadas en las
relaciones filogenéticas de las poblaciones, donde con nSSR no se observa una agrupacion clara,
resultado que indica una introgresion bidireccional. En cambio, las relaciones filogenéticas
obtenidas con cpSSR formaron dos grupos definidos. En este caso, la introgresion fue
asimétricamente mds importante de P. monfezumae a P. psewdostrobus. Aunado a esto los
resultados de los datos morfolégicos también nos muestran que.las poblaciones posibles hibridas
estan mas asociadas a las poblaciones puras de P. pseudostrobus, donde se observa un primer
grupo formado de las poblaciones puras de P. monfezumae y una posible hibrida (H98), v un
segundo grupo conformado por la mayoria de las poblaciones hibridas (4 de 5) y las poblaciones
de P. pseudostrobus. Si comparamos los resultados obtenidos cbn los tres tipos de datos, tenemos

dos conclusiones generales; 1) los tres marcadores reflejan introgresion entre estas especies, en



menor grado con los datos morfoldgicos, seguido de los SSR de cloroplasto y una mayor
introgresion con nSSR, 2) los tres tipos de datos forman dos grupos de poblaciones, el primero
formado por las poblaciones puras de P. montezumae y ¢l segundo por las poblaciones puras e
hibridas de P. pseudostrobus, resultado que es menos claro con nSRR, seguido de los datos
morfolégicos y finalmente los cpSSR, lo que .podria indicar que los datos que estén
probablemente més sujetos a seleccion por el ambiente son los datos morfologicos y los nSSR.
Rieseberg (1995) menciona que la relacion entre caracteres morfolégicos entre las poblaciones
puras e hibridas, no siempre es 1a norma, ni estos caracteres con datos moleculares. Por gjemplo,
el estudio que realizaron Hanson y Rieseberg, (citado por Rieseberg 1995), en una zona de
hibridacion entre dos especies de Yucca, revelan poca o ninguna correlacion entre la distribucion
de caracteres morfolgicos, DNA de cloroplasto y RAPD’s, lo que demuestra que la diferente |
manera de generar cada fipo de datos resulta en diferencias estructurales y moleculares de los
individuos.

Dos aspectos que probablemente no permitieron detectar diferencias finas en la dinamica
de la introgresion con base a los nSSR utilizados en este estudio podrian ser: 1) que en los
marcadores que se utilizaron no se encontraron alelos con frecuencias especificas para cada
gspecie parental y que probablemente se requiere del uso de méas loci que muestren esas
tendencias, Sin embargo, con cpSSR también se encontraron alelos compartidos, aunque en
frecuencias bajas, lo cual permitio disectar las rutas de la introgresion, y 2) procesos especificos
que estan implicados en la manera que se comportan los SSRs, en el caso de los nSSR esta la
mutacion y la recombinacion. Las tasas de mutacion calculadas para cpSSR, en pinos son de 10~
5( Proban ef al, 1999). Las tasas de mutacién para nSSR en pinos no se conocen, pero se
esperaria que fueran menores por el tipo de regidn repetitiva que los conforma (di-trinucleétidos). |
Aunado a esto la manera en que se heredan los nSSR, también es diferente a los cpSSR, ya que se
heredan de manera biparental (2N), por lo que el tamafio efectivo es dos veces mayor que el de
ADN citoplasméatico en condiciones de equilibrio (Dong y Wagner 1994). Sin embargo, fue
importante utilizar ambos tipos de datos moleculares, ya que la informacion que se obtuvo fue
complementaria, y se logré discernir cuales poblaciones tienen mayor introgresion (que serian las
posibles hibridas), cual es la direccion de la introgresion en el caso de cpSSR (de P. montezumae
a P. pseudostrobus), y cual es la contribucidn complementaria de la introgresion de 2.

pseudostrobus, no detectada con cpSSR. Ademas, como se presentaron frecuencias alélicas muy



similares con nSSR, se demostro que la introgresion detectada solo se pudo generar a través de la
introgresion acumulada durante muchas generaciones, resultado que es comparable al obtenido
con cpSSR, ya que también se detectd un linaje que esta en proceso de especiacion por eventos
de introgresion acumulada durante varias generaciones. Vemos entonces que ambos marcadores
si estan reflejando una incorporacién de alelos interespecificos por hibridacion introgresiva
ancestral,

