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A Arturo Maldonado

en memoria

La biologia, antes que solo pasion por la

naturaleza, es una ciencia



Resumen

Juniperus blancoi Martinez es una conifera rara, riberefia (a excepcion de una de sus variedades) y con
una distribucion amplia pero fragmentada. En este estudio se utilizé la regidn trnC-trnD de ADNcp para
determinar los pardmetros de genética de poblaciones y realizar andlisis filogeograficos en sus ocho

poblaciones conocidas. La diversidad haplotipica fue alta (h = 0.86266), se encontré una gran

estructuracion (5 grupos SAMOVA) vy valores altos de diferenciacion (FST:0.79469 y Fg7>0.25 en la

mayoria de las comparaciones pareadas). La estructura filogeografica indica una serie de procesos de
expansion, fragmentacion y aislamiento, presuntamente debidos a cambios climaticos y a modificaciones
en la conformacion de las cuencas hidrolégicas en los ultimos 3.5 Ma, asi como a la poca capacidad de
dispersion de la especie.

La alta fragmentacion, diferenciaciéon y aislamiento en estas poblaciones, sugiere que el
entendimiento de las especies raras y su habitat es complejo. Por ende, su conservacion debe atender

una serie de consideraciones especiales, algunas de las cuales se sugieren en este trabajo.

Abstract

Juniperus blancoi Martinez is a rare and riparian (with exception of one of its varieties) conifer, with a
wide yet restricted distribution. In this study the trnC-trnD cpDNA region was used to assess population
genetics parameters and to perform phylogeographic analyses using the eight known populations of the
species. The haplotipic diversity was high (h= 0.86266), we found high geographic structure (5 SAMOVA
groups), as well as high differentiation values (Fs;=0.79469 and Fs>0.25 in most of the pairwise
comparisons). The phylogeographic structure indicates a series of expansion, fragmentation and isolation
processes which were presumably due to climatic changes and modification of the hydrological basin
conformation in the last 3.5 Myr, as well as to the small dispersability of the species.

We conclude that high fragmentation, population differentiation and isolation in J. blancoi
suggest that understanding rare species and their habitat is complex. As a consequence, special

considerations for its conservation must be made, some of which are suggested in the present study.
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Glosario

ADNcp 4cido desoxirribonucleico (ADN) del cloroplasto

acuminado largamente agudo o terminado en punta larga

ascendente que toma primero una direccion horizontal o proxima a ella para luego empinarse hasta
alcanzar aproximadamente la vertical

dasometria estudio de la medida de los arboles y de las masas forestales

denticulado con dientes pequefios

distico que estd inserto o colocado en dos filas y dispuesto de manera que cada fila forma
aproximadamente un plano

escuamiforme que tiene forma de escama

FVTM Faja Volcanica Transmexicana

indel insercion-delecion

imbricado dicho de una serie de hojas, que, estando muy préximas, llegan a solaparse de manera parcial
kb kilo bases

Ma millones de afos

MP maxima parsimonia

msnm metros sobre el nivel del mar

mucronado con una punta abrupta ,corta y angosta en el apice

MV maxima verosimilitud

NCPA Nested Clade Analisis; Andlisis de Clados Anidados

pb pares de bases

pedunculo ramilla que sostiene una inflorescencia, fruto o cono ovulado tras su fecundacion.

peltado dicho de una estructura, que tiene la ldmina redondeada y sostenida por el cnetro a modo de
sombrilla

postrado hdbito de crecimiento horizontal, con los tallos rastreros, tendidos sobre el suelo

procumbente habito de crecimiento de planta postrada, que tiene tallos rastreros cuyos apices son
ascendentes y casi erectos

RAPD Random Amplification of Polymorphic DNA; amplificacién al azar de ADN polimérfico

SMO Sierra Madre Occidental
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1 Introduccion

Desde sus primeras definiciones hasta la mas actualizada de las clasificaciones la vida ha mantenido una
caracteristica: es heterogénea. Segun el Convenio de Diversidad Bioldgica (United Nations, 1992) la
biodiversidad es entonces la variedad de vida sobre la Tierra en todos sus niveles: los diferentes
ecosistemas y las interacciones bidticas que los rigen, las millones de especies que se han descrito mas
las que faltan por descubrir y, en el nivel mas basico, las diferencias genéticas dentro de cada especie,
entre sus poblaciones e individuos.

La diversidad genética es el elemento mas bdsico de la diversidad bioldgica ya que es la materia
prima sobre la que opera la evolucion. Por lo tanto su estudio involucra aspectos bioldgicos como
evoluciéon molecular, demografia y etologia, que suelen relacionarse con procesos geoldgicos, como los
cambios climaticos y orograficos. Analizar los componentes histéricos y filogenéticos de la distribucion
geografica de los linajes de genes es por ende una tarea multidisciplinaria, y corre a cargo de un area de
reciente aparicion llamada filogeografia.

Los estudios filogeograficos suelen ser muy complejos y contribuyen a la investigacion en
aspectos que van desde definir tasas de mutacién hasta la discusién vicarianza-dispersién en la formacion
de taxa, pero también pueden ser un elemento importante para la biologia de la conservacion. Por
supuesto que el entendimiento evolutivo de la biodiversidad juega desde hace tiempo un papel en la
definicion de areas destinadas a la conservacion. Tal acercamiento se ha hecho en su mayoria con
estudios a niveles taxonémicos superiores y se le ha prestado poca atencion a los linajes de genes y lo
que éstos pueden decirnos sobre: el impacto de los cambios climaticos; los efectos de la fragmentacién
pasada y presente; la existencia de barreras geograficas para el flujo genético o de refugios; la capacidad
de colonizacion; los tamafios demograficos histdricos y la relevancia histérica de cada poblacién; entre
varios otros. Describir lo anterior en varias especies nos brinda pistas sobre la evolucion de un
ecosistema o region, lo que después podria traducirse como recomendaciones y puntos prioritarios para
la conservacion y manejo de los recursos naturales (ver por ejemplo Rosel y Rojas-Bracho, 1999; Crandall
et al., 2000; Molina-Freaner et al., 2001; Chassin-Noria et al., 2004; Soldrzano et al., 2004; Vianna et al.,

2006; Delgado et al., 2008b).



Introduccion

Desde esta Optica ya se tienen estudios en varias coniferas y encinos de los bosques mexicanos
(ver una revisidon en Pifiero et al. (2008)). Sin embargo, no se ha incluido al género Juniperus, del que
México posee, acorde a la Ultima revision del género por Adams (2008), el 25% de los taxa: cuenta con 18
especies y 7 variedades de las 67 especies y 28 variedades que existen y con un nivel de endemismo del
58%. Lo anterior nos coloca, empatados con China, en el primer lugar de diversidad del grupo (Anexo 1),
e implica que el territorio mexicano es un sitio prioritario para la conservacion del género y de sus
habitats asociados, asi como para el entendimiento de su historia evolutiva reciente.

Juniperus blancoi Martinez es endémico de México, crece casi exclusivamente junto a arroyos
permanentes y temporales, posee alta variacion morfoldgica (se reconocen 2 variedades ademas de la
tipo: J. blancoi var. huehuentensis y J. blancoi var. mucronata, y se le describe tanto como arbusto como
arbol superior a los 25 metros), y tiene una distribucién geogréfica amplia y restringida a la vez, ya que se
le encuentra desde Sonora hasta Puebla, en altitudes de 1350 a 3250 msnm, pero en tan sélo 8
poblaciones con pocos individuos, lo que lo vuelve una especie rara. Su rareza, alta fragmentacién entre
sus poblaciones y habitat restringido, hacen de esta especie un modelo particularmente interesante para
la filogeografia, pues es idoneo para estudiar la fragmentacién, el flujo génico y el aislamiento, la
especiacién misma e incluso procesos relacionados con la adaptacién.

Por otro lado, el estudio de la diversidad y evolucién de los bosques de coniferas de nuestro pais
no solo necesita incorporar este género, sino también prestar atencion a taxa riberefios y raros,
condiciones que J. blancoi comparte. Especies como ésta no sélo enfrentan una amenaza mayor por lo
restringido de su habitat y la fragilidad que esto implica ante el cambio de uso del suelo, sino que pueden
haber atravesado procesos historicos distintos o con consecuencias mas marcadas que en grupos de
mayor distribucién. Asi, el estudio de la filogeografia mediante uso de marcadores moleculares de J.
blancoi puede brindar resultados importantes para el entendimiento de la evolucion de los bosques de

coniferas de México y las implicaciones para su conservacién.



2 Antecedentes tedricos

2.1 Larareza como caracteristica de una especie

La presencia es sdlo una alucinacion que dura un cierto tiempo

- Roberto Calasso

La rareza puede definirse, y por ende entenderse, en niveles muy distintos y aplicarse a situaciones de

indole muy diversa. Como calificativo de las especies fue categorizada en distintos tipos por Rabinowitz

(1981) desde un punto de vista espacial. La autora determiné que no puede haber una Unica definicidn

pues las especies se vuelven raras por diferentes caminos y con consecuencias evolutivas y ecoldgicas

distintas. Siguiendo dicha légica, son tres las caracteristicas de las que depende la rareza de una especie:

su distribucién geografica, lo especifico de su habitat y el tamafio sus poblaciones.

Cada uno de los factores anteriores tiene dos posibilidades (amplia y restringida, amplio o

especifico y grande o pequefio, respectivamente) lo que genera una matriz de ocho posibles

interacciones, de las cuales siete son algun tipo de rareza:

Distribucidon amplia con poblaciones locales grandes (dominantes) en un habitat muy especifico
Distribucion amplia con poblaciones de pocos individuos (no dominantes) en varios habitats
distintos

Distribucion amplia con poblaciones de pocos individuos (no dominantes) en un habitat
especifico

Distribucion restringida con poblaciones locales grandes (dominante) en varios habitats
Distribucion restringida con tamafios de poblaciones locales grandes (dominantes) en un habitat
muy especifico

Distribucion restringida con poblaciones de pocos individuos (no dominantes) en varios habitats
distintos

Distribucion restringida con poblaciones de pocos individuos (no dominantes) en un habitat

especifico



Antecedentes tedricos

Los anteriores puntos describen a la rareza muy bien en términos espaciales, sin embargo no hay
que olvidar que la rareza es también un fendmeno en el tiempo (Harper, 1981). Esto evidentemente se
relaciona con su origen: lo que es raro hoy pudo no serlo antes y viceversa.

Por otro lado, la rareza puede ser una consecuencia de las actividades humanas y estar
encaminando a la especie hacia la extincidn, o bien puede ser natural y deberse a los procesos historicos
por los que han atravesado las poblaciones y todo lo que eso implica desde el punto de vista evolutivo.

De ahi que la rareza en cualquiera de sus acepciones sea una caracteristica que vuelve a algunas
especies de particular interés para los ojos de la filogeografia y para los de estudios encaminados a

entender los procesos histéricos por los que han atravesado los paisajes.

2.2 Lafilogeografia y sus herramientas moleculares

If you will, we can now see genes in space and time

--Godfrey Hewitt

La filogeografia es una rama de la biogeografia y por ende trata con la dimensién espacial de la
evolucion, pero lo hace a nivel de poblaciones y especies cercanamente relacionadas entre si: estudia la
distribucion geografica de linajes de genes. Para esto puede ocupar informacidon de genética de
poblaciones, evolucion molecular, demografia, biologia filogenética, paleontologia, geologia y geografia
histdrica, lo que la convierte en una disciplina que vincula dos grandes areas del entender del mundo
natural: la micro y la macroevolucion (Avise, 2000).

Se han mencionado ya algunos antecedentes de la historia natural de J. blancoi y de su habitat,
pero la filogeografia requiere ademds elementos tedricos y practicos de la genética de poblaciones,

mismos que se abordan de manera general a continuacién.

2.2.1 Secuencias de cloroplasto como marcador molecular

El genoma del cloroplasto es una molécula circular de doble cadena de ADN haploide que varia de 119 a

160 kb (Hartl y Clark, 2007), en Pinus y Welwitschia es de al rededor de 119 kb (Wakasugi et al., 1994;
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McCoy et al., 2008) y en Cryptomeria de 132 kb aproximadamente (Hirao et al., 2008). Su estructura y su
secuencia se encuentran bien conservadas a pesar de que las deleciones e inserciones son comunes.
Para plantas en general, la tasa de sustitucion nucleotidica es aproximadamente 1x10° sustituciones
sinénimas por sitio por afio (Curtis y Clegg, 1984), lo que es mayor que su simil en ADN mitocondrial y
nuclear (Wolfe et al., 1987). Dada las caracteristicas anteriores los fragmentos de ADN de cloroplasto
(ADNcp) se han utilizado recientemente como marcadores moleculares para construir filogenias y hacer
analisis de genética de poblaciones (Shaw et al., 2005).

Segun diversos estudios en coniferas, y particularmente en miembros de la familia Cupressaceae,
el cloroplasto se hereda paternamente (Neale et al., 1989; Mogensen, 1996). Ademas, la tasa de
sustitucidon en Pinus, seglin un estudio que la calibra con fésiles, es de 0.22-0.42 x 10 por sitio por afio
(Willyard et al., 2006).

Se han utilizado distintas regiones del cloroplasto para estimar la variacion en plantas con
semilla, particularmente los espaciadores intergénicos (Demesure et al., 1995). El locus trnC-trnD se
localiza en la regidn gran copia Unica (large single copy: LSC) del ADN de cloroplasto entre los genes trnC
y trnD (Demesure et al., 1995). En Nicotiana tiene un tamano aproximado de 3200 pb (Wakasugi et al.,
1998) y en Cryptomeria japonica de 2800 pb aproximadamente (Hirao et al., 2008). Dicha regién contiene
a el espaciador intergénico trnC-petN, el gen petN, el espaciador intergénico petN-psbM, el gen psbM y el
espaciador intergénico psbM-trnD (Figura 1). Los genes petN y psbM codifican para la subunidad VIII del
citocromo b6/f fotosintético y para la proteina M del fotosistema I, respectivamente (Lee y Wen, 2004).
Este locus, o alguna de sus partes, ha sido secuenciado en diversos grupos de plantas donde ha
demostrado ser polimdrfico (Shaw et al., 2005). Se ha utilizado en estudios filogenéticos entre especies
cercanas, incluyendo coniferas (Ran et al. 2006; Adams, 2007), y se ha propuesto que puede utilizarse
también para realizar andlisis a nivel intraespecifico (Lee y Wen, 2004), tal como el realizado entre las

poblaciones de Taxodium mucronatum (Hernandez-Leal, 2009).

2.2.2 Diversidad genética

La existencia de dos o mas alelos (o haplotipos) con una frecuencia relativa substancial (1%) en una
poblacién se conoce como polimorfismo genético. Este es generado por mutaciones como substituciones

nucleotidicas e inserciones/deleciones (Nei y Kumar, 2000) y constituye la base de la diversidad genética,
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misma que también incrementa gracias a procesos como la recombinacién y --a nivel poblacional-- el

flujo génico. Asi mismo, las fuerzas que pueden disminuirla son la seleccidn natural y la deriva génica.

Cryptomeria japonica D. Don

ADN de cloroplasto
131,810 bp

Figura 1. Organizacidén génica del genoma del cloroplasto de Cryptomeria japonica. Los genes fuera del
circulo son transcritos en el sentido de las manecillas del reloj y los de dentro en sentido contrario. Se
sefiala la regidn trnC-trnD (modificado de Hirao et al., 2008).

Existen varias maneras de cuantificar la diversidad genética en secuencias de ADN, entre ellas el
numero de haplotipos, nimero de sitios polimérficos o segregantes, diversidad genética, diversidad
nucleotidica y el pardmetro O.

El numero de haplotipos (k) se refiere simplemente a cudntos haplotipos diferentes se
encontraron en la muestra. Un haplotipo es una combinacidn particular de bases nucleotidicas que un

individuo hereda de uno de sus padres. Asi, los haplotipos se distinguen entre si si su secuencia de
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nucledtidos tiene cuando menos un estado diferente en alguno de los sitios polimdrficos que se
comparan.

El numero de sitios segregantes (S) es el total de sitios nucleotidicos polimérficos, es decir
cualguiera que presente dos o mas estados (nucledtidos o indels) en la muestra de secuencias
homalogas.

La diversidad genética en secuencias de cloroplasto o mitocondria es llamada diversidad
haplotipica (h) y es el equivalente de la heterocigosidad esperada en organismos diploides (Nei y Kumar,
2000). Si la poblacidn se encuentra dividida en subpoblaciones, entonces puede calcularse hs que es la
media ponderada de las diversidades haplotipicas estimadas en las subpoblaciones y h, que es un
estimado de la diversidad haplotipica en la poblacién total (Hudson et al., 1992a). Estos indices pueden
calcularse a partir de las frecuencias haplotipicas utilizando las ecuaciones 1 (Nei, 1987) 2 y 3 (Hudson et

al., 1992b).

k
n; 2
=H .= — y 1
h=H, ni_l(l ;py) (1)
L
hS=HS=ZWiHi (2)
i=1
=" (1-3 ) G
T n_l j=1pj

Donde p; es la frecuencia del j-ésimo haplotipo en la muestra de la localidad i, w; es un factor de
ponderacién (w = ( n;-2)/( n;+n,-4) ) para la poblacién i, n es el tamafio total de la muestra, L es el
numero de poblaciones y k es el nimero de haplotipos de la muestra total.

La diversidad nucleotidica promedio entre los loci (rt) es la probabilidad de que dos nucleétidos
homodlogos escogidos al azar sean diferentes, en cierto modo es el equivalente de la heterocigosidad

esperada pero a nivel nucleotidico. Esta definida por (Nei, 1987):
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k
m=) %%,d; (4)
i

Donde x; es es la frecuencia del i-ésimo haplotipo en la muestra y x; del j-ésimo, k es el nimero de
haplotipos diferentes y d; es el nimero de diferencias nucleotidicas entre el j-ésimo y el j-ésimo
haplotipo.

Normalmente 7t se construye considerando sdlo la variacion generada por sustituciones, pero
puede también calcularse si otro tipo de mutaciones generadas por eventos Unicos se codifican como
quinto estado. Dicha diversidad nucleotidica modificada ( my) resulta util cuando existen inserciones-
deleciones que diferencien los haplotipos entre si y que se tomaron en cuenta para calcular la diversidad
haplotipica.

El parametro O relaciona al tamafio efectivo poblacional (N,) con la tasa de mutacion por sitio por
generacion (u) bajo la siguiente ecuacion:

O=xN u (5)

En dicha expresion x depende de la ploidia de la molécula y de si la herencia es uniparental o
biparental, de ahi que: x = 4 en diploides monoicos, x = 2 en haploides monoicos y x = 1 en haploides
dioicos. En el caso del género Juniperus la herencia es uniparental (paterna), y los machos y las hembras
son individuos separados, por lo anterior x = 1.

El valor de © puede estimarse a partir de Eta (estimado de Watterson) o del nimero de sitios

segregantes (S) siguiendo los métodos propuestos por Tajima (1996).

2.2.3 Diferenciacidn y estructuracion genética

La distribucién de una especie generalmente se encuentra dividida en subpoblaciones cuyas frecuencias
haplotipicas pueden diferir del equilibrio de Hardy-Weinberg. Wright (1951) propuso que las
desviaciones de las frecuencias genotipicas en una poblaciéon subdividida podria medirse con los
llamados indices de fijacion: Fs, Fr y Fsr que estan relacionados por la siguiente ecuacién (Nei y Kumar,
2000) :

1_FIT=(1_FIS)(1_FST) (6)
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En la idea original de dichos indices se desarrollan bajo el concepto de correlacién entre
gametos, pero posteriormente se redefinieron y se demostré que podian calcularse utilizando los indices

de diversidad genética mencionados anteriormente (Nei, 1977; Hudson et al., 1992b):

- h (7a)
FIS:l_h_s

(7b)
N h
Fp=1-——
hy;

(7¢)
- hy
FST=1_h_T

La F;s puede interpretarse como la diferenciacidn entre los individuos de una subpoblacién, mientras que
la Fr como la diferenciacidon entre los individuos de toda la poblacién y finalmente la Fs; como la

diferenciacion entre las subpoblaciones de una poblacion.

2.2.4 Demografia historica

La cantidad de diversidad genética en las poblaciones se ve influida, entre otras cosas, por los eventos
demograficos importantes: con el decremento poblacional la diversidad se pierde por deriva génica y con
el crecimiento se retiene (Harpending, 1994), por lo tanto, la diversidad genética puede utilizarse para
entender la demografia histérica. Esto se hace a través de diversos analisis: de la distribucion de las
diferencias pareadas entre secuencias (distribucién mismatch), de la distribucion de frecuencias de los
alelos y de las genealogias de genes (Harpending y Rogers 2000; Templeton, 2001).

