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RESUMEN

Variabilidad genética de Quercus grisea en la Sierra Fria de Aguascalientes.

Quercus grisea es un encino abundante en la Sierra Fria de Aguascalientes y esta
asociado a bosque de encino y pastizales, éste bosque es el principal proveedor de
servicios ambientales para el estado y ha sido ampliamente deforestado en los ultimos
afios. Proponer estudios de genética de poblaciones puede ayudar a entender patrones
reproductivos y de dispersion de esta especie y a tomar decisiones en materia de
conservacion. Los objetivos de este trabajo son identificar el nivel de variabilidad
genética en la especie Quercus grisea, comparar los niveles de flujo génico entre los
sitios para inferir patrones asociados con su polinizacion y dispersion e identificar los
sitios prioritarios de conservacion. Se utilizaron tres marcadores tipo microsatélite de la
serie quruGAQR, para cuatro sitios de muestreo de al menos 20 individuos cada uno. Se
encontraron 63 alelos distintos para los primers analizados, es cual es un valor alto de
diversidad genética. La heterocigosis observada fue de 0.6781 el cual también es un
valor alto y corresponde a especies con polinizacion obligadamente cruzada. La Oy
calculada es de 0.0265 y no hay un fenémeno de estructura genética asociado. El flujo
génico entre los sitios es diferencial y se observa que existe aislamiento por distancia
para uno de los sitios (MT) y los tres restantes (EC, ES y CP) forman un grupo
reproductivo cercanamente relacionado en términos de distancia genética y flujo génico.
Estos resultados nos permiten categorizar los sitios muestreados en base a prioridades
de conservacion, siendo el sitio ES el mas importante para la conservacion en términos

de diversidad y flujo génico.



ABSTRACT
Genetic variability of Quercus grisea in Sierra Fria of Aguascalientes

The oak Quercus grisea is one of the most abundant species in Sierra Fria of
Aguascalientes where is associated to grasslands and pine-oak forests areas, this forest
is a principal provider of environmental services at the state, and has been much
harvested on recent years. Propose population genetics studies could contribute to
identify dispersal and reproductive patterns intrinsic to this species and take issues at
conservation field. Objectives for this work are: identify the level of genetic variability
in Quercus grisea species, compare gene flow between sites to deduce patters related to
pollination and dispersal and, to identify conservational priorities sites. Where used
three microsatellite nuclear markers from quruGAQR series, was included four sampled
sites with at least 20 individuals each one. We find 63 alelles for 3 tested primers, this
represent a high genetic diversity value. Observed heterocigocity was 0.6781 a high
value too and belongs to strict crossover pollination species. Calculated Oy are 0.0265,
not represent an associated genetic structure pattern. Gene flow between sites is
differential and denotes distance isolation pattern at one site (MT), at three remaining
sites (EC, ES and CP) constitutes a closely related group linked by genetic distance and
gene flow. Results allow us categorize sites by conservation priority being ES the most

important site for conservation issues in terms of diversity and gene flow.



INTRODUCCION

Los encinos.

Quercus L. (encinos, robles) es ¢l género mas grande de la familia Fagaceae con
aproximadamente 500 especies (Rogers & Jonhson, 1998), distribuidas principalmente
en regiones templadas y subtropicales del hemisferio norte (Nixon, 1998). A nivel
mundial, el género Quercus se divide en dos subgéneros (Cyclobalanopsis y Quercus).
El subgénero Cyclobalanopsis, esta restringido exclusivamente a Asia y Malasia,
mientras que el subgénero Quercus presenta una distribucion amplia en América,
Europa y Asia. Este subgénero esta dividido en cinco secciones de las cuales tres:
Quercus (encinos blancos), Lobatae (encinos rojos) y Protobalanus (encinos

intermedios), estan presentes en México (Nixon, 1993).

Los encinos dominan los bosques templados de América y Europa y el centro de
diversidad en el Nuevo Mundo se encuentra en los bosques montafiosos de México
como dominantes exclusivos o formando asociaciones con pinos. De la misma forma
numerosas especies arbustivas del género Quercus se encuentran como dominantes en
los chaparrales de Meéxico (Nixon, 2002). México es considerado centro de
diversificacion del género con alrededor de 150-200 especies (Rzendowski, 1981;
Nixon, 1998), de las cuales aproximadamente 115 son endémicas (Gonzalez-Rivera,

1993).