Varios factores pueden estar involucrados en los patrones de hibridacion introgresiva
obtenidos con ambos marcadores genéticos, principalmente factores ecoldgicos como son de
seleccion de habitat, abundancia y periodos reproductivos. Por un lado, hasta ahora no hay datos
sobre la capacidad de dispersion de polen y/o fertilidad de semillas entre estas dos especies, sin
embargo Delgado (1994) reporta para una zona de Michoacan que . montezumae produce 4%
mas semillas viables que P. pseudostrobus, por 1o que esta diferencia en la Hy podria deberse a una
mayor viabilidad de semillas y fertilidad de polen de P. momntezumae, en comparacién con P.
pseudostrobus. Al dispersarse en un rango amplio de la distribucion de la especie, produce la
diversificacion de alelos entre y dentro de las poblaciones con lo cual se lograron generar y por
seleccion fijar alelos (nicos o diagndsticos en las poblaciones hibridas. También se conoce que
para algunas confieras el polen puede dispersarse sobre grandes distancias mas de 500 m (Adams,
1992), y que las distancias que pueden dispersarse algunas semillas alcanzan hasta 300 m (Zasada,
1985). Estas estimaciones nos hablan de la factibilidad de intercambio de polen entre poblaciones
de especies muy relacionadas, donde bajos niveles de flujo genético son suficientes para la
homogerﬁzacién. P. montezumae y P. pseudosirobus son especies que en su mayoria habitan en
simpatria y que su ciclo fenologico esta sobrelapado, la época de floracion se presenta de febrero a
abril en ambas especies (Patifio e al, 1983), lo cual aporta espacios o transectos de hébitats de
condiciones que favorecen a ambos taxa. Esto se ha observado en estudios de zonas de hibridacidn,
donde la estructura interna de la zona de hibridacion es muy compleja, reflejando una distribucién
de habitats y recursos en forma de parches (modelo de parches o mosaico, Harrison 1986; 1990).
En este caso, la variacion que se observa depende de la habilidad de dispersion de los individuos
relativo a la escala espacial de ambientes heterogéneos.

La distribucién geografica y altitudinal de las poblaciones hibridas también fue un
factor que contribuyo a la introgresion, ya que la mayoria de las poblaciones hibridas se

distribuyen en una misma zo_na (el Eje Neovolcénico), y su rango de distribucion altitudinal es



muy parecido. Matos y Schaal (2000) encontraron introgresién entre P. montezumae y P.
hartweggi activada por factores de asociacion altitudinal, donde poblaciones de ambas especies
se asociaban en sitios especificos, por ejemplo encontraron valores altos de relacion filogenética
en el Nevado de Toluca. Sin embargo consideramos que para las especies estudiadas los factores
que estdn activando la introgresion fueron factores ecologicos y de estaciomalidad, lo cual
también se sustenta con los resultados de cpSSR, donde se observa que la diferencia en la
capacidad de produccién de polen entre estas dos especies puede ser uno de los mecanismos
principales en activar la introgresion. El caso de los nSSR puede ser revisado a través de una més
eficiente diseminaciéon de semillas de P. pseudostrobus, aportando asi la otra parte de la
introgresion observada con nSSR. Para probar dicha hipétesis se requiere del estudio de estas
poblaciones con ADN de mitocondria, ya que este se hereda via materna. Se esperaria una mayor
contribucion de la introgresion de P. pseudosirobus, especie que puede estar actuando
principalmente como 4arbol madre. En conclusion ambos tipos de datos muestran que la
introgresion se ha dado de manera continua a través de varias generaciones por incorporacion de
material citoplasmatico” via polen de P. moniezumae y probablemente por una mayor

diseminacion de semillas de P. pseudostrobus.