La distribucion mismatch es una herramienta para inferir los tamafios poblacionales pasados a
partir de las diferencias pareadas entre sitios nucleotidicos. En una poblacién de tamafio constante, la
distribucion mismatch se desvia substancialmente de la distribucidn geométrica, porque la historia de los
eventos de coalescencia en una sola muestra de genes impone una correlaciéon en las diferencias
pareadas, mientras que en una poblacién de crecimiento exponencial los eventos de coalescencia
ocurren relativamente temprano y en un rango restringido de tiempo, lo que crea una genealogia en
forma de “estrella” y la distribucién de las diferencias pareadas se asemeja a una distribucion de Poisson

(Slatkin y Hudson, 1991). De este modo, cuando hay un crecimiento poblacional repentino la distribucion
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es unimodal, mientras que si el tamafno es estable o decreciente se encuentran distribuciones con mas
de una moda (Figura 2, (Harpending y Rogers, 2000)

: DISTRIBUCION ESPECTRO DE
GENEALOGIA MISMATCH FRECUENCIAS
Poblacian de tamafio constante
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Figura 2. Genealogia, distribucién de diferencias pareadas y espectro de frecuencias bajo un

tamafio de poblacidn constante y de crecimiento poblacional (Harpending y Rogers, 2000, tomado
de Moreno-Letelier, 2009).

Otra herramienta para inferir cambios en los tamafios poblacionales es la D de Tajima (Tajima,

1989). Originalmente disefiada para distinguir entre una secuencia que evoluciona neutralmente y una
gue sigue un proceso selectivo, esta prueba también puede aplicarse a otros procesos como una
expansion o contraccion demografica. Se basa en la prediccion del modelo neutral de que existe un
equilibrio entre la mutacién y la deriva génica, por lo que el numero de sitios segregantes y la media de
diferencias nucleotidicas debieran ser iguales. De este modo, una D de Tajima negativa significa un
exceso de polimorfismos de baja frecuencia, lo que indica una expansién demografica si se afecta todo el

genoma o un barrido selectivo si el efecto es sélo local. Mientras que una positiva sefala que existen

10
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bajos niveles de polimorfismo tanto de alta como de baja frecuencia, lo que se interpreta como un
decremento o estabilidad en el tamafio poblacional si el efecto es en todo el genoma o seleccién
estabilizadora si es sdlo en algunos genes. Aunque el método estadistico es mas complejo, la prueba D de

Tajima se basa en la siguiente expresion:

D=—— (8)

La prueba de F, de Fu (Fu, 1997) es un método similar a la D de Tajima, se basa en que las
mutaciones mas antiguas deberian encontrarse con mayor probabilidad en las ramas mas internas de la
genealogia y las mas recientes en las ramas mds externas o singletons (Fu y Li, 1993). Al comparar el
numero de mutaciones en las ramas internas y externas con lo esperado segun el modelo neutral se
obtiene una prueba estadistica; si el valor de la prueba es negativo quiere decir que existe un exceso de
singletons, suceso que puede ser causado por una expansién demografica o por seleccién negativa

purificadora.

2.2.5 Andlisis filogeogrdfico de clados anidados

El andlisis filogeografico de clados anidados (NCPA por sus siglas en inglés; Templeton, 2004) es un
método que establece que la distribuciéon geografica de la variaciéon genética es producto tanto de
procesos historicos como contemporaneos, fendmenos que pueden identificarse y sostenerse
estadisticamente a través del andlisis integral de redes de haplotipos y frecuencias haplotipicas y su
localizacidn geografica (Templeton, 2001; Templeton, 2004).

El anidamiento de los clados consiste (Templeton et al., 1987; Templeton et al., 1992) en agrupar
en el primer nivel de anidamiento (clado) a los haplotipos que estan a un paso mutacional de otros, en el
siguiente nivel a los clados formados y asi sucesivamente.

La hipodtesis nula en el NCPA es que no hay asociacion geografica, de manera que la distribucién
espacial de los haplotipos obedece al azar. Actualmente existen pruebas de asociacién geografica que
mediante permutaciones dan un componente estadistico a la agrupacién y distancia geografica entre
clados (Posada et al., 2000) con lo que puede determinarse cuales son significativamente distintas de una

distribucion azarosa para después mediante una clave de inferencias, determinar los procesos histéricos

11
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qgue podrian haber formado tal patrén: flujo génico restringido, aislamiento por distancia, expansién
contigua del rango de distribucién, fragmentacion alopatrica y dispersion a larga distancia (Templeton,

2004).

2.2.6 Andlisis filogenéticos

La filogenia de los organismos es la historia evolutiva de los linajes a través del tiempo, es decir de sus
relaciones de ancestria-descendencia. Las filogenias se representan graficamente mediante arboles
filogenéticos que son hipdtesis cuyo patrdon de ramificacion, o topologia, indica el Ultimo ancestro comun
de cada grupo de linajes (Ridley, 2004).

Los arboles filogenéticos pueden construirse con datos morfoldgicos, secuencias de ADN,
proteinas o una combinacién de éstos. Una ventaja de utilizar datos genéticos es que la tasa de evolucion
de las secuencias varia lo suficiente entre diferentes segmentos de ADN como para poder abordar las
relaciones evolutivas desde el nivel de reinos hasta el de poblaciones (Nei y Kumar, 2000).

Existen varios métodos para construir los arboles filogenéticos, dos de los mas usados son la
maxima verosimilitud (MV) y la maxima parsimonia (MP). En el primer caso construyen diferentes
topologias a partir de un conjunto de secuencias con un modelo especifico de sustitucién, y se escoge el
arbol que obtuvo la mayor verosimilitud. El pardmetro que se considera es la longitud de las ramas de
cada topologia y la verosimilitud se maximiza para calcularla. Como los indels no tienen una tasa de
mutacién establecida, este método no puede tomarlos en cuenta, sin embargo, el método de MP supone
que las mutaciones ocurren en todas las direcciones entre los nucleétidos, por lo que pueden incluir a los
gaps como quinto estado, siempre y cuando las mutaciones que remuevan mas de un nucleétido a la vez
se consideren como un soélo evento. Este método se basa en el principio filoséfico de que la mejor
hipdtesis para explicar un proceso es aquella que requiere el menor nimero de supuestos, asi el menor
numero de sustituciones que explique el proceso evolutivo de la topologia es el computado (Nei y Kumar,

2000).

12
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2.3 Los bosques presentes: resultado de un proceso historico

Hill. Yes, that was it. But it is a hasty word for a thing that has
stood here ever since this part of the world was shaped

---The Two Towers Il 4, Treebeard

Las condiciones ambientales de la Tierra han cambiado mucho a lo largo del tiempo debido a fendmenos
climatoldgicos globales y a los movimientos orogénicos que transforman la superficie terrestre. La
distribucion de los organismos estd intimamente ligada con las condiciones ambientales, por lo que si
éstas se modifican las especies pueden extinguirse, adaptarse o migrar.

El clima del Cuaternario, que es el periodo geoldgico que empezd hace 2.4-2.7 millones de afios y
que continda a la fecha, se ha caracterizado por tener ciclos de glaciaciones separadas entre si por
apenas decenas de miles de afios (Gibbard et al., 2007). Durante los periodos glaciales los casquetes
polares cubrieron gran parte de Norteamérica, Europa y los mares del Sur, y en latitudes mas bajas
crecieron los glaciares de montafia y disminuyd la temperatura en general (Porter, 2000; Metcalfe, 2006).
Ademas de las menores temperaturas, las glaciaciones generaron condiciones de humedad distintas a las
actuales, ya que los patrones de circulacién atmosférica y ocednica se modificaron y ocasionaron
estaciones y distribucién espacial de lluvias distintas (Peterson et al., 2000; Herbert et al., 2001; Metcalfe,
2006).

La consecuencia bioldgica de estas eras glaciales es una serie de cambios drasticos en la
distribucion de los organismos, mismos que se expresaron de manera diferente en zonas boreales,
templadas y tropicales (Hewitt, 2000). En general, con el avance de las masas de hielo la vegetacion
migré y se comprimio en el Ecuador, posteriormente, en el periodo interglacial, las especies afines a
climas templados y frios recolonizaron los extremos norte y sur, y las de climas tropicales ocuparon su
lugar, y asi progresivamente en cada ciclo (Hewitt, 2000; Hewitt, 2001). La repeticidon sucesiva de esta
clase de eventos ocasioné una serie de fragmentaciones, aislamientos, recolonizaciones, hibridaciones y
expansiones demograficas que no sélo dejaron una huella genética dentro de las poblaciones, sino que
favorecieron la diferenciacion y la especiacidon de muchos linajes de plantas y animales (Hewitt, 2001).

Los llamados refugios del pleistoceno son las areas al sur de Europa y de Norteamérica donde las

especies de climas templados sobrevivieron los periodos glaciales para, en los periodos mas calidos,
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recolonizar las areas antes cubiertas con hielo (Hewitt, 2001; Petit et al., 2003). Sin embargo, los bosques
templados que existen mds cerca de los trépicos, como en Meéxico, pudieron seguir un patrén
completamente distinto. Durante las glaciaciones las condiciones en la Sierra Madre Occidental, el
Noroeste de México y el actual desierto de Sonora fueron mas templadas y humedas (McAuliffe y Van
Devender, 1998; Herbert et al., 2001); mas frias y secas en la Faja Volcanica Transmexicana (Caballero y
Guerrero, 1998; Metcalfe et al., 2000); y mas frias pero hiumedas en la Sierra Madre Oriental (Rogers y
Wang, 2002). Esto propicié que durante los maximos glaciales los bosques de coniferas se extendieran
por el pais a altitudes de incluso 500 msnm, cuando hoy se les encuentra por encima de los 1000 msnm
(McAuliffe y Van Devender, 1998; Lozano-Garcia et al., 2002; Ortega-Rosas et al., 2008). Diversos estudios
que han encontrado polen de Juniperus, Pinus, Pseudostuga y Abies en madrigueras de ratén a lo largo
de distintos puntos del pais sostienen dicha aseveracidon (Metcalfe et al., 2000; Herbert et al., 2001;
Metcalfe et al. 2002; Lozano-Garcia et al., 2002; Lozano-Garcia et al., 2005; Ortega-Rosas et al., 2008b).
De este modo, las poblaciones de especies de climas templados en sitios como México podrian
descender de las montafias durante los periodos frios y refugiarse en éstas durante los cdlidos (Hewitt,
2001), el resultado de esto seria la oscilacidon entre una distribucidén extensa similar a la que ocurrié en el
ultimo maximo glacial (Figura 3a) y una mas restringida, como la actual (Figura 3b), esto repetido varias
veces conforme a los ciclos glaciales.

Otro elemento histdrico que ha contribuido al cambio en la distribuciéon de los tipos de
vegetacion es la actividad orogénica pues la presencia de montanas y sierras genera climas distintos y
crea barreras biogeograficas. En cuanto a los sitios que atafien al presente estudio, sabemos que el
origen de la Sierra Madre Occidental (SMO) ocurrié como consecuencia de actividad tectdnica y procesos
volcanicos en el Cretacico superior (hace mas de 99-65 Ma) que continuaron durante el Paleogeno (hace
65-23 Ma), momento en que se dieron los primeros levantamientos de la Faja Volcanica Transmexicana
(FVTM) (Waitz 1943; Maldonado-Koerdell 1964; West 1964; Graham, 1998; Ferrusquia-Villafranca, 1998;
Gesundheit y Macias-Garcia, 2005). Posteriormente, durante el Neogeno (hace 23-2.4 o0 2.7 Ma) concluyé
la formacién de la SMO, --aunque los eventos de magmatismo siguieron hasta el Plioceno y Pleistoceno
(Ferrari et al., 2007)-- y se intensifico la de la FVTM, donde el vulcanismo continud durante el Pleistoceno
(que inicié hace 2.4-2.7 Ma y concluyd hace 10 ma) y formd los volcanes mas grandes del area (Waitz

1943; Maldonado-Koerdell 1964; West 1964; Graham, 1998; Ferrusquia-Villafranca, 1998; Gesundheit y
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Macias-Garcia, 2005). Dichos movimientos del relieve forzosamente se traducen en cambios en la
distribucion y direccién de los escurrimientos que forman los cuerpos de agua. Aunque la historia
hidrografica de México no se conoce con exactitud, se han estudiado algunos eventos generales que la
moldearon. En el centro del pais, segin un estudio realizado por de Cserna y Alvarez (1995), durante el
Mioceno temprano-medio (hace 23-15 Ma) el centro-oeste de México era drenado por los sistemas
Tepalcatepec-Balsas-Mexcala, Verde-Naranjo y Armeria (Figura 4a). Posteriormente hacia el Mioceno
tardio-Plioceno temprano (hace al rededor de 7-5 Ma) la actividad volcanica bloqued el cauce del Verde-
Naranjo y causé la desviacion del rio Verde y el nacimiento del rio Grande de Santiago, asi mismo se
bloquearon muchas corrientes que fluian hacia el sur, dando origen al Lerma (Figura 4b). Dicha cuenca
ancestral del Lerma durante el Pleistoceno contuvo un cinturdn lacustre con una serie de lagos (Figura 4c)
que formaron cuerpos continuos y fragmentados en distintos periodos y cuya mayor extensién fue
durante la ultima etapa pluvial del Pleistoceno (West, 1964); posteriormente el paleolago Jalisco fue
alcanzado por los rios Ameca, Armeria y por un tributario del Verde que finalmente lo capturaron y
drenaron hasta formar el sistema Lerma-Santiago que conocemos hoy en dia (Figura 4d). En el noroeste
existieron, también durante el Pleistoceno, lagos que fueron drenados hacia el océano o hacia el este por
corrientes que posteriormente desaparecieron con la desecacion de la zona (West, 1964), de hecho es
posible que muchas corrientes del noroeste mexicano que fluian hacia el Rio Bravo hayan sido capturadas
por corrientes de la SMO, evidencia de lo anterior son las afinidades ictiolégicas entre dicho rio y algunas
corrientes modernas de la sierra, como el Yaqui y la parte alta del San Pedro.

El resultado del vaivén de los glaciales y de la complejidad orografica e hidrolégica de México son
nuestros bosques actuales: montes con varias especies de coniferas en vez de una Unica dominante,
niveles elevados de endemismo, una amalgama de linajes genéticos que se han fragmentado y expandido
varias veces en los ultimos millones de afios, e historias filogeograficas intrincadas. Los dos primeros
aspectos se reflejan en que nuestro territorio es, considerando tanto nimero de especies como cantidad
de endemismos, uno de los centros de diversidad mas importantes no sélo de Juniperus, sino también de
Pinus y Quercus. En cuanto a estudios de genética de poblaciones vy filogeografia que sostengan los otros
puntos, hasta ahora se han analizado diferentes especies de Pinus, Abies, Picea y una de Taxodium
(Cuenca et al. 2003; Delgado et al. 2007; Delgado et al. 2008; Jaramillo-Correa et al. 2008; Ortiz-Medrano

et al. 2008; Moreno-Letelier y Pifiero 2009; Hernandez-Leal 2009, entre otros).
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Figura 3. Condiciones ambientales y distribucion de los bosques de coniferas en América del Norte durante
a) el dltimo maximo glacial y b) en la actualidad (tomado de Moreno-Letelier, 2009).

En general se han encontrado niveles medios de diversidad genética con microsatélites de
cloroplasto (He = 0.296 promedio para pinos) y relativamente bajos con isoenzimas (He = 0.251, 0.0975 y
0.110 promedio para Pinus, Abies y Picea, respectivamente). Por otro lado, sobresalen los altos niveles de
diferenciacién entre las poblaciones pues la mayoria son superiores a Rs;/Fsr = 0.15 y sugieren que existe
una marcada estructura genética (Pifiero et al., 2008)

Los estudios filogeograficos que se han realizado sugieren escenarios complejos y particulares
para cada especie. En Pinus montezumae se detectd crecimiento poblacional y una antigua expansién
contigua del rango de distribucion que sugiere una propagacion este-oeste desde Hidalgo hacia Puebla,
Tlaxcala y Morelos. En P. pseudostrobus se encontrd flujo genético restringido, mismo que ocurrid
ancestralmente en el oeste y centro de la FVTM (Delgado et al., 2007). En P. nelsonii se encontraron
tamafios poblacionales estables a pesar de que ocurrié una colonizacién a gran distancia en el centro de
su distribucién (Cuenca et al., 2003). En P. ayacahuite se identificaron dos crecimientos poblacionales,
uno para toda la especie y otro en las poblaciones mas surefias, y se identificd al Istmo de Tehuantepec
como un corredor durante los periodos glaciales y como una barrera durante los célidos (Ortiz-Medrano

et al., 2008). En P. strobiformis se definieron dos grupos separados por el Desierto de Chihuahua pero con
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poca diferenciacion dentro de ellos (Moreno-Letelier y Pifiero, 2009). En Abies flinckii, A. guatemalensis,
A. hickelii, y A. religiosa con microsatélites de cloroplasto se encontré una alta diversidad con poca
diferenciacién pero con una estructura filogeografica significativa y las poblaciones de la FVTM de las
ultimas tres especies divergen del anidado principal (Jaramillo-Correa et al.,, 2008). Un estudio en
Taxodium mucronatum con secuencias de cloroplasto sugiere que ocurrid una expansion demografica
durante el Pleistoceno en un periodo de clima templado con alto indice de precipitacion ya que los

cambios climaticos unen o separan las cuencas donde habitan (Hernandez-Leal, 2009)
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Figura 4. Reconstruccion parcial de la hidrografia del centro de México durante a) Mioceno temprano-

medio b) Mioceno tardio-Plioceno c) Pleistoceno y d) actualidad. A partir de de Cserna y Alvarez (1995).

2.4 Historia natural de Juniperus blancoi
2.4.1 El género Juniperus

El género Juniperus es el segundo mas diverso dentro de las coniferas (Farjon, 2006). Pertenece a la
familia Cupressaceae, es monofilético y su grupo hermano es el género Cupressus en sentido estricto
(Little, 2006) pues dicho género recientemente se separd en Cupressus (Viejo Mundo) y Callitropsis

(América) (Little, 2006). Juniperus estd descrito por Adams (2008) como arbustos o arboles siempre
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verdes, dioicos o rara vez monoicos; Ultimas ramificaciones extendidas, alternas, en ocasiones disticas,
ascendentes o colgantes; ramillas rollizas, tetragonales, subtetragonales o hexagonales; hojas opuestas o
ternadas, variables en forma y tamafio, generalmente escuamiformes e imbricadas, margen entero o
denticulado, dotadas dorsalmente de una glandula de resina aromatica; conos polinicos terminales sobre
las ultimas ramillas, con 3-7 pares o trios de espordfilos, cada uno con 2-8 sacos de polen; cono ovulado
en la madurez irregularmente ovoide o globoso, indehiscente, fibroso o carnoso (abayado), resinoso, de
3-20 mm de didmetro, formado por la fusidn de escamas; semillas 1 a 3 por escama; 2n = 22 pero existen
tetraploides 4n = 44.

Existen tres secciones para el género (Adams, 2008): Caryocedrus, Oxycedrus y Sabina. En
América Caryocedrus no tiene representantes; J. communis es de Oxycedrus y el resto de las especies
americanas pertenece a la seccidn Sabina.

Los juniperos de ésta Ultima seccidn se caracterizan por tener hojas adultas opuestas o
alternadas tipo escama; escamas peltadas en los conos polinicos y conos ovulados en pedinculos. La
seccidn se divide en dos subsecciones: los juniperos con margen aserrado y los juniperos con margen liso,
presuntamente monofiléticos (Adams, 2008).

Segun la ultima revisidon del género (Adams, 2008), los Juniperus comprenden 67 especies y 28
variedades. Se encuentran, con excepcion de J. procera, ampliamente distribuidos en regiones templadas
del Hemisferio Norte; en América habitan desde Canadda hasta Guatemala. México tiene 18 especies 'y 7
variedades, con un total de 15 endemismos, lo que lo convierte en el pais con mayor diversidad de
Juniperus del mundo. Le siguen China igualmente con 18 especies, 7 variedades y 11 endemismos; y

EEUU con 13 especies, 5 variedades y 8 endemismos.

2.4.2 Juniperus blancoi
2.4.2.1 Descripcion

Linaje: Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Streptophytina; Embryophyta; Tracheophyta;
Euphyllophyta; Spermatophyta; Coniferophyta; Coniferopsida; Coniferales; Cupressaceae; Juniperus.
Pertenece a la seccion Sabina y a la subseccién de hojas con el margen liso.

Juniperus blancoi Martinez, Anales Inst. Biol. UNAM 17 (1):73 (1946). Tipo: México: Durango; arroyo de
Pefiuelas, El Salto C.E. Blanco A-500 (Holotipo: MEXU).
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Sinonimia: Juniperus mucronata

Nombre comun: sabino, tascate.

Dioico. Arbusto o arbol de hasta 26 m, el tronco principal ramifica varios metros después de la base o
desde el principio, copa irregular o conica. Corteza delgada (5 mm), café, longitudinalmente estriada. Las
ramillas terminales esparcidas y disticas, rollizas o subtetragonas. Las hojas en su mayoria son opuestas,
ovaladas o subelipticas, agudas a obtusas, con el margen entero. Conos ovulados bilobulados reniformes,
cuando maduros son de azul oscuro a purpura y algo glaucos y cuando inmaduros son grises o verde
claro, tienen una cubierta ligeramente rugosa. Semillas (1-)2, raramente 3-5, de color café o café
amarillento, angulosas y subpiramidales, ovoides o con una cara plana y otra convexa, dpice obtuso, con
canales de resina dispuestos longitudinalmente en la base, de 3.5-4 mm de largo y 2-3 mm de didametro
(adaptado de Adams 2008).