Especiacidn y Conservacion

La hibridacion introgresiva es de gran importancia desde el punto de vista evolutivo como
de la biologia de la conservacion. En el primer aspecto vemos que estos sitios podrian llegar a
generar nuevas variedades o especies a través de dicho proceso, lo cual es muy probable por la
presencia de alelos Gnicos o diagnosticos en poblaciones posibles hibridas, obtenidos tanto con
cpSSR como nSSR, asi como por la deteccitn de un linaje no independiente dentro del grupo de
haplotipos obtenidos para P. monfezumae. '

De acuerdo a los resultados del anélisis de clados anidados de los haplotipos de cpSSR se
planteo un probable escenario evolutivo de las especies estudiadas. Posiblemente, P. montezumae
presentd un evento de expansion anterior a las glaciaciones, por lo que pudo abarcar una gran
area geografica que actualmente esta representada por poblaciones fragmentadas. En contraste, .
pseudostrobus podria tener un origen posterior o bien, tener capacidades adaptativas mas
restringidas que P. montezumae, por lo que su escenario evolutivo ha sido determinado a través

de eventos de flujo genético restringido por aislamiento por distancia. De acuerdo al registro de



conos fosilizados, el linaje que dio origen a P. montezumae pudo originarse en el Oligoceno
tardio hace 26.5 Ma, y el linaje de P. pseudostrobus, en el Mioceno hace 12.5 Ma (Axelrod,
1986). Esta informacion demuestra que ambas especies estdn muy relacionadas historicamente y
que ambas tuvieron una distribucion mas al Norte en el pasado. Tenemos entonces un escenario
historico del origen de dos linajes divergentes, los dos primeros que representan la especiacion
culminada de P. monitezumae y P. pseudostrobus, hace mas de 15 a 20 mil afios, y un tercer linaje
no independiente que forma parte del linaje de P. mometzumae, originado por la hibridacion
introgresiva ancestral, |

La comprobacion de la hibridacion introgresiva entre estas especies aporta informacion
critica en cuanto a la realizacion de analisis ﬁlogénéticos con un sentido estrictamente
cladogenético en el género Pinus, ya que como estas especies existen por lo menos 5 grupos de
. especies de varias secciones y subsecciones del généro, que como se menciond® anteriormente
muestran evidencias de que la introgresion puede estar influyendo en su evolucién o pudo haber
originado a varias de ellas. Por ejemplo, especies, formas o variedades del complejo de P.
ayacahuite, el complejo Pseudostrobus (formado por lo menos con 5 variedades; Perry, 1991), el
complejo Montezumae (con 5 especies; Farjon y Styles 1997; Mafos.y Schaal, 2000), asi como el
pasible origen por hibridacion de P. maximartinezii (Ledig, 1998) y P. quadrifolia (Lanner,
1974), especies que cuando han sido analizadas en una filogenia cladista, han presentado
relaciones parafiléticas y polifiléticas (Liston ef @l, 1999; Pérez de la Rosa ef al, 1995), por lo -
que se sugiere que para éste grupos de especies se realicen analisis genealdgicos a nivel
infraespecifico (poblaciones), que permitan detectar la existencia o no de la hibridacion
introgresiva, y posteriormente hacer inferencias més robustas de sus relaciones filogenéticas.

Por otra parte, aunque el proceso de hibridacion introgreéiva puede ser génerador de
especies, también puede ocasionar la extinciobn de las poblaciones o especies parentales
(Rieseberg et al., 1996; Arnold ez al., 1997), por tal motivo, realizamos un andlisis especifico de
conservacion que nos permitié proponer poblaciones prioritaﬁas de conservacion con base a la
metodologia propuesta por Vane-Wright et al,, (1991), llamada de “diversidad filogenética”. Esta
metodologia analiza las topologias obtenidas en una filogenia, se cuantifica el nimero de linajes
que surgen de cada nudo o puntos de ramificacion para cada taxa y los valores mas altos se dan a
las poblaciones que se encuentran mas separadas del resto y cerca de la raiz del dendrograma.

Aunque esta metodologia fue inicialmente propuesta para taxa supraespecifico (especies,



géneros, familias), también ha sido aplicada a nivel infraespecifico, particularmente en
poblaciones que présentan valores altos de diferenciacion genética (Fsr), lo que permite analizar
topologias mas claras de las relaciones o agrupaciones filogenéticas (Fait 1992, Arita y Santos
del Prado, 1999; Delgado et al, sin publicar). En este trabajo, se utilizaron los filogramas
obtenidos tanto con nSSR como cpSSR.

Para obtener el indice de diversidad filogenética se estimaron dos pardmetros:

1) Agrupacion de poblaciones (AP); es el nimero de pablaciones presentes en el dendrograma.
2) Pesos poblacionales bdsicos (PPB): se refiere a la division del total de la agrupacién de
poblaciones entre el valor de cada una.

Para facilitar los calculos se estandarizaron los valores de PPB dividiéndolos entre el
valor mas bajo (£), lo que le dio a la poblacion de menor categoria el valor de uno, donde
encontramos que las poblaciones mas diferentes son las mas ancestrales en el dendrograma,
mientras que las mas parecidas evolutivamente a otras son las que se encuentran después de
muchas bifurcaciones. Posteriormente, se uso el método de Vane-Wright et al, (1991)
adecuandolo a datos dem.ogréﬁcos {nimero y tamafio de las poblaciones) y genéticos como la

diversidad genética (/) obtenida con cpSSR y la heterocigosis esperada (Hg) obtenida con

nSSR), con ello se obtuvieron indices de conservacion, donde, en lugar de usar el nimero de

ramificaciones entre nodos se uso: 1) el nimero de individuos por poblacién y 2) los valores
promedio de la diversidad genética () por poblacion y los valores promedio de las heterocigosis
(Hg). Para darle un valor mayor al tamaifio més-pequeﬁo' de poblacién (que son los tamafios de las
poblaciones que nos interesa conservar) se uso su inverso y se estandarizo entre el mas pequeilo,
asf la poblacion mas chica dio. de 1. En el caso de los estimados de la variacién genética (Hg),
(H), estandarizamos con el valor mas alto ya que queremos dar prioridades de conservacion a las
poblaciones de mayor nimero de heterocigos v de mayor diversidad genética, nuevamente se
obtuvieron valores de 1 (la mas variable) y 0. Una vez obtenidos los valores de los tres criterios
de conservacidn (demogréfico, genético y filogenético) se integraron realizando una sumatoria de
promedios por poblacién, donde Ias. poblaciones que presentaron los valores mds altos se
consideraron las poblaciones con prioridades de conservar. '

En el filograma obtenido con nSSR se observan 2 agrupaciones poblacionales (4F) para
la poblacion H98 de Chiapas (la méas basal en la topologia), 3 4P para la poblacion P123 de
Guatemlala, 4 AP para las poblaciones H14, H47, posibles hibridas y el resto de las poblaciones



con AP de 4. Las AP obtenidas con cpSSR fueron 2 para la poblacion H14, 3 AP para la M79,
M810 y M12, .4 AP para las tres poblaciones de P. pseudostrobus P51, P62 y P123, dos de /.
montezumae (M12 y M13), y 6 AP para el resto de las poblaciones posibles hibridas. Para que no
se presentaran diferencias muy grandes entre los valores que se obtuvieron para poblaciones
basales y terminales, se dividi6 el total de la agrupacion pobiaciona! (AP) entre el valor de cada
poblacion, por ejemplo para el primer valor cbn nSSR seria 53/5 y nos da un cociente de 10.6.
Los cocientes que se obtienen son los pesos poblacionales basicos (PPB). Para facilitar los
calculos los valores fueron estandarizados, dividiéndolos entre el valor mas bajo (£). Asi,
encontramos que los valores mas diferentes son los que quedan en la parte mas basal del
fenograma. Las mas parecidas evolutivamente a otras son las que se encuentran después de
muchas bifurcaciones. Entonces, con base a la topologia obtenida con nSSR la poblaciones H98
posible hibrida se encuentra a solo dos nodos de la raiz y 1a P123 tipo de P. pseudostrobus, a tres
nodos de la raiz, las que serian las mas diferentes evolutivamente al resto y por tanto las mas
valiosas para conservar (ver Tabla 1, Fig. 1). En el analisis de diversidad filogenética con cpSSR
las poblaciones que presentaron menor nimero de A# fueron la H14 (2AP), seguido de tres
poblaciones de P. montezumae (M79, M10 y M12), con 3 AP. Lo que indica que estas cuatro
poblaciones serian evolutivamente las més importantes de conservar (Fig 2, Tabla 2).