Se reconocen formalmente dos variedades: J. blancoi var. blancoi y J. blancoi var. huehuentensis
(Adams et al., 2006). Y aunque J. mucronata fue descrito originalmente como una especie diferente
(Adams, 2000) ahora se considera a nivel de variedad: J. blancoi var. mucronata (R. P. Adams) Farjon

(Adams, com. pers.). Para distinguir entre dichas variedades se propone la siguiente clave:

1. Hojas acuminadas, mucronadas:.....ccccccvveeeeriiieeeencieeeeessveeeee e Juniperus blancoi var. mucronata

1. Hojas obtusas a acuminadas pero no mucronadas:
2. Arbol o arbol arbustivo; conos femeninos no en la cara inferior de las ramas aplanadas; follaje
Yo T =T o 1Yo TS PSRRI Juniperus blancoi var. blancoi
2. Arbusto postrado formando parches, de uno a varios metros de didmetro, conos femeninos en

la cara inferior de las ramas, follaje denso........cccccceeeeeeennnees Juniperus blancoi var. huehuentensis

Aungque la altura no es un caracter diagndstico, llama la atencion la alta variacion que se tiene
reportada para J. blancoi en este sentido. Fue descrito por primera vez por Martinez (1946) en su obra
Los Juniperus Mexicanos como un arbusto de 2-4 m, pero se le ha encontrado como arbol pequefio de 6-

8 m de altura (Pérez y Carrillo, 2003), de 10 m (Zamudio y Carranza, 1994), o hasta de 15 m (Adams y
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Zanoni, 1979) y en una de las poblaciones del presente estudio (La Preciosita, Puebla) se encuentran
arboles de mas de 25 m de altura.

En la Figura 5 se muestran algunas fotografias que ilustran las caracteristicas morfoldgicas, el
habitat y la forma de crecimiento de la especie.

Esta especie tiene un ciclo de vida que inicia con la germinacion entre los meses de junio y julio y
probablemente tiene un crecimiento marcado durante la época de lluvias entre junio y octubre. Muchos
individuos muestran huellas de haber crecido en condiciones muy adversas como en el propio cauce de
los rios o riachuelos lo que hace dificil estimar su longevidad y por lo mismo la edad a la primera
reproduccién y el tiempo generacional. La liberacién masiva del polen ocurre normalmente entre enero y
abril aunque pueden encontrarse conos de ambos sexos durante todo el afio. Considerando la gran
cantidad de pldntulas y plantas jovenes de J. blancoi cerca y alrededor de madrigueras de tuzas (Alicia
Mastretta, observacion personal), la dispersion de las semillas de esta especie se puede llevar a cabo, al
menos en parte, por especies probablemente de los géneros Cratogeomys y Pappogeomys cuya
distribucion estd localizada especialmente en la FVTM y del género Thomomys en el norte de la SMO. En
estos tres géneros de mamiferos, el alto nivel de diferenciacion genética ha impedido tener una
taxonomia aceptada (Demastes et al., 2002; Hafner et al., 2004; Hafner et al., 2005; Hafner et al., 2008;
Hafner et al., 2009).

2.4.2.2 Distribucion y habitat

Juniperus blancoi es una especie riberefia de bosques de coniferas y encinos. En las colectas del presente
estudio se le encontrd siempre en las margenes o dentro de arroyos (La Preciosita, San José del Rincdn,
Presa Brockman, El Salto) o rios (Rio Patitos, Yécora) estacionales, creciendo incluso dentro del cuerpo
de agua mismo. Las excepciones son la poblacién del Cerro Huehuento y del Cerro Mohinora (J. blancoi
var. huehuentensis) que habitan a 3150-3250 msnm en formaciones rocosas de la cima de cerros.

Su distribucién es amplia y restringida a la vez. Se le encuentra desde Sonora, en la Sierra Madre
Occidental, hasta Puebla y Tlaxcala en la Faja Volcanica Transmexicana (Figura 6). Sin embargo esto
ocurre en sélo ocho poblaciones de pocos individuos, por lo que no es sorprendente que (Zamudio y
Carranza (1994) hayan sugerido que las poblaciones de Michoacan y Estado de México fueran arboles

escapados de cultivo y no ejemplares silvestres.
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Figura 5. Caracteristicas morfoldgicas (a-c), forma de crecimiento y habitat (d-i) de J. blancoi. a) hojas y
cono ovulado maduro, b) corteza longitudinalmente estriada, c) conos polinicos y ramillas, d) arroyo en
cafiada muy humeda en La Preciosita, Pue. con arboles mayores a los 20 m, e) crecimiento arbéreo de 2-6
m de longitud en un potrero en El Salto, Dgo. f) cima del Cerro Huehuento, Dgo. con arbustos rastreros y
procumbentes (J. blancoi var. huehuentensis), g) margenes rocosas del Rio Patitos, Zac. con drboles (2-7 m)
creciendo en direccidn a la corriente de agua, h) margenes rocosos de rio estacional, Yécora, Son. con
arboles y arbustos de 1-7 m (J. blancoi var. mucronata), i) arboles de 10-20 m en las margenes de un arroyo

en la P. Brockman, Mich.
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La especie habita en un rango altitudinal grande: de 1350 a 3250 msnm, aunque dichos extremos
corresponden respectivamente a las variedades J. blancoi var. mucronata y J. blancoi var. huehuentensis,

mientras que el resto de las poblaciones se mantienen alrededor de 2700 msnm. Otras condiciones

ambientales se muestran en la Tabla 1.

2.4.2.3 Antecedentes de estudios genéticos

Los estudios genéticos que se han realizado en J. blancoi hasta ahora se han centrado en cuestiones

sistematicas como la descripcidn de sus variedades y su relacién filogenética con los otros juniperos.
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Figura 6. Localizacién de las poblaciones de J. blancoi conocidas. Se muestra la regién hidrica que habitan y la
provincia bidtica con caracteres morfotecténicos, SMO: Sierra Madre Occidental, FVTM: Faja Volcénica

Transmexicana.
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Juniperus blancoi var. huehuentensis fue descrito con base en un analisis morfoldgico, de
terpenoides de las hojas y de RAPDs por (Adams et al., 2006). La red de tendido minimo con 93 RAPDs
agrupo primero a J. blancoi var. huehuentensis con J. blancoi var. blancoi (El Salto y San José del Rincén) y
después con J. blancoi var. mucronata y por ultimo con J. scopulorum.

Juniperus blancoi se encuentra dentro de la subseccién de juniperos con el margen de hoja liso
del hemisferio Oeste. Este grupo parece ser monofilético e incluye a las especies continentales J. blancoi,
J. scopulorum, J. virginiana y J. horizontalis y a las especies del Caribe J. barbadensis, J. bermudiana, J.
gracilior y J. saxicola. El arbol Bayesiano de dichas especies y sus variedades realizado con la
combiancion de secuencias de ADNn y ADNcp (trnC-trnD) muestra a J. blancoi var. huehuentensis y a J.
blancoi var. mucronata en una rama junto con J. horizontalis y J. scopulorum separados de J. blancoi var.
blancoi, es decir una relaciéon polifilética (Adams, 2008). Dicha topologia difiere de la encontrada por una
red de tendido minimo realizada con 132 RAPDs y terpenoides (Adams, 2000) en la que J. blancoi var.
blancoi y J. blancoi var. mucronata son monofiléticos y mas cercanos a J. scopulorum que a J. virginiana

(Figura 7; Adams, 2008).
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Figura 7. Relaciones entre los juniperos de hoja entera de América del Norte. Derecha: red de tendido
minimo utilizando 132 RAPDs (Adams 2000). lzquierda: Arbol bayesiano utilizando secuencias de ADNn y
ADNcp (trnC-trnD), los numeros sobre las ramas son las probabilidades expresadas en porcentaje (Adams,
2008; Schwarzbach et al. in prep.).
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Tabla 1. Ubicacion y principales condiciones ambientales de las poblaciones de J. blancoi.

Altitud Precipitacion Temperatura

Clave Poblacion Estado Coordenadas geograficas (msnm) Suelo* total anual> media anual®** Clima®
Yec Yécora Sonora -108.763056, 28.374722 1350 Lc 800 - 1000 12°a18°C C(wl)x'
Moh Cerro Mohinora Chihuahua -107.050288, 25.96011 3200 | 1000-1200 5°a7°C Cb'(w2)
Hue Cerro Huehuento Durango -105.7395, 24.075028 3150 Be 1200-1500 5°a7°C Cb'(w2)
Sl El Salto Durango -105.378333, 23.756317 2500 Bv 1000 A 1200 5°al2°C Cb'(w2)
Zh Rio Patitos Huitzila Zacatecas -103.567389, 21.351944 1700 Be 600 - 800 18°a22°C (A)C(wo)
PB Presa Brockman Michoacan -100.149361, 19.762528 2800 To 1000 -1200 12°a18°C Cb'(w2)
Sn San José del Rincon Edo. de México -100.124083, 19.652639 2800 To 800 - 1000 12°a18°C C(w2)
Pre La Preciosita Puebla -98.574342,19.445106 2700 Th 600 - 800 12°a 18°C C(w2)

Lc: luvisol créomico, I: litosol, Be: cambisol edtrico, Bv: cambisol vertico, To: andosol écrico, Th: andosol himico. Para notacién del clima ver texto.

L INIFAP (1995); 2 Garcia (1998b); * Vidal-Zepeda (1990); * En los picos de los cerros Huehuento y Mohinora la temperatura debe ser ajustada debido a la
diferencia de altitud con la estacién metereolégica mas cercana, se hizo una estimacion Gémez et al. (2008); ® Garcia (1998).

Tabla 2. Zona geografica y cuencas hidroldgicas de las poblaciones de J. blancoi .

Poblacion Cuenca Region hidroldgica . Provmclla.
fitogeografica
Yec Rio Yaqui Sonora Sur SMO
Moh Rio Sinaloa Sinaloa SMO
Hue Rio Piaxtla-Elota-Quelite Sinaloa SMO
Sl Rio Presidio Presidio-San Pedro SMO
Zh Rio Santiago Guadalajara Lerma-Santiago SMO
PB Rio Lerma-Toluca Lerma-Santiago FVTM
Sn Rio Lerma-Toluca Lerma-Santiago FVTM
Pre Rio Atoyac Balsas FVTM

SMO: Sierra Madre Occidental, FVTM: Faja Volcdnica Transmexicana. Acorde a Comisipon Nacional del Agua (1998)



3 Objetivos

3.1 Objetivo general

El objetivo general del presente estudio es determinar mediante marcadores moleculares parametros de
genética de poblaciones para hacer un andlisis filogeografico que permita entender los procesos
histdricos por los que han pasado las poblaciones de J. blancoi. Se espera que lo anterior pueda
contribuir al entendimiento de la evolucion de los bosques de coniferas de México, pero desde el punto
de vista de las especies riberefias y altamente fragmentadas, y que brinde informacién util para la

conservacién de la especie y su habitat asociado.

3.2 Objetivos especificos

Para cumplir con lo anterior son necesarios una serie de objetivos intermedios:
e Describir la distribucién actual de la especie y su tipo de rareza

e Realizar un mapa de distribucion potencial de la especie

e Encontrar un marcador molecular (secuencia de ADNcp) polimdrfico para la especie y
estandarizar su amplificacion

e Obtener mediante técnicas de genética de poblaciones indices como diversidad, estructuracion y
diferenciacion genética, entre otros, y determinar parametros de demografia histérica como
tamafio histdrico poblacional, crecimiento poblacional, entre otros.

e Determinar si existe una estructuracion geografica de la variacidon genética y como ésta puede
responder a los procesos histdricos por los que ha pasado la especie.

e Determinar las relaciones filogenéticas entre los haplotipos de J. blancoi y muestras de J.
scopulorumy J. virginiana

e Describir las condiciones ambientales y sociales en las que se encuentra cada poblacion
3.3 Hipétesis
Juniperus blancoi es una especie altamente fragmentada, con pocas poblaciones y tres de ellas
diferenciadas al nivel de variedad. La hipdtesis es que dicha distribucion es natural y que se debe a los
procesos histéricos por los que atraviesan los bosques de coniferas en México, cuyo efecto podria ser

mas drastico en especies raras. Si esto fuera asi se esperaria encontrar una alta diferenciacién entre sus

poblaciones y evidencia filogeografica de expansioén de la distribucion seguida de fragmentacion.
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4 Area geografica de estudio

Las ocho poblaciones conocidas de J. blancoi se encuentran en el Noroeste y Centro del pais en Sonora,
Chihuahua, Durango, Zacatecas, Michoacdn, Estado de México y Puebla-Tlaxcala (Tabla 1). Pueden
dividirse en dos grupos segun la provincia geografica en que habitan: los de la Sierra Madre Occidental
(SMO) y los de la Faja Volcanica Transmexicana (FVTM), sin embargo, dado que se trata de una especie
riberefia, es necesario incluir otro elemento en la regionalizacién: la cuenca en la que habitan (Figura 6).

El agua de los rios y los arroyos escurre hacia un area determinada segun la conformacién del
relieve y termina en el mar o en un lago. A dicha drea se le llama cuenca hidroldgica y a la agrupacién de
éstas regidn hidroldgica. En este sentido, cuatro de las ocho poblaciones se encuentran en cuencas
distintas y sélo un grupo de tres y otro de dos comparten la misma regién hidroldgica (Tabla 2).

Por otro lado, aunque todas las localidades se encuentran en bosques de coniferas y encinos, el
rango de latitud y altitud es tal que presentan condiciones ambientales distintas (Tabla 1) que se
traducen en variantes sobre todo de los climas templados y semifrios (Garcia, 1998):

e ((wl)x": Templado subhumedo. Temperatura media anual entre 12°C y 18°C. Temperatura del
mes mas frio entre -3°C y 18°C y del mas caliente menor a 22°C. Precipitacion en el mes mas seco
menor de 40 mm; lluvias de verano y porcentaje de lluvia invernal mayor al 10.2% del total anual.

e (Cb'(w2): Semifrio subhimedo. Temperatura media anual entre 5°C y 12°C. Temperatura del mes
mas frio entre -3°C y 18°C y del mas caliente menor a 22°C. Precipitacidon en el mes mas seco
menor de 40 mm; lluvias de verano y porcentaje de lluvia invernal del 5 al 10.2% del total anual.

e (A)C(wo): Semicdlido subhimedo del grupo C. Temperatura del mes mas frio menor de 18°Cy del
mas caliente mayor de 22°C. Precipitacién del mes mds seco menor de 40 mm; lluvias de verano
con indice P/T menor de 43.2 y porcentaje de lluvia invernal del 5% al 10.2% del total anual.

e ((w2): Templado subhimedo. Temperatura media anual entre 12°C y 18°C. Temperatura del mes
mas frio entre -3°C y 18°C y del mas caliente menor a 22°C. Precipitacion en el mes mas seco
menor de 40 mm; lluvias de verano con indice P/T mayor de 55 y porcentaje de lluvia invernal del

5 al 10.2% del total anual.
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5.1 Colecta de material biolégico

Se muestrearon las ocho poblaciones conocidas de Juniperus blancoi y sus variedades. Los detalles de
cémo llegar a cada punto se encuentran en el Anexo 2.

En cada localidad se tomaron notas ambientales y del estado de la vegetacion, coordenadas
geograficas, altitud y una muestra para el herbario (MEXU, AMY No. 001-009). Se colectd en un transecto
a ambos lados del arroyo en aproximadamente 1km y se colectaron en bolsas de plastico muestras de
tejido (ramillas terminales con hojas jévenes y conos), de entre 20 y 22 individuos, mismas que se
mantuvieron en hielo hasta su llegada al laboratorio donde se le almacenaron a -70°C para su uso
posterior.

Para realizar los analisis filogenéticos se consiguieron tres muestras de tejido de J. virginiana de
Marion, Arkansas, EEUU vy tres de J. scopulorum de Santa Fe, New Mexico, EEUU colectadas por Robert P.
Adams para el Herbario de la Universidad de Baylor (No. 10220-10222 y No. 10933-10935
respectivamente), asi como una de Callitropsis forbesii de El Dieciseis, Baja California, México colectada

por Patricia Rosas y David Gernandt del Instituto de Biologia de la UNAM.

5.2 Identificacion del tipo de rareza

El tipo de rareza de J. blancoi se identifico a partir de la tipologia propuesta por Rabinowitz (1981) segin
la interaccion de tres caracteristicas: distribucidn geografica; especificidad del habitat y tamano de cada
poblacidn. Ademads de conocer la distribucidn total de la especie y la separacién entre sus poblaciones se
realizaron observaciones de campo para determinar la abundancia de individuos y la presencia de otras

especies arbdreas en el habitat.

5.3 Generacion de la distribucion potencial

La distribucion potencial de J. blancoi se generd con el programa Maxent ver. 3.2.19 (Phillips et al., 2006)
con las coordenadas de las ocho poblaciones y 19 capas ambientales de World Clim (Hijmans et al.,

2005), las cuales se basan en datos de temperatura y precipitacion en diferentes temporadas del afio. La
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distribucion obtenida se restringié a las areas que presentaran una probabilidad mayor o igual al 0.55 de
presentar las condiciones adecuadas para que habite la especie.

El objetivo de realizar este analisis es determinar si existen areas que supuestamente presenten
las condiciones ambientales adecuadas para que la especie pudiera existir, pues la discontinuidad de

condiciones podria ser el elemento que determinara lo reducido y fragmentado de sus poblaciones

5.4 Registro de caracteristicas dasométricas

De cada individuo colectado se obtuvo el didmetro normal, la altura y el sexo. Estos datos fueron
agrupados por poblacidn y se realizé una ANOVA para cada variable. Las poblaciones de J. blancoi var.
huehuentensis (los cerros Huehuento y Mohinora) no se consideraron ya que su forma de crecimiento

arbustivo y muy ramificado no permitia realizar las mediciones.

5.5 Extraccion de ADN, PCR y secuenciacidn

La extraccion de ADN de cada individuo se realizé a partir del tejido colectado (hojas) con un método
“MINI-PREP” (Anexo 3) modificado de Vazquez-Lobo (1996), los productos de la extraccion se
almacenaron a -20°C para su uso posterior. La calidad del ADN extraido se confirmé mediante
electroforesis de 2 pl de cada muestra en un gel de TBE-agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio al
0.1%. Se utilizé un buffer de TBE al 0.5% vy los geles se corrieron durante 20-25 minutos con un voltaje de
110 W y una intensidad de 150 A.

Se exploraron tres regiones del ADNcp: trnC-trnD, trnS-trnG2S y trnT-trnL-trnF. Las condiciones de
amplificacion se estandarizaron a partir de otros protocolos utilizados para especies del género Pinus en
el Laboratorio de Genética y Evolucidn del Instituto de Ecologia de la UNAM y de protocolos reportados
por Shaw et al., (2005).

° trnC-trnD: se amplificd la region completa (Figura 8). La reaccidn se llevd a cabo en un volumen
de 35 pl con las siguientes concentraciones de reactivos: 5X Buffer de PCR (Invitrogen), MgCl, al 25 mM
(Invitrogen), 200 uM de cada dNTP (Invitrogen), 0.2 pM de los cebadores trnC[tRNA-Cys®*] y
trnD[tRNA-Asp(°"“)] (Invitrogen), 2U de Tag polimerasa recombinante (Invitrogen) y aproximadamente 1
ng de ADN gendmico (4 pl). Se utilizaron las siguientes condiciones de PCR: 1) desnaturalizacidn inicial a

80°C por 5 min; 2) 30 ciclos de: 1 min de desnaturalizaciéon a 95°C, 4 min de alineacién y extensidn a
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58°C en un mismo tiempo; y 3) extensidn final a 66°C por 10 minutos. El producto de PCR se diluyé al
50%. Para C. forbesii se utilizaron las mismas concentraciones de reactivos con las siguientes condiciones
de PCR: 1) 94°C durante 5 mins 2) 30 ciclos de 94°C por 1 min, 57°C por 2 min y 72°C durante 2 mins 3)
extension final a 72°C por 5 min. Se purificé la banda deseada con el kit QlAquick Gel Extraction Kit de
acuerdo a las instrucciones del fabricante y se realizd un segundo PCR con las primeras condiciones de
PCR mencionadas por 25 ciclos.

. trnS-trnG2S: se utilizaron los primers trnS° y trnG2S (Anexo 4) en idénticas condiciones y
concentraciones de reactivos que en el primer caso, pero en un volumen de 25 pl y no se diluyé el
producto final.

. trnT-trnL-trnF: se utilizaron los primers Taberlet tabA y tabD (Anexo 4) en un volumen de 25l
con las mismas concentraciones del primer inciso y las siguientes condiciones de PCR: 1)
desnaturalizacién inicial a 94°C por 3 mins, 2) 35 ciclos de: 1 min de desnaturalizacidon a 94°C, 50 s de

alineacién a 50°C y 1 min de extensién a 72°C, y 3) extension final a 72°C por 5 min.

— pNpMR) —psbM54(R) «— tmD
tmC —> pNpM(F) = psbMS4 (F) —
petN psbM

trnC[{RNA-Cys(GCA)]* 5-CCAGTTCAAATCTGGGTGTC-3’

pNpM(R) 5-GACAGAGCAATAATGCTCC-3"
pNpM(F) 5"-GGAGCATTATTGCTCTGTC-3’
psbM54(R) 5-TCATTGCAGTGCCCACTTCT-3"
psb M5 4(F) 5-AGAAGTGGGCACTGCAATGA-3

D [RNA-Asp(GUC)]*  5-GGGATTGTAGTTCAATTGGT-3°

I Region codificante u Region no codificante

Figura 8. Organizacion génica de la regidn trnC-trnD de ADNcp y primers utilizados para su secuenciacion.