El andlisis con los otros indices de conservacion ( N, H, Hg), se presentan en la Tabla 3,
asf como la integracion de los diferentes indices con base a una sumatoria. Los resultados indican
que las poblaciones prioritarias de conservar de acuerdo al valor més alto para cada grupo de
poblaciones fueron la poblacion M79 de P. montezumae ubicada en Puebla, esto por el efecto de
la mayor contribucién de la variacion genética con ambos marcadores moleculares. Seguido de Ia
poblaciéon M12 de Guatemala, en la cual se presenta el tamafio de la poblacion que es pequeiio.
En pgeneral, todas las poblaciones de esta especie tienen variacion genética alta, tamafios
poblacionales grandes y de importancia filogenética semejante. Situacion que se repite con las
poblaciones de P. pseudostrobus, siendo la poblacion de Oaxaca (P51) la prioritaria para
conservar.

Aunque P. pseudostrobus presentan aparentemente valores parecidos en los 5 indices de
conservacion analizados, y por tanto nos indiquen que sus poblaciones no requieren de la
implementacion de estrategias de conservacion, la existencia de eventos de introgresion en sus

poblaciones implica que este proceso puede tener efecto en la extincion de poblaciones locales,
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Tabla 1. Analisis de diversidad filogenética de 13 poblaciones de P. montezumae,

P. pseudostrobus y posibles hibridas con nSSR y de acuerdo a Vane-Wright ef al.,
(1991) modificado por Delgado ef al., (sin publicar). AP = Agrupacién Poblacional,

PPB = Pesos Poblacionales Basicos; £ = Estandarizacion; % = Porcentaje de
prioridad de conservar.

Poblacion (No) AP PPB E %
P51 3 10.6 1 5.9
P62 5 10.6 1 ' 3.9
P123 3 17.6 1.6 _ 9.5
Hi4 3 17.6 1.6 9.5
H25 5 10.6 1 _ 59
H36 5 10.6 1 5.9
H47 4 13.25 1.2 7.1
H98 2 26.5 2.5 14.8
M70 4 13.25 1.2 7.1
MI0 4 13.25 1.2 7.1
M11 4 13.25 1.2 7.1
Mi2 4 13.25 1.2 7.1
M13 4 13.25 11.2 7.1
Promedio 53 16.9 100
H25
1l
.................. H36
1N Ps1
S {
3 L.
~~~~~~~~~~~ P62
Mi1
4 -
2 Mi12
e Hid
1 L~~ P123
H98
M79
|2 4 N
(L]
3 - H47
X 4 1 .
M13

Figura 1. Filograma de diversidad filogenética (nSSR) de 13 poblaciones de P. montezumae,
P. pseudosirobus ¢ hibridas putativas. Los mimeros en los recuadros representan las
Agrupaciones Poblacionales (AP).



Tabla 2. Analisis de diversidad filogenética de 13 poblaciones de P. montezumae,

P. pseudostrobus y posibles hibridas con cpSSR y de acuerdo a Vane-Wright ef ol
(1991). modificado por Delgado et al,, (sin publicar). AP = Agrupacién Poblacional;
PPB = Pesos Poblacionales Basicos; £ = Estandarizacion; % = Porcentaje de
prioridad de conservar.

Poblacion (No) AP PPB K %
P51 4 13.7 1.5 7.3
P62 4 13.7 1.5 73
P123 4 13.7 1.5 7.3
H14 2 27.5 3 14.5
H2s5 6 92 1 49
H36 6 9.2 1 4.9
H47 6 02 1 4.9
HO9R 6 Q2 1 4.9
M79 3 18.3 2 9.8
M10 3 18.3 - 2 9.8
M1l 4 13.7 1.5 7.3
M12 3 18.3 2 9.8
Mi13 4 13.7 1.5 73
Promedio 55 20.47 100
.................... H25
e |
--------------- ﬂsﬁ
5 [ |||||||||||||||||||||||||||||| H47
4 6 ----------------------------- H98
3 ——ew P62
_._ P51
M 2 4 e e P123
-------------------- H14
LT M79
3 M10
2 Mi12
3 Mii
4 L w3

Figura 2. Filograma de diversidad filogenética (cpSSR) de 13 poblaciones de
P. montezumae, P. pseudostrobus e hibridas putativas. Los nimeros en [os
recuadros representan las Agrupaciones Poblacionales (4AF).
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particularmente en poblaciones puras de la especie. Las poblaciones de P. pseudostrobus se
trastapan con la mayoria de las poblaciones hibridas putativas, y en dos de las poblaciones puras
de esta especie se preseniaron eventos de introgresion de FP. montezumae (poblacién P51 de
Oaxaca, y la P62 de Michoacan).

El linaje no independiente que se detectd dentro del linaje de P. mowmtezumae originado
por la introgresion también puede contribuir a la disminucidn del area de distribucion de esta
especie, esto, aunado al proceso acelerado de deforestacion de estos bosques podria finalmente
extinguir las poblaciones puras de esta especie v con ello perder parte de la riqueza bioldgico de
los bosques templados de nuestro pais. P. pseudostrobus es un de las especies mas explotadas en
México y Centroamérica (Saucedo y Acosta, 1988) por tal motivo es la especie que requiere de
mayor atencion para su'conservacién “in situ”, principalmente de las poblaciones de Oaxaca
(P51), Michoacén (P62) y Guatemala (P123), esto en un sentido estricto de la conservacion de
variantes alélicas de poblaciones puras o tipicas de la especie.

Por otro lado, la hibridacién introgresiva puede tener efecto en la creacién de centros de
diversificacion genética, siendo varias de las poblaciones posibles hibridas las mas susceptibles
de generar un nuevo linaje. Por tanto, es de'gran importancia la conservacién de poblaciones
hibridas, que son centros de diversificacion, como podrian ser las poblaciones H14 y H36
(distribuidas en el Estado de México), que fileron catalogadas como prioritarias de conservar,
Estas poblaciones pueden ser los principales centros de origen de una nueva variedad o
subespecie,

Es dificil predecir cuales hibridaciones pueden dejar zonas estables y cuales pueden
ocasionar la extincién de las poblaciones locales;, mucho més estudios empiricos, particularmente
los relacionados con el rompimiento de barreras reproductivas entre estas especies y con la
adecuacion de las poblaciones hibridas, podrian ayudar a clarificar el efecto que tienen los
hibridos en la extincion de poblaciones parentales y en su exitosa colonizacién. Ademas, se debe
continuar con la elaboracion de estudios con estas especies que incluyan un mayor tamafio de
muestra, colectando ejemplares de sitios que no fueron analizados (en Veracruz, Colima, Jalisco
y Chiapas), asi como de estudios con ADN de mitocondria para obtener algin escenario
evolutivo adicional que permita complementar la historia evolutiva de estas especies, y con ello

proponer estrategias mas claras de conservacion,

i3



Tabla 3. Indices de conservacién obtenidos con datos demogréficos, genéticos y filogénéticos para fas
poblaciones de P. montezumae, P. pseudostrobus y posibles hibridas. N = Tamario de la poblacién; Hep =