Para detectar polimorfismo significativo se secuenciaron ambas hebras para cada region en 5
individuos por poblacién. En el caso de la region trnC-trnD se disefiaron los cebadores internos pNpM vy

psbM54 a partir de la secuencias de J. scopulorum con numeros de acceso de NCBI EF608988.1,
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EF608989.1 y EF608990, y se utilizaron durante la secuenciacién (Figura 8). Mientras que la regidn trnT-
trnL-trnF fue secuenciada con los cebadores tabA, tabB, tabC, tabD y el trnS-trnG2S con los mismos
utilizados para la amplificacién (Anexo 4). La purificacion y las reacciones de secuenciacion se llevaron a
cabo en el High-Throughput Genomics Unit (HTGU), del Department of Genome Sciences, Univ. of
Washington, Seattle.

Las secuencias se armaron y alinearon manualmente con el programa BioEdit ver 7.0.9.0 (Hall

1999) siguiendo las recomendaciones de Miiller (2006) para las inserciones-deleciones.

5.6 Analisis de la regién trnC-trnD
5.6.1 Diversidad genética

Las 160 secuencias de J. blancoi divididas en sus correspondientes 8 poblaciones se analizaron con el
programa DNAsp ver. 5 (Rozas et al., 2003) y Arlequin ver. 2.000 (Schneider et al., 2000) para calcular
diferentes indicadores de diversidad genética en cada poblacidn y en el total de la especie: diversidad
haplotipica (h), nimero de haplotipos (k), nimero de sitios polimérficos incluyendo indels, sustituciones
y otros eventos (S) y diversidad nucleotidica () utilizando las ecuaciones 1-4. Los indel de mas de un par
de bases y las inversiones se consideraron un evento Unico y fueron manejados como gaps. Se analizaron
como quinto estado para definir los haplotipos y calcular la diversidad haplotipica (h) y nucleotidica
modificada (rry). Para los valores de @ y m no se tomaron en cuenta. Se utilizaron sélo las regiones no

codificantes (trnC-petN, petN-psbM, psbM-trnD) con un total de 1351 pb.

5.6.2 Diferenciacion y estructuracion genética

La diferenciacion genética entre pares de poblaciones (Fs;) se calculé con DNAsp ver. 5 (Rozas et al.,
2003) acorde a la ecuacion 7a. Las poblaciones de J. blancoi se dividieron en grupos genéticamente
diferentes por medio de SAMOVA ver. 1.0. (Dupanloup et al., 2002) programa que simula diferentes
particiones de n poblaciones en K grupos e indica la agrupacién con el valor mayor de F¢;, lo que implica
que las poblaciones dentro de cada grupo son lo mas parecidas y que la diferencia entre los grupos es la

mas grande. La prueba se realizéd con 100 condiciones iniciales, se probaron valores de K de 2 a 6 y se
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eligié el caso que presentd un valor mayor de F¢; Con dicha agrupacion se realizé una prueba de AMOVA

utilizando el mismo programa.

5.6.3 Andlisis filogenéticos

Se realizd un analisis filogenético entre los ocho haplotipos de J. blancoi, y las secuencias encontradas
con los tres individuos de J. scopulorum vy J. virginiana para la region concatenada trnC-trnD. Se utilizaron
los métodos de maxima verosimilitud (MV) y de maxima parsimonia (MP) con los programas RAxML
7.0.4 (Stamatakis et al., 2008) y PAUP ver. 4.0b10 (Swofford, 2003) , respectivamente. Como grupo
externo se utilizo a Callitropsis forbesii.

El andlisis de MV se realiz6 en el servidor web del programa (RaxML BlackBox en

http://phylobench.vital-it.ch/raxml-bb/) con busqueda por maxima verosimilitud, los pardmetros del

modelo se calcularon automaticamente (pi-A: 0.333798 pi-C: 0.147021 pi-G: 0.132672 pi-T: 0.386509).
Los indels y las inversiones no fueron consideradas. Del mejor arbol se obtuvieron los valores de
bootstrap usando 100 replicas.

Para el analisis de MP se utilizd un criterio de busqueda Branch and bound. Los indels de mas de
un par de bases y una inversién se consideraron como eventos Unicos (Miller, 2006) y se codificaron
como gaps, mismos que se utilizaron como quinto estado en el andlisis. Se obtuvieron los valores de

bootstrap usando 1000 réplicas.

5.6.4 Andlisis filogeogrdfico de clados anidados

Con las secuencias mencionadas se construyé una red de haplotipos utilizando la distancia absoluta
entre las secuencias, primero manualmente (sdlo J. blancoi) y luego (las tres especies) con TCS ver. 1.21
(Clement et al., 2000) un programa que implementa el algoritmo de parsimonia estadistica descrito por
Templeton et al. (1992). El programa se corrié con un limite de conexiones de 95% y los gaps se tomaron
como quinto estado.

El anidamiento de los clados se realizd para los haplotipos de J. blancoi segln los principios de
Templeton et al. (1987). Las pruebas de asociacion geografica se hicieron con Geodis 2.5 (Posada et al.,
2000) vy se utilizé la clave de inferencias de Templeton (2004) mas reciente disponible (15 diciembre del

2008).
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5.6.5 Demografia historica

El analisis de diferencias pareadas (mismatch) se realizé tomando en cuenta sdlo las sustituciones con
Arlequin 2.000 para toda la especie y para el grupo de la FVTM. El poder del estimado se evalué con la
distribucion de la suma de diferencias cuadradas (SSD, por sus siglas en inglés) obtenida con un
bootstrap de 10,000 réplicas.

El tamafio efectivo de la poblacién (Ne) y el tiempo al ancestro comun mas cercano (tm. por sus
siglas en inglés) de los haplotipos de J. blancoi, se calcularon utilizando el programa BEAST v1.4.8
(Drummond y Rambaut, 2007), mismo que utiliza un modelo Bayesiano con el método de muestreo de
Cadenas Markov de Monte Carlo (MCMC por sus siglas en inglés) para estimar una distribucién posterior
de los pardmetros mencionados a partir de secuencias de ADN dado un modelo determinado de
sustitucion nucleotidica y un reloj molecular estricto o relajado (Drummond y Rambaut, 2007). Como
modelo de sustitucidn se eligio el GTR (General Time Reversible), sin heterogenidad por sitio (todos
evolucionan a la misma velocidad), bajo una tasa de mutacion fija de 0.22x10-° sustituciones por sitio por
afio (Willyard et al., 2006), bajo un modelo de tamafo de poblacién constante. Se utilizé la region trnC-

trnD sin las regiones codificantes.

5.6.6 Prueba de Mantel

Para determinar si la dindmica poblacional se ajusta a un modelo de aislamiento por distancia, es decir, si
existe una relacién lineal significativa entre la distancia genética y la geogrifica, se realizard una prueba
de Mantel para diferentes agrupaciones: toda la distribucién, poblaciones de la FVTM y poblaciones de la
FVTM mas Rio Patitos (ya que dicho grupo se encuentra en un mismo clado, ver resultados mas
adelante). La matriz de las distancias geograficas se calculd a partir de las coordenadas de las colectas
con el programa Geographic Distance Matrix Generator ver. 1.2.3. (Ersts, 2009) y para la matriz de la
distancia genética se tomaron los valores de Fs;calculados con DNAsp (Tabla 5). La prueba de Mantel se
realizé en Arlequin ver. 3.1. (Excoffier et al., 2007) con 10,000 permutaciones y se utilizd el logaritmo

natural de las distancias geogréficas (Rousset, 1997).

32



Métodos

5.7 Evaluacion de las caracteristicas socioecondmicas y del estado de conservacion

El contexto socioecondmico y geografico son dos elementos que influyen, y con frecuencia definen, los
procesos de cambio de uso del suelo y con ello el presente y futuro de la vegetacion. Para realizar un
acercamiento a las condiciones socioeconémicas y de manejo de los recursos naturales bajo las que cada
poblacién del presente estudio se encuentra se determind para cada localidad: el uso de suelo, la
actividad a la que se destina la tierra, el tipo de propiedad (privada o ejidal), la informacidn geopolitica
(Estado, Municipio, Localidad y Nucleo agrario cuando aplicable). Ademas se incluyeron diversos factores
socioecondmicos que en un estudio en Areas Naturales Protegidas (ANP) resultaron ser importantes
(Figueroa, 2008) y posibles de adquirir: nivel de marginidad, densidad poblacional del municipio vy
numero de asentamientos humanos cercanos. Para obtener dicha informacién se utilizaron disintas
fuentes: datos brindados por los pobladores locales; consulta del Cuaderno Municipal y los Nucleos
Agrarios tabuladores bdsicos por municipio (INEGI) segln cada poblacidn; y localizacion en un Sistema de
Informacién Geografica (ArcView 3.2) de cada localidad e interseccidon con los mapas de Uso de Suelo
segln CONABIO (1999) y Grado de marginacion a nivel localidad en el 2000 (CONABIO, 2006). Cuando
fue posible obtener en campo la localidad o municipio a la que pertenecia la poblacidn colectada se
utilizé dicha informacion, y cuando no, se le adjudicé a la localidad mas cercana segun los limites
municipales de INEGI.

La condicidon ambiental de cada poblacién de J. blancoi se determiné con base en observaciones
de campo. Se consideré como buena si tanto la vegetacién riberefia y la vegetacion del resto del
ecosistema se encontraban poco perturbadas (presencia de especies arbdreas locales y de otros estratos
de vegetacién, suelos no erosionados y cobertura vegetal esperada); y si ademas existian varios
individuos (la referencia fue 70 en 1 km, que fue la mayor densidad y se encontré en La Preciosita) de J.
blancoi de diversos grupos de edades, con plantulas y de ambos sexos. Del mismo modo, se definié como
mala si cualquiera de las consideraciones anteriores no se cumplia. Por otro lado, con base en la
condicidon ambiental, el uso del suelo, el destino del terreno y los indicadores sociales mencionados
anteriormente se definid el estado de conservacién segln las categorias y criterios de la Lista Roja de
Especies Amenazadas (IUCN, 2009) de la Unién Internacional para la Conservacién de la Naturaleza (IUCN

por sus siglas en inglés).
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6.1 Tipo de rareza en Juniperus blancoi

La distribucion geografica de J. blancoi es relativamente amplia ya que sus poblaciones se localizan desde
Sonora hasta Puebla. Su habitat es muy especifico: a pesar de que se encuentran en condiciones
ambientales con diferencias (Tabla 1). Los individuos de J. blancoi var. blancoi y de J. blancoi var.
mucronata se encontraron sélo en la orilla o dentro del cuerpo de agua mismo, y de J. blancoi var.
huehuetensis en la cima y ladera rocosa de cerros de mas de 3000 msnm con poco suelo (Figura 5). En los
dos primeros casos ninguna otra conifera ni especie arbdrea crece junto al cuerpo de agua, por lo que la
especie de estudio es dominante. En las poblaciones de J. blancoi var. huehuentensis existen escasos
individuos de J. deppena var. robusta y Pinus aff. cooperi (este ultimo sélo en el Cerro Mohinora).
Numéricamente ninguna de las poblaciones de J. blancoi es especialmente abundante, ni siquiera en La
Preciosita o en los cerros Mohinora y Huehuento (las tres mayores y en mejor estado de conservacion)
se contaron mas de 300 individuos adultos en toda el area (aproximadamente 2.2 ha en La Preciosita y
2.7 ha en el Cerro Mohinora). En un estudio previo en La Preciosita (Nepomuceno-Martinez et al.,
2007) el 95% de los arboles mayores a un metro muestreados a 20 metros a cada lado del arroyo fueron
J. blancoi, y el indice de mezcla de Gadow (que utiliza el método del vecino mas cercano, (del Rio et al.,
2003) fue cercano a cero (DM = 0.0625) lo que confirma que se trata practicamente de una masa pura de
la especie mencionada. Aunque no se realizé un estudio similar en cada poblacién, era evidente que J.
blancoi era mas abundante y dominaba respecto a otras especies arbdreas en las margenes de los
arroyos o las formaciones rocosas en la cima de los cerros.

Por todo lo anterior se determind que J. blancoi es una especie rara del tipo: de distribucion
geografica amplia pero con pocas poblaciones en un hdbitat muy restringido aunque localmente
dominante. Se concluyd asi mismo que la rareza de la especie es de origen natural, los motivos se

discuten mas adelante.

6.2 Distribucion potencial de Juniperus blancoi

Las areas que segun el modelo de Maxent presentan las condiciones adecuadas para que pueda habitar

la especie se encuentran basicamente en la SMO y en la FVTM (Figura 9). Sin embargo se detectaron
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puntos con condiciones adecuadas mas al sur, hasta las montanas de Guatemala, sin embargo parece ser

que la especie restringe su distribucion a la SMO y FVTM.
En general, la distribucién obtenida se encuentra fragmentada pero es mucho mayor que la
distribucion reportada para la especie, incluso si se sumara la limitante de las corrientes de agua. Cabe

mencionar que el punto de la poblacion de Yécora quedd en un darea asignada con un valor de

probabilidad 0.20, lo cual es bajo.

A Poblaciones conocidas
Distribucién potencial

Bl 035 a
B 070

=0.55

600 1200 1800 2400 Kilometers
|

Figura 9. Areas con condiciones adecuadas para la existencia de J. blancoi con valores de probabilidad >0.55.
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6.3 Variacion de caracteristicas dasométricas

Considerando los valores maximos encontrados, J. blancoi puede encontrarse como arboles que van de
los 5 a los 26 metros, y con didmetros desde 28 hasta 82 cm (Tabla 3), tal rango se encuentra distribuido
heterogéneamente entre sus poblaciones pues se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en la media del diametro y de la altura entre las seis localidades analizadas (Tabla 3). La
Preciosita y San José del Rincdn se agrupan juntos y presentan los tamafios mayores: alrededor de 15
metros de altura y 45 de didametro. El Salto presentd los valores mds pequefios (h =2.73y D =8.32) y no
es estadisticamente diferente de Yécora. Rio Patitos y la Presa Brockman se encuentran en valores
intermedios.

Debido a su habito arbustivo. J. blancoi var. huehuentensis no fue considerado en el registro de
caracteristicas dasométricas, pero es importante resaltar que esto lo vuelve diferente a las poblaciones

arboéreas medidas.

Tabla 3. Diferencias en la altura y didmetro entre seis poblaciones de J. blancoi

L, Altura (m) Diametro (cm)
Poblacién Media Maximo Media Maximo
La Preciosita 15.76a 26 42.73 a 81.81
Sn J. Rincon 1412 a 18 46.31a 89.76
P. Brockman 7.4b 10 22.27b 32.79
R. Patitos 5.67 bc 15 22.75b 50.29
Yécora 4.76 cd 9 12.96¢c 28.33
El Salto 2.73d 5 8.32c 28.01

Letras iguales por columna indican que no hay diferencias significativas
(P<0.05) entre las medias de cada poblacion

6.4 Descripcion de las regiones secuenciadas

La regidn trnS-trnG2S tuvo un tamafio de 720 pb, la trnT-trnF de 900 pb aproximadamente y la trnC-trnD
de 1555 pb. En ésta ultima fue donde se encontrd polimorfismo significativo, por lo que se utilizé para
los subsecuentes analisis.

Dentro de dicho fragmento en J. blancoi el espaciador trnC-petN tiene un tamafio de 295-296 pb,
el gen petN esta formado por 90pb, el espaciador petN-psbM tiene una longitud de 643 pb, el gen psbM

mide 112 pb; y el espaciador psbM-trnD mide 414 pb. Se encontraron 3 tipos distintos de mutaciones
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que en total generan 12 sitios polimadrficos y 10 haplotipos distintos (Tabla 4). Se encontraron: 8 indels de
los cuales 2 involucran mas de un par de bases pero un sdlo evento de mutacién (parecen ser una
repeticion tandem de la secuencia contigua); 3 sustituciones y 2 inversiones que parecerian sustituciones

pero no lo son (Tabla 4).

6.5 Andlisis de la region trnC-trnD
6.5.1 Diversidad, diferenciacion y estructura genética

El total de individuos secuenciados entre las 8 poblaciones de J. blancoi fue de 160. La diversidad
haplotipica total de la especie fue alta (h; = 0.86266). El nimero de individuos por haplotipo encontrados
en cada poblacidn, asi como los diferentes indices de diversidad genética calculados, se registran en la

Tabla 6.

Tabla 5. Matriz de distancia genética (valores significativos de Fs; diagonal superior) y geografica (km, diagonal
inferior) entre poblaciones de Juniperus blancoi. Todos los valores de Fs; son significativos (P<0.01)

Yécora Mohinora Huehuento ElSalto Patitos Brockman Sn.J.Rincon Preciosita

Yec 0 0.88826 1.00000 0.92568 0.45000 0.90672 0.91285 0.95042
Moh 207.77 0 0.50833 0.50523 0.48818 0.76700 0.75358 0.79860
Hue 365.07 157.46 0 0.50000 0.48113 0.82976 0.82571 0.89464
Salto 405.61 198.3 41.32 0 0.48438 0.78824 0.77729 0.82985
Pat 616.97 410.4 253.6 212.36 0 0.54680 0.49368 0.51926
Brock | 985.72 784.07 631.09 589.98 382.19 0 0.15634 0.24946
SnJR 989.06 787.35 634.29 593.17 385.23 3.54 0 0.17433
Pres | 1154.97 955.68 804.34 763.42 557.24 175.42 172.56 0

El haplotipo mas abundante fue el H5 (20%) seguido por el H7 (19.37%) y el H1 (17.5%). La
poblacién con mayor diversidad fue la de la Presa Brockman, seguida de las de San José del Rincén, el
Cerro Mohinora y La Preciosita ( h. = 0.70562, 0.62745, 0.54412 y 0.52857 respectivamente) en donde el
numero de haplotipos es de 4 para la primera y 3 para las otras. Mientras que en Yécora se encuentra fijo
el haplotipo H5 y en el Cerro Huehuento el H7, de manera que la diversidad en ambos casos y para las
secuencias analizadas es nula. La diversidad nucleotidica total fue de m, = 0.002416, el valor mas alto se
encuentra en la poblacién del Rio Patitos (my = 0.001943) ya que aunque en dicha poblacién se

encontraron solo dos haplotios éstos difieren entre si por varios sitios polimorficos.
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Tabla 4. Sitios variables de la alineacion de la regién de ADNcp trnC-trnD en los ocho haplotipos encontrados para J. blancoi y las secuencias de J. virgineana vy J.
scopulorum. Los guiones (-) representan ausencia de un nucleétido. Se indica la posicidn para el fragmento completo y en las tres regiones neutras, la numeracion
corresponde a la alineacion con C. forbesii.

Posicion
Haplotipo trnC- trnD
75 271 282-286 296-297 600-602 721 793-810 817 857-859 932 991-997 1018-1023 1024 1047-1051 1054 1274-1280 1293 1296 1301-1307 1450 1474
J. blancoi HO1 - C e -- TTC C omeme-- GAGA-TATT A T - GTAATTA  AAAA T TTTTA B - B T C
J. blancoi H02 - C e -- TTC C omeme-- GAGA-TATT A T - aeeeee- AAAA T TITA - - a-eee B T C
J. blancoi HO3 - C e -- TTC C --mem--- GAGA-TATT A AAA - e AAAA T TTTTA B - B T C
J. blancoi HO4 T C  ----- -- TTC C --mem-e- GAGA-TATT A T R AAAA T TITA - - - e T C
J. blancoi HO5 - A - -- TTC C -omemme- GAGA-TATT A T A GTAATTA  AAAA T e - e s - -
J. blancoi HO6 - C e - TC T aeeeeeees GAGA-TATT A TIT GTAATTA  AAAA T A - —eeee- T e -
J. blancoi HO7 N - TC T aeeeeees GAGA-TATT A TIT GTAATTA  AAAA T TITTA = oeeeee- C - - -
J. blancoi HO8 B - TC € -mmeeeee- GAGATATT A TIT - —eeee- AAAA T TTA = eeeeee © s c ¢
J. blancoi H09 Y T - TC € ammeeeee- GAGATATT A TIT A GTAATTA  AAAA T e C eeemee- © e -
J. blancoi H10 - A - -- GAA C --memee- GAGA-TATT A T A GTAATTA  AAAA L e - -
J. virginiana 10222 A TITIT TT TTC C  TAATATCTC--------- - T GTAATTA S A - e - - ATATATT - -
J. virginiana 10221 A TITIT TT TTC C  TAATATCTC--------- - T GTAATTA S A - - TATTATA G - ATATATT - -
J. virginiana 10220 A TITIT TT TTC C  TAATATCTC--------- - T GTAATTA EEEE A - B - - ATATATT - -
J. scopulorum 10935 cC T---- -- TTC C -omeme--- GAGA-TATT A T GTAATTA  AAAA L TR R e T -
J. scopulorum 10934 cC T---- -- TTC C -omeme--- GAGA-TATT A T GTAATTA  AAAA T aeeee e e e - -
J. scopulorum 10933 C T---m -- LL(C P GAGATATT A TIT GTAATTA  AAAA L T . e - -
Callitropsis forbesii - T ----- TT TTC C -eee- GAAAATATT A --- - GTAATTA AAAA T ----- R - R R T -
75 271 282-286 296-297 | 185-187 306 378-395 402 442-444 517 576-582  603-606 607  632-635 637 73-80 93 96 101-107 250 279
trnC-petN petN-psbM psbM-trnD
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Tabla 6. Nimero de individuos por poblacién encontrados para cada haplotipo en Juniperus blancoi en el fragmento de ADNcp trnC-trnD e indices de diversidad
genética.

. Haplotipo
Poblacicn 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Total S kT T %
Yécora, Son. 0 0 0 0 21 0 0 0O O O 21 000000 O 1 0000000 0.000000 0.00000
C. Mohinora, Chih. 0O 0 0 0O 0 0 2 0 11 4 17 054412 2 3 0.000645 0.000000 0.00000
El Salto, Dgo. 0O 0 0 0 O0 11 10 0 O ©0 21 000000 O 1 0000389 0.000000 0.00000
C. Huehuento, Dgo. 0O 0 0 0O O 0 19 0 O O 19 05238 1 1 0000000 0.000000 0.00000
R. Patitos, Jal. 0 0 0 0 11 0 0 O O 0 21 052381 5 2 0001943 0000389 0.00021
P. Brockman, Mich. 3 2 8 9 0 0 0O 0O O 0 22 07052 3 3 0000918 0.000360 0.00020
Sn.J.Rincon,Edo.Mex.| 8 2 8 O O 0 0 O O O 18 062745 2 2 0000776 0.000388 0.00004
Preciosita, Pue. 7 13 0 0 0 0 O 1 0 0 21 052857 2 3 0000417 0.000071 0.00021
Total 28 17 16 9 32 11 31 1 11 4 160 086266 12 10 0002416 0.000564 0.00040

h diversidad haplotipica; kK nimero de haplotipos; S numero sitios polimarficos (incluye indels e inversiones); my diversidad nucleotidica promedio tomando en
cuenta mutaciones distintas de sustituciones (como evento Unico y codificadas como gaps); it diversidad nucleotidica promedio; @sTheta por sitio.

Tabla 7. Andlisis de varianza molecular (AMOVA) para las poblaciones de J. blancoi con el fragmento trnC-trnD de ADNcp.

I’ .
Fuente de variacion gl SC cv PV nc.i.lce's’ de
fijacion
Entre grupos 4.00 197.39 1.56 7393  F,=0.21259**
Entre poblaciones dentro 3.00 338 0.12 c 4 F.=0.79469%*
de los grupos
Entre las poblaciones 152.00 65.88 0.43 20.53 F.=0.73926*

Total 271.64 2.11

gl: grados de libertad; SC: suma de cuadrados; CV: componentes de la varianza PV: porcentaje de variacion: *P=0.0000, **P<0.005
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En la Figura 10 se aprecia que aunque las poblaciones no son muy diversas tienen frecuencias y
composicion haplotipica distinta de las demas. Esto concuerda con que los valores de la Fs; calculados
entre los pares de poblaciones fueron altos (Tabla 5) y con que la obtenida con todas las poblaciones
(Tabla 7) fue de Fs; = 0.79469 y altamente significativa (P = 0.0000). En las pruebas con SAMOVA, resultd
que la mayor F¢r se obtuvo con cinco grupos (Fer = 0.73926) y las poblaciones se agruparon de la siguiente
manera: Yécora (Grupo Yécora); Cerro Mohinora (Grupo Cerro Mohinora); El Salto y Huehuento (Grupo
Durango); Rio Patitos (Grupo R. Patitos) y P. Brockman, San José del Rincon y La Preciosita (Grupo Faja
Volcanica Trans-Mexicana). El analisis de varianza molecular (AMOVA) muestra que la mayor parte de la
variacion (73.94%) se debe a las diferencias entre dichos grupos, mientras que el 20.53% se debe a
diferencias dentro de las poblaciones (Tabla 7). Dentro de los grupos de SAMOVA (Tabla 8) la mayor
diversidad se encontré en el conjunto de la FVTM (h =0.75683 y k = 5).

6.5.2 Andlisis filogenéticos

Se encontraron dos haplotipos distintos en J. scopulorum y dos en J. virginiana. Aunque hay pocos sitios
con sustituciones se encontraron mas indels informativos y dos microsatélites (regiones 272-286 y 279-
298, siguiendo la numeracién del alineado con C. forbesii, Tabla 4). El arbol obtenido con maxima
verosimilitud (Figura 11) no resuelve la relacidon entre muchos de los haplotios de J. blancoi, mientras
que el de maxima parsimonia (Figura 12) es mas informativo en este sentido. En ambos casos se

encontré que con este marcador J. blancoi es un grupo parafilético.

6.5.3 Andlisis filogeogrdfico de clados anidados

Se encontré una asociacidon geografica significativa entre todos los clados que incluian haplotipos
muestreados (Figura 13 y Figura 14). El clado 1-3 se encuentra en las poblaciones de Durango (El Salto y
Cerro Huehuento) y en el Cerro Mohinora, Chihuahua, sus haplotipos punta (H6, H9 y H10) se diferencian
del H7 por un sélo paso mutacional (dos por eventos de insercién/delecién y otro por una inversién), en
el Cerro Huehuento se encuentra fijo el H7, mientras que los H9 y H10 son exclusivos del Cerro Mohinora
y el H7 se encuentra en las tres poblaciones. En las localidades de la FVTM se encuentran los haplotipos
H1, H2, H3, H4 y H8. Los dos ultimos son haplotipos privados de la P. Brockman, Mich. y de La Preciosita,

Pue., respectivamente, mientras que el H3 se encuentra en San José del Rincén, EdoMex. y P. Brockman,
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Mich. Estos tres haplotipos descienden por un sélo paso mutacional del H2, presente en todas las
poblaciones del sur, y que se separa del H1 por una delecién. El haplotipo H1 conecta a dichas
poblaciones con el resto, ya que ademas se encuentra presente en el Rio Patitos, de manera que el clado
1-1 es exclusivo de la FVTM y el 2-1 lo comparte con Rio Patitos en la SMO. El clado 1-2 se encuentra

también en esta ultima poblacién y esta fijo en Yécora, Son., curiosamente, a pesar de que el H5 es una

punta es también el mas abundante.

Haplotipos

W s

M L2 ‘He [l HO
H3  lH7

i s

Poblaciones
1 Yécora, Son.
2 C. Mohinora, Chih.
3 C. Huehuento, Dgo.
4 El Salto, Dgo.
5 Rio Patitos, Zac.
6 P. Brookman, Mich. Grupos SAMOVA
7 Sn J. del Rincén, EdoMéx. A) Yécora C) Durango E) FVTM
8 La Preciosita, Pue. B) C. Mohinora D) R. Patitos

Figura 10. Composicion haplotipica de las poblaciones de Juniperus blancoi y su agrupacién segun el andlisis
SAMOVA.
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Por otro lado, la conexién entre los clados 1-3; 1-2 y 2-1 involucra varios haplotipos no
muestreados, lo que coincide con la separacién en tres clados por el arbol de relaciones filogenéticas
entre los haplotipos (Figura 12).

La cadena de inferencias para los clados con resultados significativos (Tabla 9) indica eventos de
aislamiento por distancia con flujo genético restringido en los clados 1-1 y 2-1, mientras que en el 1-3 no
fue posible distinguir entre a) un movimiento a larga distancia o b) una expansion gradual de la
distribucion seguida de fragmentacién o de extincidn en las areas intermedias. Para el clado 2-2 se infirié
fragmentacion alopatrica. Para el cladograma total se llegd a tres escenarios posibles: colonizacién a larga
distancia, mayor area distribucion en el pasado combinada con subsecuentes extinciones en algunas

areas geograficas intermedias o expansién continua del drea de distribucién seguida de fragmentacion.

Tabla 8. indices de diversidad genética para cada grupo SAMOVA de J.
blancoi en el marcador trnC-trnD

Grupo h S k
Yecora 0.00000 0 1
C. Mohinora 0.54412 2 3
R. Patitos 0.52381 5 2
Durango 0.40897 1 2
FVTM 0.75683 4 5

h diversidad haplotipica, S niUmero sitios polimérficos e indels, kK nimero
de haplotipos; FVTM: Faja Volcanica Trans-Mexicana

La prueba de Mantel para toda la distribucidon de la especie reveldé una asociacion significativa
entre la diferenciacion genética y las distancias geograficas (r = 0.671214, P<0.0005, Figura 15). Al realizar
la prueba entre las poblaciones del grupo de la FVTM mas la de R. Patitos, Zac. se obtuvo la misma
conclusién (r = 0.783646) pero al hacerlo sélo entre las poblaciones del Grupo FVTM los resultados no

fueron significativos (P = 0.167600).
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Tabla 9. Resultados de la prueba de contingencia de asociacion geografica y cadena de inferencia
para los clados con resultados significativos para Dc, Dn.

Clado XP Cadena Evento*
1-1 0.0000 1,2,3,4 No ADFR
1-3 0.0000 1,2,11,12,13,21 No MLD EGF
2-1 0.0000 1,2,3,4 No ADFR
2-2 0.0000 1,19 No FA
total 0.0000 1,2,11,12,13Si °

ADFR: aislamiento por distancia con flujo génico restringido. MLD: movimiento a larga distancia.
EGF expansidn gradual del area de distribucidn pasada con fragmentacion o extincidn intermedia.
FA: fragmentacion alopatrica. °Colonizacién a larga distancia, mayor darea distribucidon en el
pasado combinada con subsecuentes extinciones en algunas areas geograficas intermedias o
expansion continua del area de distribucidn seguida de fragmentacion.

Tabla 10. Calculos del tiempo al ancestro comin mas cercano entre los haplotipos de J. blancoi y
del tamafio efectivo de la poblacidn.

t N
Media 3,593,600 3,318,800
DS de la media 25,963 31,269
Mediana 3,238,000 2,758,100
Media geométrica 3,089,100 2,681,400
95% HPD limite inferior 618,160 341,400

95% HPD limite superior 7,556,500 7,830,500

tmra: tiempo al ancestro comdn mas cercano, en afios. N.: tamafio efectivo de la poblacidn, se
refiere al nimero efectivo de individuos machos en la poblaciéon. 95% HPD limite: la densidad
posterior mas alta (HPD por sus siglas en inglés) es el intervalo mas corto que contiene el 95% de
los valores de la muestra.

6.5.4 Demografia histérica

Los analisis de demografia histérica resultaron dificiles de realizar con las secuencias analizadas debido a
qgue aunque habia varios eventos de mutacion se encontraron pocas sustituciones.

No se obtuvieron valores significativos en la prueba D de Tajimay Fde Fuy Li (D =0.79776, P>0.1
y F=1.12552, P>0.1 respectivamente).
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La distribucion mismatch para todas las poblaciones fue unimodal (Figura 16), y el valor de suma
del cuadrado de las diferencias entre el modelo y la muestra fue significativo (SCD = 0.02115268,
p(SCD)<0.05) por lo que se rechaza la hipdtesis de expansion demografica subita.

El tamafio efectivo de la poblacion presentd una media de N, =3,318,800 (+31,269) individuos y
una mediana de N, = 2,758,100, asi mismo se calculé que la media del tiempo al ancestro comun mas
cercano entre los haplotipos de J. blancoi es de t... = 3,593,600 (+25,963) afios y la mediana de t. .

=3,238,000 (Tabla 10).

6.6 Condiciones socioeconémicas, ambientales y estado de conservacion

En la Tabla 11 se especifican la localidad, municipio, grado de marginacién, nimero de asentamientos
humanos cercanos, uso del suelo y destino del terreno, asi como el grado de conservacion de cada
poblacidn estudiada. Todas se localizan en zonas rurales del pais, y en términos generales tienen un
grado de marginidad alto o muy alto. Tres de las colectas se hicieron en tierras ejidales (Cerro
Huehuento, El Salto, P. Brockman), dos en propiedad privada (La Preciosita, Cerro Mohinora) y del resto
no fue posible conseguir dicha informacién (Yécora, Rio Patitos, San José del Rincén). El uso del suelo de
algunas poblaciones (Cerro Mohinora, Cerro Huehuento y La Preciosita) es aun de vegetacion primaria
(bosque de coniferas y encinos) o de vegetacion perturbada (Yécora y Rio Patitos) pero que no ha sufrido
un cambio grave; mientras que en otras es de cobertura antrdpica, es decir estdn en medio de zonas
agropecuarias (sembradios o potreros) donde sobreviven practicamente sdélo individuos adultos muy
cercanos al arroyo, espaciados entre si y sin restos de vegetacién original (El Salto, Presa Brockman, San
José del Rincdn). Por otro lado, en Puebla, Michoacdn y el Estado de México la cantidad de
asentamientos humanos en un area de 10 km a la redonda es drasticamente mayor que en el resto.
Destaca que el Cerro Huehuento y La Preciosita se encuentran dentro de una Unidad de manejo
para la conservacion y aprovechamiento sustentable de la vida silvestre (UMA) y el Cerro Mohinora
dentro de un Area Natural Protegida (ANP), especificamente el Area de Proteccién de Flora y Fauna
“Cerro del Mohinora” decretada en el 2005. A pesar de que no fue posible obtener mayor informacion
sobre las localidades de Yécora y Rio Patitos, sabemos que éstas se encuentran en zona federal (10 m

contiguos al cauce de las corrientes, articulo 3, seccién XLVII de la Ley de Aguas Nacionales).
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Segun la IUCN Red List of Threatened Species (IUCN, 2009) J. blancoi se encuentra en la categoria
de vulnerable D2. Por otro lado, siguiendo los estandares de la IUCN para especies, pero analizando cada
poblacién de manera independiente se determind mediante observacién directa que J. blancoi:

. En la Presa Brockman y El Salto estd en peligro critico de extincion (CR Al). En la primera se
encontraron sdélo 21 individuos maduros y en la segunda no mas de 50, lo que implica (considerando que
las poblaciones en mejor estado tienen al rededor de 300 ejemplares adultos) que en las ultimos tres
generaciones debio reducirse la poblacién en mas de un 80%. Las poblaciones cruzan respectivamente un
campo de cultivo y un potrero, por lo que no sdlo el futuro de los arboles existentes depende de las
actividades humanas, sino que las condiciones se encuentran tan deterioradas que dificilmente podran
establecerse sus plantulas.

. En San José del Rincon esta en peligro de extincion (EN Al). A pesar de que se contaron mas
individuos que en el caso anterior (al rededor de 80), la poblacién se encuentra en un arroyo que cruza
diversos campos de cultivo donde la vegetacidn riberefia ha sido destruida en su mayor parte y donde
bajo las condiciones actuales la regeneracién sera dificil, por lo que podria esperarse que la poblacién
haya disminuido en un 50% en los ultimos 10 afos o en las ultimas tres generaciones de la especie.

. En Yécora y Rio Patitos se encuentra en la categoria de riesgo minimo pero cerca a vulnerable (LR
nt). Aunque se encuentran en riberas poco accesibles y rocosas, no tienen ninguna proteccion especial y
podrian verse afectadas por cambios de uso de suelo en la regidn o por el sobrepastoreo.

. En La Preciosita estd también en el riesgo minimo, pero dependiente de las medidas de
conservacién (LR cd). Se encuentra en una de las regiones mas transformadas del pais pero dentro de
una UMA que garantiza que no habra un cambio de uso de suelo y que representa un fragmento de
bosque conservado dentro de un territorio muy erosionado. La “Reserva Ecoldgica Campesina La
Preciosita”, mejor conocida como “La Preciosita, es un predio de 416 ha que se encuentra registrado
como UMA (DFYFS-CR-EX0095-PUE SEMARNAT), bajo propiedad comunal de la comunidad La Preciosita
Sangre de Cristo Sdlvame, Municipio de Santa Rita Tlahuapan, Puebla, México.

. En el Cerro Mohinora y el Huehuento estdn en la categoria riesgo mas bajo y consideracion
minima (LR Ic). Parecen tener garantizado su futuro, ya que se encuentran respectivamente en un ANP y

en una UMA, en un area poco propensa a la destruccién de la vegetacién original (cima de cerros).
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Figura 11. Reconstrucion de las relaciones filogenéticas de los haplotipos de la regién trnC-trnD en J. blancoi

(H1-H10), J. scopulorum (scopul0933, 10935) y J.

virginiana (virgl0220, 10221) utilizando maxima

verosimilitud. Los valores de bootstrap basados en 100 réplicas se muestran sobre las ramas.
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Figura 12. Relaciones filogenéticas de la region trnC-trnD en los haplotipos de J. blancoi (H1-H10), J. scopulorum

(scopu10933, 10935) y J. virginiana (virg10220, 10221) utilizando maxima parsimonia. Los valores de bootstrap

basados en 1000 se muestran sobre las ramas.
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Figura 13. Red de haplotipos de J. blancoi (circulos) con J. scopulorum (cuadrados) y J. virginiana
(pentagonos). Los circulos grises son haplotipos no muestreados. El tamafio de los circulos
corresponde a la abundancia relativa de cada haplotipo y los colores a la frecuencia relativa con
la que se encuentran en cada poblacién. El tamafio de los cuadrados y los pentdgonos no
corresponde a la abundancia. Cada haplotipo se encuentra separado por un paso mutacional, se
indica la posicion del evento (Tabla 4).
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Figura 14. Red de clados anidados de
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Figura 15. Prueba de Mantel para todas las poblaciones r=0.671214, P<0.0005)
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Tabla 11. Condiciones socioambientales y estado de conservacidn de las poblaciones de J. blancoi.

|
Uss:e(lj: Destino del Asentamientos Condicién Estado de
Poblacién ., Propiedad Estado Municipio Localidad Nucleo agrario Marginidad* humanos . conservacion
registrado terreno . ambiental 9
o cercanos +
B de Z federal
YecSon osqge € cona 'e era NR Sonora Yécora San Francisco NR Muy alta 6 Buena LR nt
encino Rio
B d Guadal M del
Mohchi —°AUede  Anp Privada  Chihuhua - acaupey  Mesade NA Alta 20 Buena LR Ic
pino Calvo Riyito
B d
HueDgo ospc::z € UMA Ejido Durango San Dimas  Huachichiles San Bartolo Alta 18 Buena LR Ic
Manejo .. -
SalDgo agricola Potrero Ejido Durango Pueblo Nuevo El Salto El Salto Baja 23 Mala CR
Teul de
Manejo Z federal Milpillas d
Patzh a’nejo ona 'e era NR Zacatecas Gonzalez Fpiiias de NR Media 7 Buena LR nt
agricola Rio Allende
Ortega
Manej i juati P
BroMic alnejo Semk’>rad|o Ejido Michoacéan Contepec Gu.an.ajuatlto Sanl edro Muy alta 96 Mala CR
agricola agricola (Pintizuelas) Tarimbaro
Manej i ¢ del
SIEdoM anejo - sembradio NR México  cantosédel . poviacin NR Alta 84 Mala EN
agricola agricola Rincén
. La Preciosita
Bosque de Privada, Sangre de
PrePue q UMA reserva Puebla Tlahuapan g NA Alta 70 Buena LR cd
pino . Cristo
comunitaria )
Salvame

° Uso del suelo registrado segin CONABIO (1999). ANP: Area Natural Protegida, UMA: Unidad de manejo para la conservacién y aprovechamiento sustentable de la
vida silvestre, NR: No registrado, NA: No aplica. * Para el grado de marginidad se considerd a la localidad propietaria de la tierra donde esta la poblacion o a la mas
cercana, datos de CONABIO (2006). “ El nimero de asentamientos humanos se calculé con base en las localidades reportadas en CONABIO (2006) que se
encontraban en un area de 10 km a la redonda. 9: Se refiere a la condiciéon en que se encontraba la poblacién estudiada tomando en cuenta la calidad de la
vegetacion y el estado del ecosistema en general. * Se refiere al estado de conservacion de cada poblacion aplicando los estandares de la IUCN (2009) segun las

caracteristicas bioldgicas y el nivel de amenaza por actividades humanas. Ver texto para una mayor explicacidn.
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7 Discusion

7.1 Larareza de Juniperus blancoi

Hay tres puntos a discutir sobre la, por supuesto evidente, rareza de J. blancoi.

Primero, el resultado al que se llegd siguiendo el cuadro de Rabinowitz (1981) fue distribucién
amplia con poblaciones locales grandes (dominantes) pero en un habitat muy especifico, sin embargo
esto no describe por completo las caracteristicas espaciales de la especie. Faltaria mencionar que su
amplia distribucion, de mas de 1150 km de extremo a extremo, ocurre en tan sélo ocho poblaciones muy
espaciadas entre si (Tabla 6). Su habitat es muy especifico pero no explica por completo su
ausencia/prescencia: aunque es posible que se descubran mas poblaciones de esta especie, es un hecho
que en las localidades registradas subitamente dejaban de observarse individuos cuando a los pocos
metros dominaban la vegetacion, y no se les volvid a encontrar en arroyos cercanos y de condiciones,
cuando menos en apariencia, muy similares. Este fendmeno es sumamente interesante y puede
comprenderse solo si agregamos el componente temporal y entendemos la distribucién actual como la
consecuencia de una serie de procesos de fragmentacion y aislamiento que se discuten mas adelante.