diversidad genética obtenida con cpSSR: Hpn= heterocigosis esperada obtenida con nSSR;, APn = Agrupacién
Poblacional obtenida con nSSR; APcp = Agrupacion Poblacional obtenida con cpSSR. Etds = valores

estandarizados a 1.

Poblacion (No) [N N Hep |Hep |Hgn |Hgn |APcp |APcp |APn [APn |Prioridad
Etds Etds Etds Etds Etds

P. pseudostrobus

P51 1000 |1.000 |0.354|1.000 [0.399 |1.000 |4 0.500 |5 0.400 (3.100

P62 2000 10.500 [0.178(0.904 [0.223 [0.500 |4 0.500 ;5 0.400 |2.404

P123 2000 |0.500 10.086|0.174 |0.147 |0.367 |4 0.500 3 0.600 2.141

Hibridas

putativas

Hi14 400 [1.000 {0.055|0.504 [0.122 [0.139 |2 1.000 |3 0.600 [3.243

H25 400 |1.000 {0.246|0.550 }0.271 |0.785 |6 0.250 15 0.400 ;2.985

H36 400 [1.000 |0.24411.000 [0.272 10.595 |6 0.250 5 0.400 ;3.250

H47 . 400 |1.000 |0.213]0.728 {0.362 {1.000 |6 0.250 |4 0.500 |3.478

H98 600 [0.666 [0.309|0.720 ;0.346 {0,526 i6 0.250 |2 1.000 :3.242

P. montezumae

M79 3000 [0.066 [0.289(1.000 [0.328 [1.000 |3 0.600 |4 (.5300 | 3.160

MI10 4000 |0.055 [0.28010.944 |0.302 {0.517 |3 0.600 | 4 0.500 |2.616

M11 1000 [0.200 [0.24910.504 |0.298 10.554 14 0.400 |4 0.500 |2.158

M12 200 |1.000 [0.107]0.131 [0.244 [0.458 i3 0.600 |4 (.500 [2.687

M13 2000 | 0.100 [0.217;0.376 [0.200 ;0.407 {4 0.400 |4 0.500|1.783
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CONCLUSIONES
Los microsatélites cpSSR, muestran valores mas altos de variacion genética que las
isoenzimas y que los nSSR, resultado que puede deberse a la diferente manera en que se
dan los procesos de mutacion en cada region del ADN,
Los modelos de evolucion molecular utilizados para derivar los estimadores de la
estructura genética de la poblacion deben de tomar en consideracion otras fuentes de
mutacion (mutaciones puntuales, inserciones y deleciones, y la existencia de
duplicaciones)- para entender las aplicaciones que desde el punto de vista comparado se
pueden hacer con este tipo de marcadores.
Se detectaron eventos de hibridaciéon introgresiva con los tres tipos de datos
(morfolbgicos, nSSR, y cpSSR), siendo los ¢pSSR mas informativos sobre la dindmica
historica de la introgresion.
Las poblaciones putativas hibridas presentaron en general los valores mas altos de la
variacion genética, asi como el mayor nimero de variantes alelicas 1inicas, por lo que su
contribucidn a la variacidon genética de todas las poblaciones fue superior a la de las
poblaciones puras o parentales.
La estructura genética obtenida con cpSSR fue mayor a la obtenida con nSSR, resultado
que concuerda con lo esperado, y refleja una mayor homogenizacion de las poblaciones
con nSSR debido a la manera en que se heredan (2N).
Las relaciones filogenéticas de las poblaciones obtenidas con nSSR indican que existe una
hibridacién introgresiva bidireccional. En contraste, con ¢pSSR, indican una hibridacion
infrogresiva asimétrica, de P. montezumae a P. pseudostrobus, y los datos morfologicos
muestran que las poblaciones posibles hibridas estan mas asociadas a las poblaciones
puras de P. pseudostrobus.
Los tres tipos de datos (morfologicos y moleculéres), indican una mayor asociacion de las
poblaciones puras de P. pseudostrobus con las poblaciones posibles hibridas, sugiriendo
que estas Gltimas fueron originalmente tipicas o nativas de P. pseudostrobus.
Ambos marcadores molecuiares (nucleares y citoplasmdticos), indican que la hibridacion
introgresiva observada podria ser ancestral, por la alta homogenizacion de las frecuencias
alélicas de todas poblaciones obtenida con nSSR, y por la presencia de un linaje

introgresante basal obtenido con haplotipos de cpSSR.,
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De acuerdo con los datos de cpSSR se sugieren posibles eventos histéricos de expansién
contigua de las poblaciones de P. montezumae y aislamiento por distancia de las
poblaciones de P. pseudosirobus.

También con cpSSR se propone un posible escenario evolutivo, donde se presentan dos
linajes evolutivos independientes (P. montezumae y P. pseudostrobus), y un linaje no
independiente originado por la hibridacion introgresiva ancestral,

Los tres tipos de datos sugieren la accion de varios factores tanto ecologicos, de seleccion
del hébitat, abundancia y periodos reproductivos, asi como genéticos, de seleccion de
algunos nSSR, y de variantes alélicas novedosas, han influido en la dinamica histérica de

la hibridacion introgresiva observada entre las especies.
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