El segundo punto sigue por la misma linea: no es sencillo acotar la rareza de J. blancoi. El tipo de
rareza que se escogio dentro de las siete opciones posibles cambia si en vez de considerar a la especie
como un sélo conjunto la analizadramos separandola en sus variedades. El resultado seria entonces algo
que podriamos considerar una rareza multiple, y que como ya se ha mencionado, puede explicarse sélo si
se considera un fendmeno en el espacio-tiempo. Esto no debe entenderse sdlo en términos del pasado,
pues lo que se observa hoy no es mas que una instantanea de un proceso evolutivo que continda.

Lo tercero a tratar se relaciona con un punto que ya se ha mencionado: la rareza de J. blancoi es
consecuencia de su historia y por ende un fenédmeno natural. Evidencia de esto es la alta diferenciacién
genética entre las poblaciones (que se hace mas evidente con la presencia de haplotipos Unicos distintos
aun entre localidades cercanas, ver Figura 10); y también morfolégica, que se observa como diferencias
no sélo en caracteres taxondmicos (Figura 5), sino también en caracteristicas dasométricas que bien

podrian no ser simple plasticidad fenotipica. Desde el punto de vista temporal, es posible que la rareza
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espacial de la especie sea una situacion que ha sido distinta en el pasado, cuando la especie pudo tener
tamafios de poblacién muy grandes (ver discusién mas adelante).

Siguiendo con el punto de que J. blancoi es naturalmente raro hay consideraciones pragmaticas
que hacer: la rareza es una espada de doble filo. Por un lado tiene la ventaja de que se esperaria que las
especies raras histéricamente estuvieran mejor adaptadas a ciertos problemas de la rareza, como la
depresién por endogamia o la dificultad de encontrar otros individuos para reproducirse sexualmente,
que aquellas que se vuelven raras subitamente (decenas de afios) debido a las actividades humanas.
Ademas, la rareza no implica necesariamente que el taxdn sea un mal competidor, pues se han realizado
experimentos con pastos donde las especies poco abundantes resultaron ser competidores superiores en
relacion a otras comunes (Rabinowitz, 1981). Otro ejemplo es P. radiata, que sélo tiene 5 poblaciones
naturales pero en el hemisferio sur, donde fue introducido, crece como invasor (Lavery y Mead, 1998). El
otro lado de la navaja es una amenaza seria, pues especies como J. blancoi son altamente sensibles a la
destruccién de su habitat: un incendio pequefio o el cambio de uso de suelo de tan sélo dos hectareas

puede ser suficiente para terminar con una poblacién completa y todo su acervo genético.

7.2 ¢{Hay mas poblaciones de Juniperus blancoi?

Hasta ahora las ocho poblaciones consideradas en este estudio son las Unicas conocidas de J. blancoi y
como se ha mencionado no se extienden por mds de una cafiada o la ladera y cima de un cerro. El que no
se hayan reportado en otro sitio puede significar tres cosas: 1) No se han encontrado mas poblaciones
pero si existen, 2) existen las condiciones adecuadas pero la especie efectivamente no se distribuye ahi,
3) no existen las condiciones adecuadas para la especie y por ende no esta ahi.

Como se menciond en los resultados, a pesar de que la distribucidon potencial generada con
Maxent esta fragmentada, es mucho mayor que la distribucién conocida actual de la especie. Sin
embargo, hay que mencionar que cinco de las poblaciones del presente estudio se descubrieron en los
ultimos afios: Yécora en el 2000 (Adams, 2000), Rio Patitos en el 2003 (Pérez y Carrillo, 2003), Cerro
Huehuento en el 2005 (Adams et al., 2006), La Preciosita en el 2007 y el Cerro Mohinora en el 2008. Con
semejante tendencia cabria suponer que hay muchas mas poblaciones de las hasta ahora encontradas y
que simplemente han pasado desapercibidas, por lo que con ayuda del mapa de distribuciéon potencial

podrian hallarse mas. Sin embargo los puntos con mayores valores para presentar condiciones

51



Discusion

adecuadas para la especie (20.85 Figura 9) se encuentran principalmente en zonas que han sido bastante
exploradas por botanicos y forestales (los volcanes de la FVTM), por lo que tal vez se trate mas bien del
caso mencionado en el segundo punto. Por otro lado, existen dreas en la SMO que tienen valores
también bastante altos (20.70, Figura 9) y que, aunque también han sido estudiados por botanicos, se
encuentran aun mucho mas aislados e inexplorados, por lo que debiera ser ahi el sitio a dénde dirigir la
busqueda. Las areas mas al sur de la FVTM y de Guatemala donde segun el andlisis existen las
condiciones para que habite la especie deben ser descartadas, ya que aunque se encuentran las
condiciones no hay registros de esta especie mas al sur de La Preciosita, por lo que podemos suponer
que por motivos histdricos su distribucion se restringe a la FVTM y la SMO.

En cuanto al tercer punto, la distribucién potencial de J. blancoi realizada en este estudio debe
considerarse una primera aproximacion, pues el hecho de que una de las poblaciones (Yécora) se localice
en un area con valores bajos (0.20) puede indicar que: a) en este andlisis no se utilizaron las capas
ambientales que realmente caracterizan la distribucién de la especie b) el nicho que ocupa la especie
estd determinado por otros factores ademads, por lo que seria necesario un analisis a una escala mucho
menor (considerando, por ejemplo, las microcondiciones de las cafadas y su distribucién) o c) que sus
poblaciones se encuentran los suficientemente separadas y diferenciadas entre si como para habitar en
condiciones contrastantes.

Finalmente, tomando en cuenta la alta diferenciacidn y estructuracion genética que se encontrd
en la especie en cuestidon (ver discusion mas adelante), si existiera un nimero mucho mayor de
poblaciones de J. blancoi probablemente el flujo génico seria mayor (o existiria siquiera), por lo que
podemos considerar que la distribucién conocida de la especie es ciertamente rara y muy probablemente
no muy distinta de la real. Respondiendo, pues, a la pregunta titulo de esta apartado: si es posible que
existan mas poblaciones de J. blancoi, pero esto no implica que la especie dejaria de ser rara. En otras
palabras, si hay mas poblaciones estas serdn parecidas a las actuales: dominantes localmente pero

pequeias, separadas entre si y, lo mas posible, diferenciadas genéticamente.

7.3 Variacion de caracteristicas dasométricas

Las diferencias encontradas en los diametros y alturas entre las poblaciones o grupos de ellas (Tabla 3)

puede atribuirse a dos elementos: plasticidad fenotipica y diferencias genéticas.
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En términos generales la FVTM tiene mayor humedad, suelos con mas humus y periodos de frio
menos intensos al afo, lo que podria permitir a los arboles desarrollarse mas. En este sentido sorprende
que la poblacion de la Presa Brockman tenga tamaios significativamente mas pequefios que La
Preciosita y San José del Rincén, sin embargo, esto podria ser una consecuencia del precario estado de
conservacién en que se encuentra debido a las actividades humanas, de modo que los arboles mas
grandes podrian haber sido eliminados.

Independientemente de lo anterior, el hecho es que la especie se presenta como arbustos
rastreros o procumbentes (J. blancoi var. huehuentensis) hasta arboles que van de uno o dos metros
hasta otros que sobrepasan los 25. Hasta qué punto estas diferencias se deben al ambiente y son
Unicamente parte de la plasticidad fenotipica de toda especie y hasta qué punto tienen su origen en
posibles diferencias genéticas entre las poblaciones es una cuestidon que el presente trabajo no puede
resolver, sin embargo es importante mencionar que esta especie representaria un buen modelo
bioldgico para realizar analisis de procedencias (jardines comunes) y estudiar el comportamiento de

genes relacionados con el crecimiento, la sequia y la resistencia a bajas temperaturas.

7.4 Diversidad, diferenciacidn y estructura genética

La diversidad haplotipica encontrada en J. blancoi es mayor que la reportada para J. przewalskii (h; =
0.568, Zhang et al., 2005) en un estudio parecido con secuencias de ADNcp y para J. phoenica (h; = 0.148,
(Meloni et al., 2006) con ISSRs. Esta alta variacion tiene dos origenes: el primero es la alta diversidad que
se encontré en las poblaciones de la FVTM y el segundo es la gran diferenciacion entre las poblaciones y
entre los grupos que forman. Como veremos a continuacion, ambos son producto de la biologia misma
de la especie y de los procesos histéricos por los que ha atravesado.

Debido a que una parte importante de la variacion encontrada son mutaciones distintas de
sustituciones, la diversidad nucleotidica es mucho mayor cuando se les considera (my = 0.002416), que
cuando no ( it = 0.000564). En general, la baja diversidad nucleotidica (rtm) encontrada contrasta con la
alta diversidad haplotipica, esto se debe a que a pesar de que se analizaron mas de 1500 pb se
encontraron sélo 12 sitios polimdrficos en total (Tabla 6).

Zamudio y Carranza (1994) propusieron las poblaciones de P. Brockman, Mich. y San José del

Rincén, Edomex eran drboles escapados de cultivo. Sin embargo J. blancoi no tiene valor comercial ni
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existen registros de que se hayan realizado plantaciones. De cualquier modo, si dichas poblaciones fueran
restos de algun tipo de cultivo, se esperaria encontrar una diversidad haplotipica nula o muy baja y
compuesta por haplotipos presentes en otra poblacidn de la que presuntamente se hubieran extraido los
organismos fundadores. El resultado es el contrario: las localidades del sur son en general las mas
diversas de toda la distribucién e incluso cuentan con haplotipos unicos (Figura 10). Este hecho no sdlo
implica que dichas poblaciones son en naturales, sino que probablemente constituyeron un refugio (ver
mas adelante, hipdtesis filogeografica).

En cuanto a la diferenciacién, se considera que con valores entre 0.15<F<0.25 ésta es alta y de
Fs>0.25 muy alta (Hartl y Clark, 2007) por lo que la encontrada para la especie sobresale.

Hasta donde sabemos, la herencia del cloroplasto en los Juniperus es via paterna (Neale et al.,
1989; Mogensen, 1996) y la polinizacidn se lleva a cabo por el viento, por lo que seria de esperarse que
con un marcador de ADNcp los niveles de diferenciacién entre poblaciones no fueran tan drdsticos como
los encontrados con J. blancoi, cuando menos entre las poblaciones San. J. del Rincdon y la Presa
Brockman, que son cercanas entre si. Sin embargo, no se sabe con exactitud la distancia que realmente
puede viajar el polen de estos arboles y menos si es capaz de sortear barreras como cerros y montafias.
Se sabe que en Pinus un sélo grano de polen no viaja mas de 300 m (Lian et al., 2001) y que en J. tibetica
el movimiento del de una poblacidn no excede los 2 km (Miehe et al., sin publicar, mencionado en (Zhang
et al., 2005). Otro punto importante es que, al menos actualmente, todas las poblaciones de J. blancoi no
son especialmente abundantes y los individuos se encuentran confinados a una cafiada, por lo que la
probabilidad de que el polen encuentre otro arbol a varios kildmetros se antoja escasa, ademas, se trata
de una especie dioica, por lo que la probabilidad de encuentro debe dividirse a la mitad. En cuanto a la
dispersién de las semillas de J. blancoi tampoco se sabe mucho. Aparentemente, la galbula propia del
género es el alimento de aves y en menor medida de mamiferos pequefios (Santos et al., 1999) y las
semillas pueden germinar después de pasar por su tracto digestivo, lo que explica, por ejemplo, la
presencia de J. virginiana bajo cercas y cables donde las parvadas se posan (Adams, 2008). Sin embargo,
para el caso especifico de la especie en cuestion no hay ningin estudio que lo corrobore o lo ligue a una
especie de ave en particular, en cambio, y a manera de observacion puramente especulativa, en La
Preciosita se ha encontrado que los retofios de J. blancoi son muy abundantes en los alrededores de

madrigueras de tuzas y se han encontrado semillas en sus heces y en las de ratones (Alicia Mastretta obs.

54



Discusion

pers.). Estos mamiferos se caracterizan de igual modo por tener una estructuracion genética y una
variaciéon morfolégica muy marcada, ver por ejemplo el trabajo de Patton y Yang (1977) en Thomomys
bottate. Dentro del area de distribucién de J. blancoi existen tres géneros de tuzas (Thomomys en la parte
norte de la Sierra Madre Occidental y Cratogeomys y Pappogeomys en la Faja Volcanica Transmexicana).
Si la relacién con las tuzas fuera muy estrecha y explicara una proporcion importante de su dispersion,
seria una coevolucién difusa (aun considerando la diversidad taxondmica de las tuzas, ver (Demastes et
al.,, 2002; Hafner et al., 2004; Hafner et al., 2005; Hafner et al., 2008; Hafner et al., 2009)) y podria
proponerse un escenario de diferenciacidon genética paralela entre ambos grupos de taxa que comparten
un movimiento limitado y un alto nivel de diferenciacién en poblaciones de pequefio tamafio, lo que
produciria la existencia de varias subespecies a lo largo del rango de distribucion. Sin embargo, seria
necesario corroborar esta hipdtesis.

Otra caracteristica particular de J. blancoi que podria explicar tal diferenciacién es su habitat
riberefio, de manera que aunque los dispersores transporten las semillas varios kildmetros, los arboles
no se estableceran al menos que coincidan con un arroyo. Ademds, al menos en la SMO, los
escurrimientos corren de manera transversal y no longitunidal, de modo que los cauces no se conectan
entre si sino que son paralelos. De este modo, aunque las poblaciones sean geograficamente cercanas se
encuentran ecolégicamente mucho mas aisladas, tal fendmeno debe tomarse en cuenta cuando se
realicen analisis que involucren distancias geograficas. Por otro lado, la diferenciacion entre las
poblaciones de J. blancoi contrasta con la poca estructura encontrada en el ahuehuete (T. mucronatum)
donde ademas ocurrié una expansion hace al rededor de 376 000 afios (Hernandez-Leal, 2009). Ambas
especies son una conifera riberena, por lo tanto la diferencia entre sus historias puede deberse a otras
particularidades de su biologia, como la longevidad, el modo de dispersion y el reclutamiento. Aunque no
existen mediciones para J. blancoi, se sabe que los individuos de J. scopulorum por lo comun viven entre
250 y 300 afios (Cronquist et al., 1972; Zarn, 1977) y que en J. virginiana alcanzan mas de 800 afios
(National Climatic Data Center, 2009), asi mismo, en T. mucronatum la media del intervalo de edades en
distintas poblaciones es de 340 afios, sin embargo frecuentemente se encuentran individuos milenarios
(Villanueva et al., 2007) mientras que en J. scopulorum y J. virginiana son poco comunes. Por otro lado,
las semillas de los ahuehuetes se dispersan por las corrientes de agua y el recambio en sus poblaciones

ocurre con mayor intensidad en condiciones de sequias fuertes y grandes inundaciones ya que es cuando
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los arboles “padre” mueren y dejan un claro donde surgen los nuevos individuos (Hernandez-Leal, 2009).
Aunque en J. blancoi no hay informacidn precisa sobre estos datos, es posible que su dispersion sea
mucho mads restringida (lo que apoya la hipdtesis de las tuzas). Asi mismo, es posible que J. blancoi sea
mas sensible a cambios ambientales que T. mucronatum.

Por lo pronto, de manera independiente a la causa, podemos afirmar que no existe flujo genético
actual entre las poblaciones, lo cual favorece que por deriva génica estas se diferencien entre si.

En cuanto al analisis realizado con SAMOVA, las poblaciones de la SMO (Tabla 2) fueron
subdivididas en cuatro grupos, mientras que las de la FVTM permanecieron juntas (Tabla 8). Dicho
resultado no es inesperado ya que todas las poblaciones de la FVTM comparten cuando menos dos
haplotipos, mientras que la composicion haplotipica de las poblaciones de la SMO se caracteriza por una
alta frecuencia de haplotipos Unicos o fijos (Figura 10). Los grupos SAMOVA de la SMO en realidad son
practicamente uno por poblacién, sélo el Cerro Huehuento y El Salto forman un grupo (Durango) que no
incluye al Cerro Mohinora ya que en dicha poblacién, si bien existe el H7, dominan otros haplotipos
Unicos. Por otro lado, el que Yécora y el Rio Patitos sean grupos distintos a pesar de su parecida
composicién haplotipica tiene sentido geografico, ya que se encuentran separados por mas de 600 km. La
formacion de tantos grupos SAMOVA en la SMO en comparacion con la mayor cohesion de la FVTM es un
indicador de que han ocurrido procesos evolutivos distintos en cada regién, mismos que requieren una
6ptica histérica para explicarse mejor. Es decir, las anteriores caracteristicas bioldgicas de la especie sin
duda contribuyen a la distribucion espacial de su variacidn, sin embargo la distancia entre las poblaciones
y la estructuracidn genética es tal que no puede entenderse meramente en términos ecolégicos, sino que

requiere un analisis filogeografico, mismo que se aborda con mayor detalle mas adelante.

7.5 Andlisis filogenéticos

La topologia del arbol hecho con maxima verosimilitud estd poco resuelta mientras que la del de maxima
parsimonia brinda mas informacién. Esto se debe a que en el primer caso el nimero de caracteres
informativos (sustituciones) es muy bajo y no permite distinguir entre los haplotios H1, H2, H3, H4 y H8
ni entre el H6, H7, H9 y H10, distincién que es posible en el segundo analisis gracias a la codificacion
como gap e inclusidon como quinto estado de las mutaciones distintas a sustituciones. El que una parte

importante de la variacidn se tratara de inserciones y deleciones (indels), coincide con lo reportado para
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secuencias de cloroplasto de otras coniferas (Zhang et al., 2005; Moreno-Letelier, 2009; Hernandez-Leal,
2009). Descartar este tipo de variacién cada vez mas se considera una pérdida de informacidn, pues han
resultado ser caracteres filogenéticos utiles con poca homoplasia (Graham et al., 2000; Kelchner, 2000;
Simmons et al., 2001).

Una importante diferencia entre los dos arboles presentados es que el de maxima verosimilitud
(Figura 11) muestra al H5 en un clado con J. virginiana mientras que en el de maxima parsimonia (Figura
12) lo hace con J. scopulorum. En cualquier caso resulta que J. blancoi es parafilético con el marcador
trnC-trnD.

Dada la escasa cantidad de variacion disponible para la maxima verosimilitud es posible que la
agrupacion del H5 con J. virginiana sea artificial, ya que estd dada Unicamente por la posicién 271 (Tabla
4) y ésta bien podria ser homoplasica. En el andlisis con maxima parsimonia tal sitio no tiene tanto peso
ya que los gaps aportan informacién suficiente para resolver el arbol. Para comprobar esta suposicion se
repitieron las pruebas pero excluyendo la posicién 271: con maxima verosimilitud el nodo que mostraba
al H5 y al clado de J. virginiana dejé de sostenerse y el H5 quedd no resuelto junto con los H1 a H4, H8 y
J. scopulorum; mientras que la topologia con maxima parsimonia no se alterd. Por dichos motivos se
eligié el arbol de maxima parsimonia como una mejor reconstruccién.

Los haplotipos de J. blancoi para la regidn trnC-trnD son al parecer monofiléticos, pero dado que
el nodo del H5 no se resuelve no podemos afirmarlo por completo ya que queda la posibilidad de que la
relacién con J. scopulorum lo vuelva polifilético. De cualquier modo estos resultados difieren de arbol
bayesiano mencionado en la introduccién (Figura 3; Adams, 2008) a pesar de que comparten uno de los
marcadores.

Es bastante probable que J. scopulorum y J. virginiana sean efectivamente las especies hermanas
de J. blancoi dado que morfoldgica, genética y geograficamente se agrupan juntos (Adams, 2008). El que
en el presente analisis J. scopulorum vy J. virginiana estén definidos en grupos monofiléticos (y separados
por varias autapomorfias en el segundo caso) es un indicio de que son taxa que divergieron mas
temprano, lo cual se apoya a su vez con el hecho de que, si se toman en cuenta los indels, no hay
polimorfismo compartido: en otras palabras se ha generado mediante mutacién suficiente variacidon en
sus poblaciones para que la deriva génica (dados el aislamiento y el bajo flujo génico) la haya repartido

en linajes distintos (Avise, 2000) Sin embargo, si tomamos en cuenta Unicamente las sustituciones
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entonces si existe polimorfismo compartido y resulta que no ha pasado suficiente tiempo para que se
complete el reparto de linajes.

Por otro lado, tanto el numero de individuos utilizados (Maddison y Knowles, 2006) como su
representacion dentro de la distribucidon de la especie se consideran elementos que pueden alterar de
manera importante los resultados de un analisis filogenético, sobre todo en especies de reciente
divergencia que pueden tener polimorfismo compartido. Por lo tanto, los resultados encontrados
podrian ser el efecto del muestreo: se incluyeron todas las poblaciones de J. blancoi con mas de 20
individuos, mientras que las secuencias de las otras especies se obtuvieron de sdlo tres y de la misma
area geografica por taxa, cuando la distribucidn de estas especies es de las mas extensas y contiguas en
los juniperos americanos, sobretodo si se le compara con J. blancoi. Juniperus scopulorum habita desde
Canada hasta México, a lo largo de 14 estados de EEUU en las Montafias Rocallosas y dreas contiguas; y
J. virginiana se encuentra en practicamente todo el este de EEUU.

Los RAPDs y los terpenoides tienen sus propios problemas metodoldgicos (Hadrys et al.,
1992) por lo que la comparacidon con resultados obtenidos con secuencias no puede hacerse
directamente. Sin embargo, también podemos sumar la variante del muestreo a las diferencias entre las
topologias de la Figura 7. El primer analisis se hizo con muestras de Durango, Colorado y Soda Springs,
Idaho, EEUU para J. scopulorum y Washington, D.C. y Waco, Texas, EEUU para J. virginiana. El segundo
con individuos de Kamas, Utah para J. scopulorum (Adams, 2007) y Hewitt, Texas para J. virginiana
(Adams et al., 2008). De igual modo, en el presente estudio se ocuparon muestras de Marion, Arkansas y
Santa Fe, New Mexico, EEUU para J. virginiana y J. scopulorum.

Como hemos visto, las relaciones filogenéticas entre J. blancoi y sus especies hermanas sugeridas
hasta ahora no han sido definidas por completo y requieren de un analisis de filogeografia comparada
mucho mas amplio que los que se han realizado. Por otro lado, obtener esta clase de resultados con
secuencias de ADN no es del todo inesperado, ya que las genealogias de genes no necesariamente
reflejan la genealogia de la especie si los taxa han divergido hace poco tiempo (Maddison y Knowles,
2006; Degnan y Rosenberg, 2009; Pleines et al., 2008), como podria ser el caso de este grupo de
especies.

Sin embargo, el objetivo inicial de incluir este analisis en el presente estudio era determinar las

relaciones filogenéticas de los haplotipos de J. blancoi. Bajo esta éptica puede concluirse que el haplotipo
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mas basal seria el H5; que los mas derivados son los H2, H3 y H4 y que existen dos clados donde estan los

H1 a H4 y H8 por un lado y los H6 y H7 por el otro.

7.6 Andlisis filogeografico de clados anidados

La distribucion geografica de los haplotipos coincide bastante con el anidamiento de los clados y éste con
los grupos delimitados por SAMOVA. Esto no sélo implica que la asociacidn geografica es real, sino que
podemos analizar la distribucién actual en funcién de los grupos detectados.

En los clados 1-1 y 2-1 el anadlisis realizado con Geodis llevé a la inferencia de aislamiento por
distancia con flujo génico restringido. Un argumento a favor del flujo génico restringido es que existen
haplotipos privados (y en una frecuencia alta) entre poblaciones cercanas, por lo que puede afirmarse
gue no existe flujo génico al menos en la actualidad. La prueba de Mantel entre las poblaciones de la
FVTM mas Rio Patitos, Zac. también favorece esta hipdtesis, y el que no fuera significativa al hacerla sélo
entre las de la FVTM puede deberse a tres factores: 1) al reducido tamano (3x3) de las matrices
comparadas, 2) a la manera de medir la distancia geografica o 3) a que el aislamiento sea por barreras
geograficas. Al respecto del segundo punto, Fetzner y Crandall (2003) sugieren que en el caso de las
especies riberenas y costeras las distancias geograficas no pueden calcularse simplemente con las
coordenadas geogréficas, sino que debe medirse el cauce del rio o costa hasta conectar las dos
poblaciones entre si (distancias rio), ya que esto describe mejor la realidad geogréfica y puede llevar a
conclusiones diferentes a la hora de hacer, por ejemplo, una prueba de Mantel. De este modo, aunque
con las distancias geograficas las poblaciones de J. blancoi ya estdn bastante separadas entre si, con las
distancias rio esto seria mucho mayor. Por ejemplo, entre San José del Rincon y P. Brockman la distancia
geografica es de 12.5 km y la Fs; = 0.1563, pero si fuera posible medir la distancia rio ésta seria mucho
mayor, es decir, aunque las poblaciones estén geograficamente cercanas se encuentran ecolégicamente
aisladas. El método mencionado no pudo aplicarse ya que incluso entre las poblaciones que se encuentra
en la misma cuenca conectar los arroyos entre si resultdé imposible. Esto puede favorecer al tercer punto
pues nos habla del papel de la hidrografia como barrera geografica y la importancia de la deriva génica y
el pequefio tamano efectivo de poblacidn en la historia de la especie.

La inferencia del clado 1-3, formado por las dos poblaciones de Durango y la de Cerro Mohinora,

no pudo discernir entre movimiento a larga distancia y expansién continua de la distribucién seguida de
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fragmentacidn. La variedad J. blancoi var. huehuentensis se encuentra sélo en dos cerros: el Huehuento y
el Mohinora. En estos, el primero es monomarfico (H7) en el marcador trnC-trnD, lo cual sugiere que es
producto de un cuello de botella que permanecio aislado, de manera que la diversidad disminuyd por
deriva génica y la falta de flujo génico la mantuvo (Ledig, 2000) mientras que el segundo tiene también al
H7 mas otros dos Unicos; la tercera poblacion presente en el clado 1-3 (El Salto) se divide entre el H7 y el
H6. La distancia geografica entre las poblaciones involucradas va de 41 a 157 km (Tabla 5) y el
movimiento a larga distancia podria imaginarse sélo como dispersién por aves, si esto sucediera se
esperaria una mayor presencia de la especie en las areas intermedias con condiciones favorables entre
dichas poblaciones (Figura 9). Dado lo anterior, es mas factible pensar que ocurrié una expansion
continua de la distribucién seguida de fragmentacidn. Siguiendo esta hipétesis, puede plantearse que el
aislamiento, mas que por distancia o por discontinuidad de condiciones ambientales, se debiera a que el
relieve conduce los arroyos por microcuencas distintas, lo que constituye una barrera geografica. Por otro
lado, hay que mencionar que las plantas de los cerros Huehuento y Mohinora tienen un habitat peculiar
(en la cima y laderas del cerro, sin asociarse a un arroyo) y presentan diferencias morfoldgicas
importantes que podrian interpretarse como una adaptacién al frio (Adams et al., 2006) diferenciada
genéticamente o que podrian ser plasticidad fenotipica. Modelo interesante para jardines comunes.

En el clado 2-2 se llegd a la inferencia de fragmentacidn alopatrica, misma que podria entenderse
como una division Este-Oeste dentro de la SMO: el clado 1-2 geograficamente corresponde a la vertiente
Oriente, ya que ahi se encuentra la poblacién del Rio Patitos y la de Yécora, que actualmente estd en el
lado occidente, pero en una zona cuyas corrientes se piensa fluian antes hacia el Rio Bravo hasta que
fueron capturadas por la SMO (West 1964; de Cserna y Alvarez 1995); mientras tanto, el clado 1-3 esta en
El Salto y en los cerros Huehuento y Mohinora, en la vertiente occidente (poblaciones que pertenecen a
la variedad J. blancoi var. huehuetensis y que tienen un habitat distinto del resto). El Salto estd en la
vertiende oriente fisiograficamente (gran meseta de la SMO) pero en la occidente desde el punto de vista
hidrografico, flanco en que también se localizan las poblaciones de los cerros. Considerando esto, la
barrera geografica seria no sélo la orografia misma de la sierra, sino la consecuencia que ésta tiene sobre
los escurrimientos de agua. La separacidn parece ser drastica y muy antigua, ya que hay varios haplotipos

no muestreados (que incluso forman un clado, el 1-5) separando los linajes.
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La inferencia en el cladograma total no fue clara entre a) colonizacion a larga distancia, b) mayor
area de distribucién en el pasado combinada con subsecuentes extinciones en algunas areas geograficas
intermedias o c) expansion continua del area de distribucion seguida de fragmentacion. Las dos ultimas
opciones parecen mds adecuadas para la especie: podria plantearse una migracién Norte-Sur con
subsecuentes extinciones hasta llegar a la fragmentacidn actual. Lo anterior dado que parece que los
mecanismos de dispersion de la especie no le permitirian realizar colonizaciones a larga distancia,
mientras que una expansidon continua o una mayor area de distribucion seguidas de fragmentacion son
mas plausibles. Para tal hipdtesis Rio Patitos resulta un factor importante, ya que sus haplotipos se
encuentran tanto en el clado 2-1 como en el 2-2, lo cual la vuelve un vinculo entre la SMO y la FVTM.

De forma independiente al anidamiento de clados la red de haplotipos de J. blancoi brinda por si
misma resultados interesantes. Acorde a predicciones de la teoria de genética de poblaciones, se ha
planteado que es mds probable que el haplotipo ancestral sea el que: tenga una mayor distribucion
geogrdfica, sea el mas abundante, tenga el mayor nimero de conexiones y esté al centro de la red;
mientras que madas recientes seran aquellos que se encuentren en las puntas, en menor frecuencia y
menos distribuidos geograficamente (Posada y Crandall, 2001). En este caso el haplotipo mas abundante
(H5, con 32 individuos) es una punta y se encuentra Unicamente en dos poblaciones cuya distancia
geografica es alta. Ademas, otros dos haplotipos (H1 y H7 con 28 y 31 individuos, respectivamente) son
casi igual de abundantes. El H1 tiene la mayor representacion geografica y se encuentra al centro de la
red, mas no es el mas conectado (Tabla 6 y Figura 13). Gracias a los arboles filogenéticos (Figura 11 y
Figura 12) podemos plantear la hipétesis de que el H5 es el ancestral y de no ser por dicho andlisis no
hubiera sido posible determinarlo, pues ningiino cumple cabalmente con las mencionadas caracteristicas
de los haplotipos ancestrales. Este tipo de incongruencias coincide con lo encontrado con una serie de
simulaciones donde sdélo ocasionalmente el haplotipo ancestral coincide con el mas abundante (Alavez
GAmez, 2008), por lo que podria plantearse como un ejemplo de dicho fendmeno. Asi mismo, ese mismo
estudio surgiere que la tasa de mutacién y el tamafo efectivo influyen en dicha proporcién, pues la
probabilidad de que el haplotipo mas ancestral sea el mas abundante incrementa mientras menor sea el
tamafio efectivo de las poblaciones y mas lenta sea la tasa de mutacion (Alavez Gémez, 2008).

Por otro lado, si se observa el origen de la abundancia de los haplotipos de J. blancoi se

encuentra un patron interesante: el H5 y el H7 elevan sus nimeros gracias a que se encuentran fijos
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respectivamente en las poblaciones de Yécora y Cerro Huehuento, localidades que justo fueron
diferenciadas a nivel de variedad segun analisis morfologicos, de terpenoides y RAPDs (Adams 2000;
Adams et al., 2006). Al final, mas alla de las consideraciones tedricas, tal vez el origen de la discrepancia
en las caracteristicas del haplotipo ancestral en esta muestra sea que existen tres linajes que se

separaron o que se estan separando.

7.7 Demografia historica

Realizar andlisis de demografia histdrica en J. blancoi con la region trnC-trnD resulté ser complicado
debido a la naturaleza de los datos. A pesar de que los anadlisis serian mas claros con un marcador mas
variable, los presentes resultados si pueden discutirse y encaminarse a una conclusién sobre los procesos
histdricos por los que han atravesado sus poblaciones.

Si analizamos a la especie en toda su distribucidon ni la prueba D de Tajima ni el analisis de
diferencias pareadas fueron significativos. Esto ultimo significa que la hipétesis de crecimiento
poblacional se rechaza e implica cualquiera de las dos cosas: o que el tamafio poblacional se ha
mantenido constante o que esta disminuyendo.

La anterior informacidn se basa Gnicamente en las sustituciones ya que el modelo teérico en que
se enmarcan tanto las pruebas de neutralidad como el andlisis de diferencias pareadas es el modelo de
sitios infinitos, y por ende estan ligadas a la tasa de mutacion. La frecuencia con la que ocurren las
sustituciones ha sido estudiada en diversas especies y en distintos tipos de genomas (Hartl y Clark 2007)
pero aun desconocemos la tasa de mutacion de las inserciones-deleciones, debido entre otras cosas a
que pueden originarse por varios tipos de cambios microestructurales (Muller, 2006) todavia no bien
estudiados. Por lo tanto los gaps se excluyen de los andlisis de demografia histérica que requieren de una
tasa de mutacidn, sin embargo, los datos del presente estudio permiten realizar algunas conjeturas:

Si dibujaramos nuevamente la red de haplotipos considerando Unicamente las sustituciones
tendriamos tres haplotipos (el H8 esta en un sitio que tiene una insercién, por lo que se descarta) que se
unirian del siguiente modo: H7'-H1'-H5'. El haplotipo H1' incluiria a los originales haplotipos H1, H2, H3,
H4; el H7' al H6, H7, H9 y H10 y el H5' al H5. La primera consecuencia es que el nimero de sitios
polimdrficos y de haplotipos se reduce de S=10aS=2y k=8 a k =3, y la segunda es que desaparecen

los haplotipos no muestreados. En otras palabras el mayor nimero de mutaciones esta dada por los
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indels, esto, si bien no nos permite establecer una tasa de mutacion (mas considerando que no todos los
indels de la muestra son del mismo tipo) si nos habla de que la frecuencia con que ocurren en este
fragmento probablemente sea mayor que la de las sustituciones.

Diferentes tasas de sustitucion nos cuentan diferentes historias, o la misma, pero en distintos
tiempos (Pleines et al., 2008). De modo que la conclusion del analisis de diferencias pareadas de que no
hay una expansién demografica debe plantearse como un fendmeno histérico mas antiguo que el que
posiblemente tuvo lugar en la FVTM.

Como se menciond, la mayor diversidad se encontré en las poblaciones del sur que conforman el
grupo de la FVTM. El crecimiento poblacional retiene la diversidad genética que de otra manera se
perderia por deriva génica (Harpending, 1994) por lo que lo comin es que la mayor diversidad se
encuentre en las poblaciones que han mantenido histdricamente tamafios poblacionales grandes y flujo
génico entre ellas (Eckert et al., 2008). Dichas condiciones se cumplen con mayor frecuencia en el centro
de la distribucién de la especie (Eckert et al., 2008), mismo que suele asociarse con el centro de origen,
por un lado, y por el otro en refugios o en frentes de colonizacién provenientes de distintos refugios
(Petit et al., 2003). Dado que las coniferas, incluidos los juniperos, llegaron a México en una migraciéon
desde el Norte (Qian 2002; Adams et al., 2008) podemos descartar que la FVTM sea el centro de origen,
ademas, como hemos visto la mayoria de los haplotipos presentes ahi (H2, H3, H4 y H8) son mas
derivados que los de los grupos de poblaciones de la SMO, y ademas el ancestral (H5) es también el mas
norteno (Figura 12 y Figura 13). De modo que podriamos manejar que la especiacién ocurrié en la SMO
de un ancestro que llegd del norte y que la FVTM constituye una especie de refugio. Una evidencia a
favor seria demostrar que en esta Ultima drea hubo un crecimiento poblacional, pero como hemos visto
ni la prueba de diferencias pareadas ni las pruebas de neutralidad pueden realizarse considerando los
gaps, por lo que se requeriria de un marcador distinto para hacer dichas pruebas. Sin embargo, la red de
clados anidados (Figura 14) muestra una ligera forma de estrella en el clado 1-1, formado por haplotipos
exclusivos del sur. Esto sugiere, si bien no una gran explosién demografica, tamafios poblacionales
mayores que los encontrados en los clados 1-2 y 1-3.

Por otro lado, los resultados del analisis con BEAST son sumamente interesantes aunque deben
manejarse con cuidado. El tamafio efectivo de la poblacién, de aproximadamente 3.3 millones (Tabla 10),

debe considerarse como el nimero efectivo de individuos machos, ya que el marcador de ADNcp
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utilizado se hereda paternamente y la especie es dioica (en una proporcidn 1:1 entre ambos sexos, segin
las observaciones de campo). Esto implica que el de la poblacidn total seria el doble, es decir, al rededor
de N, =6.6 millones de individuos. Esto es muy grande y distinto de la realidad actual de la especie.

El tamafio efectivo de una poblacion moderna es el numero de individuos que tendria una
poblacién ideal (poblacién Wright-Fisher) bajo las condiciones de deriva génica por las que ha pasado la
ancestral (Hartl y Clark, 2007). El tamano efectivo de la poblacién por lo general se encuentra por debajo
del nimero presente de individuos (Hartl y Clark, 2007) ya que es un dato histdrico que refleja el efecto
de la deriva génica a lo largo de las fluctuaciones de tamafio de las poblaciones. De ahi se desprende que
la media aritmética (Ne =3.3 Ma) y la media geométrica (Ne = 2.6 Ma) difieren entre si (Tabla 10): la
geométrica tiende a ser dominada por los valores pequefios y por ende es mas sensible a los cuellos de
botella o momentos de menor tamafio poblacional. Esto, sumado a la demografia actual de la especie, es
un indicador de que han existido fluctuaciones drdsticas en su tamafio poblacional: aunque hoy se cuenta
en a penas miles de individuos puedo llegar a ser una especie de millones. Esto pudo ocurrir durante la
primera parte del Pleistoceno, cuando existia una presencia mas grande de cuerpos y corrientes de agua
en la SMO y en la FVTM (Figura 4b). Sin embargo, hay que sefialar que tanto el estimado y el programa
con el que se obtuvo (BEAST), no toman en cuenta la estructura, es decir consideran el nimero de
haplotipos y tamafio de muestra como si pertenecieran a una Unica poblacién panmictica, por lo que
posiblemente el verdadero tamafio efectivo de la poblacién sea mucho menor. Por otro lado, la cantidad
de variacién (sustituciones) con que se realizd, no fue muy grande. Consideraciones como estas son
importantes al realizar este tipo de andlisis.

Independientemente de lo anterior, la especie posiblemente tuvo un tamano de poblacién mas
grande que el presente. Esto no implica que la realidad actual sea una clase de decadencia; aunque de
escasos individuos y aisladas entre si, el que las poblaciones de J. blancoi generen un tamafio efectivo tan
alto indica que desde el punto de vista de su diversidad genética la especie no se encuentra erosionada.
Siguiendo este punto de vista, su rareza actual puede verse también como una rareza temporal, tal vez
parte de varias fluctuaciones en el tiempo.

Ya en la linea temporal, un aspecto pendiente de discutir y que esta relacionado con el tamafio
efectivo de la poblacion es el tiempo al ancestro comin mas cercano. Segun el andlisis de BEAST éste

seria en promedio de t,.. = 3. 5 MA (Tabla 10). Este valor debe entenderse como la edad de la raiz del
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arbol de los haplotipos, es decir como el punto temporal en el que la variacidn actual coalece en un sdélo
ancestro (que no es lo mismo que la edad de divergencia de la especie). En este caso, el tiempo al
ancestro comun sefala algin momento durante el Plioceno medio y tardio, hace entre 3.5y 3 Ma, lo que
favorece la hipétesis de que durante los inicios del Pleistoceno existiéo un tamafio de poblacion tal que
permitié la generacién de la diversidad genética que genera el tamafo efectivo de la poblaciéon que

vemos hoy.

7.8 Hipdtesis filogeografica

Concretar en una sola explicacidn la informacién discutida en los puntos anteriores es precisamente el
objetivo final de la filogeografia y pasa por incluir varias historias dentro de una misma:

La poblacion ancestral de J. blancoi se establecié en el noroeste de México en la SMO. La
inferencia segin el NCPA es que existia una mayor area distribucién en el pasado donde ocurrieron
extinciones en algunas areas geograficas intermedias, o bien, que hubo una expansidn continua del area
de distribucidon seguida de fragmentacion (escenarios que no se contradicen del todo). El analisis de
diferencias pareadas sefiala que no ocurrié un crecimiento poblacional, sin embargo puede ser que éste
haya sido menos duradero que lo que la tasa de sustitucidon nos permite ver y que haya sido seguido por
una fuerte fragmentacién y extincidn de poblaciones, de modo que la deriva génica elimind gran parte
de la variacién. Dicho escenario se apoya con la presencia de haplotipos no muestreados (formados por
indels) para unir al H5, H1 y al clado 1-3 y por la separacién en tres grupos distintos segin el SAMOVA de
las poblaciones de la SMO. De este modo podria plantearse que la poblacién original quedd dividida
desde muy temprano al Oeste y al Este de la SMO, y que posteriormente un linaje del Este se extendid
hacia el sur por el sistema del Lerma. Las barreras geograficas podrian entenderse como cambios en la
configuracién de los arroyos, ya que aunque la historia hidrografica de la SMO estad poco estudiada
sabemos que durante el Pleistoceno existieron lagos en el noroeste de México que fueron drenados
hacia el Pacifico y hacia el este por corrientes que desparecieron al desecarse la regidon (West, 1964) y
que ademads el Rio San Pedro ha sido tributario del Rio Grande de Santiago en varios momentos del
pasado (Barbour, 1973).

Juniperus blancoi var. mucronata, es decir la poblacion de Yécora en el limite norte de la

distribucion puede interpretarse como un remanente que quedd aislado cuando la distribucion se
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fragmentd por la desecacion, lo cual concuerda con su diferenciacion morfolégica al grado de variedad y
el que tenga fijo un haplotipo. Si esta localidad fuera efectivamente una especie diferente podriamos
plantear al H5 como polimorfismo compartido con J. blancoi, fenédmeno comuin entre especies de
reciente divergencia (Maddison y Knowles, 2006; Degnan y Rosenberg, 2009). Del mismo modo, J.
blancoi var. huehuentensis, puede estar también en la frontera de un proceso de especiaciéon como
consecuencia de la introgresion, el aislamiento y las diferencias ambientales. Esta variedad,
originalmente se creia endémica del Cerro Huehuento en Durango (Adams et al., 2006), pero la
poblacién colectada para este estudio en el Cerro Mohinora presenta las mismas caracteristicas
morfoldgicas y comparte uno de sus haplotipos (H7), por lo que fue considerada como J. blancoi var.
huehuentensis. Sobre esta linea, sobresale que el Cerro Mohinora presenta mayor diversidad genética en
comparacion con el Cerro Huehuento y contiene haplotipos Unicos, lo que coincide con el patrén de
decremento de la diversidad Norte-Sur esperado para poblaciones de una conifera y apoya la idea de
que esta variedad es un linaje que podria estar siguiendo un camino evolutivo independiente del resto
de las poblaciones. Sin embargo, no es posible realizar tal aseveracién con tan sélo dos puntos de
muestreo, pues dicho patrdn podria ser sélo un artefacto.

En cambio, la poblacion del Rio Patitos puede representar los restos de una distribucién de J.
blancoi mas amplia que se vio fuertemente fragmentada, de modo que la deriva génica elimind la
mayoria de los haplotipos (que podrian ser los no muestreados entre el H5 y el H1) y dejd sélo los
probablemente mas abundantes en ese entonces. En cambio las poblaciones de la FVTM parecen
haberse mantenido en mejores condiciones que sus similes de la SMO ya que hay menos evidencia de
cuellos de botella.

El que el tamario efectivo de la poblacion encontrado (a pesar de los problemas del método) sea
tan grande (al rededor de 6.6 millones de individuos entre individuos machos y hembras, ver Tabla 10)
favorece la hipétesis de que existieron poblaciones extensas que posteriormente se fragmentaron, y no
soporta la de que la distribucién actual se deba a eventos de colonizacién a larga distancia, pues bajo tal
escenario se esperaria un tamafo efectivo de la poblacion mucho mds pequefio causado por efecto
fundador.

Si bien actualmente existe una discontinuidad entre los bosques de coniferas y encinos de la SMO

y los de la FVTM dada por la Altiplanicie Mexicana (misma que presenta selva baja caducifolia y matorral
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xeroéfilo en dicho limite) la evidencia paleoclimatica mencionada en los antecedentes sugiere que dicha
area pudo estar cubierta por bosques de coniferas y encinos que incluyeran juniperos (Lozano-Garcia et
al., 2005), dentro de los que podriamos esperar encontrar ya establecidas poblaciones de J. blancoi, pues
el tiempo al ancestro comin mas cercano entre los haplotipos estudiados es de tn.. = 3.5 Ma.
Actualmente, la poblacién de Rio Patitos y dos de las de la FVTM se encuentran en la misma region
hidrica (Lerma-Santiago) cuya historia podria bien dictar cdmo se fragmentd la especie: sabemos que
durante la ultima etapa pluvial del Pleistoceno (Figura 4c) existian una serie de lagos menores, un gran
lago y mayores sistemas de arroyos en las actuales depresiones del Bajio, Chapala y Sayula (West, 1964),
que es justo el drea intermedia entre la poblacion de Rio Patitos y las de la FVTM. Después, hace menos
de un millén de afios, la actividad volcanica transformé la hidrografia de dicha zona pues el cauce del
antiguo Rio Lerma fue bloqueado y separd a las cuencas de los rios Naranjo-Coahuayana y Lerma, esta
ultima formd durante un tiempo al paleolago Jalisco que finalmente fue capturado por un tributario del
Rio Verde y drenado hasta formar el actual sistema Lerma-Santiago (de Cserna y Alvarez, 1995).

La separacién de la poblacién de La Preciosita en una regién hidrografica distinta (Balsas) (Figura
6) es mas dificil de explicar geolégicamente ya que el Balsas y el Lerma se separaron durante el Mioceno
Tardio-Plioceno Temprano (hace al rededor de 7-5 Ma) lo cual se remonta demasiado atrds en el tiempo.
Sin embargo, la poblacién mencionada se encuentra separada de la regidon hidrografica del Lerma-
Santiago por la Cuenca del Valle de México, que hasta hace 700 000 afios (Pleistoceno Medio) fluia aun
hacia el Balsas (Mooser, 1975) y que probablemente durante el Pleistoceno tardio (100 000 aios) tenia

una conexion por el noroeste hacia los Llanos de Puebla y de Apan (Barbour, 1973).

7.9 Influencia de factores socioecondmicos y ambientales en el estado de conservacion

Segun la Lista Roja del IUCN J. blancoi se encuentra en un estado vulnerable, es decir no esta en peligro
de extincion pero existe el riesgo de que lo esté en un futuro préoximo, ya que sus poblaciones son pocas,
pequefias y ocupan un area reducida. Como consecuencia de tal rareza en su distribucién espacial, J.
blancoi podria ser especialmente sensible a los efectos de las actividades humanas y asi extinguirse o
quedar en peligro critico de hacerlo. Conocer el presente social y ambiental de las poblaciones es una
herramienta necesaria para evitar lo anterior, pues permite no sélo identificar las localidades mas

amenazadas, sino ademads discernir entre los factores que han favorecido la conservacién de los que no.
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La principal amenaza que enfrenta J. blancoi es el cambio de uso de suelo y no, a diferencia de en
muchas otras coniferas, la tala para obtencion de madera. Lo anterior se debe a que la especie presenta
en su mayoria troncos sin un fuste recto, por lo que a pesar de que su madera no se pudre con dificultad,
no es un arbol explotado comercialmente. El cambio de uso de suelo de bosques a terrenos agricolas o
pecuarios, en cambio, implica la destruccién la vegetacidn original. Si bien gran parte de los arroyos que
cruzan parcelas agropecuarias han perdido la vegetacidon riberefia de los 5 metros reglamentarios de
zona federal (articulo 3, seccidon XLVII de la Ley de Aguas Nacionales), algunos propietarios la conservan
para proteger al cuerpo de agua de la erosidn. El hecho de que J. blancoi no sea una especie maderable
comercialmente y que crezca en la orilla de arroyos puede ser la combinacién de factores por los que
poblaciones de tan reducido tamafio hayan sobrevivido hasta ahora aun en zonas agropecuarias.

Por otro lado, para el pais en general se ha encontrado que las zonas con mayor cobertura
antrépica (cultivos, pastizales ganaderos y asentamientos agricolas) y vegetaciéon secundaria estdn
generalmente cerca de las poblaciones humanas, pues son mas accesibles y han sido utilizadas
historicamente para actividades econdmicas, mientras que las barrancas y las cuspides de montanas y
cerros permanecen con su vegetacion original (Semarnat, 2003). Lo anterior coincide en gran medida con
la situacién de J. blancoi (Tabla 11), pues justamente las poblaciones con menos asentamientos humanos
cercanos y en terrenos dificiles de acceder (cimas de cerros, cafiadas de rios muy rocosas) son las que se
encuentran en buenas condiciones y que estan en una categoria de bajo riesgo (Cerro Huehuento, Cerro
Mohinora, Rio Patitos y Yécora); mientras que las que estan en una zona mucho mas rodeada de
asentamientos y que se utiliza para la agricultura o ganaderia son las mas amenazadas (Presa Brockman,
San José del Rincén y El Salto, aunque ésta uUltima no estd entre tantos pueblos, se encuentra en las
cercanias de uno muy grande).

Sin embargo, se encontré que dichos factores, si bien influyen sustancialmente, no determinan
por completo la situacién, pues la historia particular de cada localidad es también muy determinante, y
esta dada por la tenencia de la tierra y el destino que localmente se le asigné. En este sentido sobresale
La Preciosita, pues a pesar de estar en una de las zonas mas transformadas del pais (mas del 60% del
territorio con cobertura antrépica, (Semarnat, 2003), se encuentra dentro de un bosque de pino-encino

bien conservado.

68
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Juniperus blancoi es una es una especie distribuida en tan sélo ocho poblaciones muy separadas entre si
y formadas por pocos individuos, tal rareza es natural y responde a los procesos histéricos por los que ha
atravesado.

La especie demostré ser un gran modelo biolégico para la filogeografia que puede seguir siendo
abordado para responder otras preguntas. A pesar de que la regién de ADNcp trnC-trnD presentd pocas
sustituciones (pues con mas hubiera sido posible realizar un mejor andlisis de la demografia histdrica y de
las relaciones filogenéticas) se encontrd otro tipo de variacion que resulté muy util para cuantificar la
estructura y diferenciacién entre las poblaciones y para realizar un andlisis filogeografico de clados
anidados.

Probablemente a finales del Plioceno J. blancoi contaba con poblaciones de tamafio muy grande
(sugerido por un N, =3.3x10° de machos y un tm« = 3.5 Ma) que se mantuvieron durante un tiempo, pero
qgue posteriormente se vieron fragmentadas de modo drastico y en diferentes eventos durante el
Pleistoceno. Lo anterior se refleja en una fuerte diferenciaciéon genética (Fs> 0.5 en la mayoria de las
comparaciones pareadas y Fs; = 0.79469 global), en la estructuracidon de la especie en cinco grupos
SAMOVA y en el reconocimiento de dos variedades ademas de la tipo.

Los factores que influyeron en tal proceso de fragmentacidn parecen ser una combinacion de su
habitat riberefio y de los aspectos bioldgicos de su dispersidon. En los ultimos 3.5 Ma han ocurrido
cambios orograficos y climaticos en la FVTM y la SMO, de modo que la direccion de los escurrimientos y
los limites de las cuencas han variado hasta alcanzar su conformacién actual, las poblaciones de J. blancoi
pudieron separarse entre si por barreras geograficas causadas por la formacidn de las cuencas, y reducir
su tamafio tras la desecacidn de las condiciones al final del Pleistoceno, lo que favorecié la diferenciacion
causada por deriva génica. Por otro lado, la dispersién de la especie parece ser reducida y podria
explorarse la hipdtesis de que ésta no sélo esté restringida por las corrientes de agua, sino que dependa
de mamiferos pequefios (como las tuzas) que se caracterizan por tener poca movilidad y altos niveles de
diferenciacién. La red de clados anidados y la reconstruccién filogenética muestran que existen tres
linajes que marcan la estructuracion y diferenciacién de la especie. Pero ademds se encontré una alta

frecuencia de haplotipos Unicos, lo que indica que, cuando menos recientemente, no existe flujo génico
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entre las poblaciones, por lo que aun las mds cercanas se encuentran aisladas. Dado todo lo anterior, es
recomendable evaluar su inclusién en la NOM-059.

Por otro lado, la localidad tipo (El Salto) no sdlo se encuentra en malas condiciones, sino que su
diversidad genética acorde al marcador utilizado en este estudio es baja. Esto implica dos cosas: los
individuos que deberian utilizarse como referencia taxondmica podrian desaparecer, y el “J. blancoi de
referencia” es una poblacidn aislada dentro de la SMO que representa sélo una parte de la variacién y de
la historia de la especie.

Plantear que una especie rara es un conjunto de “poblaciones solitarias” altamente fragmentadas
y diferenciadas entre si tiene consecuencias para el entendimiento y la conservacién no sélo del grupo
taxondémico sino de su habitat en general: 1) la rareza puede ser de origen natural y caracterizarse por
niveles altos de diversidad genética, tamafio efectivo de la poblacién y diferenciaciéon, 2) especies como
esta son un gran modelo para los estudios filogeograficos y brindan buena informacién sobre la historia
de sus habitats, 3) las poblaciones fragmentadas y aisladas son mds proclives a diferenciarse entre si y
pueden estar cerca de procesos de especiacién, 4) cada poblacién tiene relevancia evolutiva y la
extincion de cualquiera es una pérdida importante, lo que torna a la especie mas vulnerable y hace que
sea inane proteger a sélo un subconjunto de sus poblaciones, 5) la distribucidn geografica de especies
como esta responde mds a procesos histdricos que a su capacidad de dispersion reciente, por lo que
deberia considerarse como un elemento que eleve la importancia bioldgica la region, y 6) conservar unas
poblaciones pequefas de una especie aparentemente poco relevante es resguardar una historia
evolutiva muy compleja.

Por otro lado, ademds de la historia filogeografica, la escala temporal debe ajustarse a los
tiempos humanos y prestar atencion a las condiciones socioecondémicas y ambientales bajo las que
persiste cada poblacion, pues es informacion relevante que rara vez se considera en este tipo de
estudios, pero que se requiere para construir estrategias de conservacién y manejo. Particularmente en
México necesitamos conocer y comprender el entorno geografico y social de las zonas donde se
encuentra la mayor diversidad genética de cada ecosistema, pues dichos espacios han sido cruciales
durante los cambios orograficos y climaticos que caracterizan -y moldean- la historia evolutiva de nuestra

biodiversidad, y su futuro depende del contexto humano que actualmente las rodea.
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Anexo 1.

Taxa del género Juniperus en los tres paises con mayor diversidad

10 Anexos

taxondmica y a las distribuciones mostradas en Adams (2008).

del grupo, acorde a la revision

México China EEUU
1 eJ.angosturana J. chinensis J. arizonica
2 J. arizonica J. chinensis var. sargentii eJ. ashei
3 elJ.blancoi J. convallium e J. ashei var. ovata
4  eJ. blancoi var. huehuentensis J. coxi J. californica
5 J. californica e J. erectopatense J. coahuilensis
6 J. coahuilensis e J. formosana J. comunis var. depressa
7 J. comitana J. formosana var. mairei J. comunis var. jackii
8 J. compacta J. indica e J. comunis var. saxatilis
9 J. deppeana J. jarkendensis J. grandis
10 J. deppeana var. gamboana e J. komarovii J. horizontalis
11 eJ. deppeana var. patoniana e J. microsperma e J. maritima
12 eJ. deppeana var. robusta e J. pingii J. monosperma
13 e J. deppeana var. zacatecensis e J. pingii var. carinata e J. occidentalis
14 J. deppeana var. sperry e J. pingii var. miehei e J. osteosperma
15 eJ. durangensis e J. przewalskii J. pinchotii
16  J.flaccida J. pseudosabina e J. virginiana
17 elJ.jaliscana J. recurva e J. virginiana var. silicicola
18 e J. martinezii J. rigida
19 eJ. monticola J. sabina
20 e J. monticola var. orizabensis J. sabina var. davurica
21 eJ. mucronata e J. saltuaria
22 J. pinchotii J. semiglobosa
23 eJ. poblana J. squamata
24 elJ. saltillensis e J. squamata var. wilsonii
25 J. scopulorum e J. squamata var. fargesii

e: endémico del pais en cuestion

Anexo 2.

Indicaciones para llegar a cada localidad muestreada.

1. Yécora, Sonora. Tomar la carretera federal 16 desde Hermosillo en direcciéon a Chihuahua. La

poblacién se encuentra en el km 19 desde Maicoiba hacia Yécora, el rio es cruzado por el Puente Tlayote.
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2. Cerro Mohinora, Chihuahua. Desde Parral, Chihuahua, seguir hacia el oeste hacia Guadalupe y
Calvo por la carretera 41 y a partir de Sta. Barbara por la 24. De Guadalupe y Calvo tomar la carretera
rumbo a Baborigami, al llegar a El Pinito tomar la brecha hacia la cima del Cerro Mohinora, en El Llano
tomar a la derecha arriba en las desviaciones. El camino llega hasta la cima.

3. Cerro Huehuento, Durango. Tomar la carretera 40 de Durango a Mazatlan. 10 kms antes de El
Salto tomar la desviacién hacia San Miguel de las Cruces o Coyotes. Alrededor del km 31 esta el poblado
Nueva Patria (también conocido como Santo Domingo), tomar ahi el camino de terraceria hacia Tayoltita
(izquierda). Pasar los poblados Las Flechas y San Luis de Villa Corona. Al salir de este ultimo dar a la
derecha en el puente de un arroyo. Pasar el poblado de Piedra Rajada y continuar hasta Huachichiles. Es
recomendable pedir a alguien del pueblo que los guie hasta la cima del cerro. Se cruza completamente el
pueblo y se toma la brecha izquierda en vez de continuar por el camino principal, se puede llegar en
camioneta hasta una meseta previa a la cima.

4. El Salto, Durango. Llegar a El Salto por la carretera 40 Durango-Mazatlan. En el pueblo tomar la
carretera hacia Pueblo Nuevo. La poblacién se encuentra en un arroyo adelafio a la carretera
aproximadamente a 2 km del pueblo (ultimas casas en la calle Fresnos) cerca del Vivero Forestal la
Victoria. Los arboles se encuentran dentro de potreros y en menor medida en una cafiada dentro del
bosque.

5. Rio Patitos, Zacatecas. Desde Guadalajara tomar la carretera federal 23 a Fresnillo. Poco antes
de Teul de Gonzdlez Ortega (aproximadamente 26 km desde La Ceja, junto a una instalacién de CFE)
tomar la desviacidn a Huitzila, continuar por 9-10 km. Hay un puente (angosto) que cruza el Rio Patitos,
donde se encuentra la poblacién.

6. Presa Brockman, Michoacdn. Desde Toluca tomar la autopista 55 a Atlacomulco y de ahi la
carretera 128 a El Oro. Tomar la calle Ledn Guzmdn que sale por el suroeste del pueblo y se transforma
en un camino de terraceria que llega hasta la Presa Brockman (aproximadamente 3.5 km). Seguir por el
camino hacia el suroeste de la presa, hacia el Balneario “Las Cafiadas”. La poblacién se encuentra en un
arroyo que cruza campos de cultivo a la izquierda del camino (menos de un kildmetro de distancia del
limite occidental de la Presa).

7. San José del Rincon, Estado de México. Desde Toluca tomar la autopista 55 a Atlacomulco y de

ahi la carretera 128 a El Oro. Desde ahi tomar la carretera de Carmona a San José del Rincon o a Agangeo.
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La poblaciéon estd a 5.5 km de Carmona después de la gasolinera ES0975 (0.7 km), el arroyo fue desviado
pero la linea de arboles de la poblacidon puede observarse del mismo lado que la gasolinera. El arroyo
conduce finalmente a la Presa Tepetitlan.

8. La Preciosita, Puebla. Desde la Ciudad de México tomar la autopista México-Puebla y en Rio
Frio continuar por la carretera federal en la misma direccion. Pasando el Puente El Emperador (Apapaxco)
tomar la desviacion hacia Guadalupe de Zaragoza. Atravesar dicho poblado, sigue Juarez de Coronaco y
después Reyes. La siguiente localidad es La Preciosita Sangre de Cristo Salvame. Preguntar por el
presidente del comité de vigilancia de “La Reserva Ecoldgica Campesina La Preciosita” para que los
conduzca al predio de la UMA. La poblacién se encuentra en una cafiada conocida como “El Sabinal”,

cerca de la cabafia rosa.

Anexo 3.
Protocolo de extraccién de ADN “MINI-PREP” Modificado de Vazquez-Lobo (1996):

1. Moler en un mortero 100 mg (aprox 4 cm) de tejido con nitrégeno liquido.

2. Al tejido ya pulverizado sin nitrégeno agregar 1.3 ml de buffer de CTAB 2x (This-HCl 100 mM
pH 8, NaCl 1.4 M, EDTA 20mM, CTAB 2% y b-ME 0.3% (este ultimo se agrega el dia de la extraccion).

3. Recuperar todo en un tubo eppendorf de 2 ml y centrifugar a 10 000 rpm durante 8 minutos a
4°C.

4. Eliminar el sobrenadante y resuspender con 600 pl de buffer CTAB 2X. Incubar en un bafo a
602C durante 10 minutos.

5. Agregar a cada tubo 600 ul de cloroformo:octanol 24:1, agitar hasta homogenizar y centrifugar
a 7000 rpm durante 15 minutos a 42C. El sobrenadante debe quedar trasparente.

6. Trasladar el sobrenadante a un tubo nuevo (con una pipeta de 200 pl) y precipitar el ADN con
2/3 del volumen final de isopropanol frio (600 pl aprox volumen final, agregar 400 pl isopropanol). Dejar
reposar en frio de 30 minutos a 12 horas.

7. Centrifugar a 13,000 rpm durante 5 minutos a 42C. Eliminar el sobrenadante.

8. Limpiar el pellet: agregar 0.5 ml de etanol 70% frio y centrifugar a 13 000 rpm durante 2
minutos a 4°C.

9. Eliminar el sobrenadante y repetir el paso anterior.
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10. Eliminar el sobrenadante y dejar a secar (evaporacion del etanol) los pellets en la campana de
flujo laminar (10 minutos aprox).

11. Eliminar el sobrenadante y resuspender el pellet con 200 ul de H,0.

12. Una vez que el pellet se disuelve las muestras de ADN pueden refrigerarse a -20°C para su uso

posterior.

Anexo 4.

Cebadores utilizados para amplificar y/o secuencias distintas regiones de cloroplasto en J. blancoi

Nombre Secuencia (5'-3") Referencia
AGATAG GGATTC GAACCC TCG GT
*trnS-trnG2S TTT TAC CAC TAAACT ATACCC GC Shaw et al. 2005
ATT TGA ACT GGT GAC ACG AG
*tabC-tabD GGG GAT AGA GGG ACT TGA AC Taberlet et al. 1991
TCT ACC GAT TTC GCC ATATC
*tabA-tabB CAT TAC AAATGC GAT GCT CT Taberlet et al. 1991
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