Los encinos no solo son elementos importantes en la composicion de los bosques
templados sino que, ademas, son especies sumamente utilizadas. Muchas de las especies
del género Quercus tienen valor comercial por la alta calidad de la madera y por la serie
de productos que se obtienen de ellos como son carbén, corcho, taninos, colorantes,
ornamentales, para usarse como arboles de sombra, alimento para humanos y ganado
(Nixon, 1998). Ademads, son importantes en la formacion y consolidacién de suelos, asi
como también en la captacion de agua y preservacion de mantos acuiferos in situ y a

distancia (Reyes y Gamma-Castro, 1995).

A pesar de su importancia ecologica, diversos autores han sugerido que factores
antropogénicos tales como los asentamientos humanos, la ganaderia y la explotacion
forestal son responsables del disturbio en los sitios de distribucion de especies del
género Quercus (Rzendowski, 1981; Bonfil, 1998; Challenger, 1998; Alfonso-Corrado
etal., 2007).



La investigacion del género Quercus en México ha sido dirigida principalmente a
aspectos taxonoémicos muy relevantes (Villareal, 1986; Valencia-Avalos, 1989; Zavala
Chavez 1990; Vazquez-Villagran, 1992; Gonzalez Rivera, 1993; De la Cerda, 1999).
Sin embargo, los estudios relacionados con aspectos sobre ecologia, manejo y
conservacion son escasos (Bonfil, 1998; Alfonso Corrado et al., 2007) por lo que existe

en general poca informacion relacionada al género en México.

Siendo México un centro de diversidad para el género, resulta importante medir la
magnitud de la diversidad al interior de las especies y particularmente los fendémenos
evolutivos que ocurren al interior de las poblaciones, en términos de diversidad genética
y dindmica genética poblacional. A través del estudio de ambas caracteristicas de las
poblaciones, se pueden identificar localmente aquellas con alta diversidad genética,
ademas de patrones asociados al aislamiento reproductivo, lo cuél tiene multiples
aplicaciones, no solo en el campo taxondémico (Widmer ef al., 2009), sino también en el
evolutivo y de la conservacion (Frankham, 1995; Oostermeijer et al, 2003; Toro y

Caballero, 2005).

Es importante mencionar que existen algunos trabajos pioneros realizados en nuestro
pais que estan relacionados con la variabilidad genética del grupo, su estructura
poblacional y la identificacion de hibridos entre especies, destacando los de Alfonso-
Corrado et al., 2004, Tovar-Sanchez y Oyama, 2004, Gonzalez-Rodriguez et al., 2005,
Gonzalez-Rodriguez et al., 2006.



Variabilidad genética, flujo génico y estructura genética poblacional.

La variabilidad genética ha sido definida como la variedad de alelos y genotipos
presentes en una poblacion (Toro y Caballero, 2005); es la materia prima de la cual
dependen la adaptacion y la evolucion. A los altos niveles de variabilidad se les
atribuyen elementos benéficos para las especies y poblaciones, confiriendo la capacidad
de responder a amenazas tales como, enfermedades, parasitos, depredadores y cambios
ambientales. Inversamente, niveles bajos de variabilidad son vistos como limitrofes de
la capacidad de las especies para responder a tales amenazas a corto y largo plazo
(Amos y Harwood, 1998). Por lo tanto, no es para sorprenderse que exista una amplia
preocupacion en lo que concierne a la fragmentacion del habitat. La fragmentacidn, casi
siempre conducira a una reduccion en el tamafio de las poblaciones y a un aumento
consiguiente en el ritmo en el cual la variabilidad se pierde a través de deriva génica. En
casos extremos, la poblacion puede ser reducida a nimeros muy bajos y tener pérdidas
exageradas, un acontecimiento que se refiere a menudo como cuello de botella génico

(Amos y Harwood, 1998).

La variabilidad puede ser incrementada por mutacion en la poblacion o flujo génico con
una poblacion vecina. La pérdida de la diversidad ocurre pasivamente a través de deriva
génica y activamente a través de la seleccion natural. Como el reabastecimiento de la
diversidad puede ser lento (mutaciones de novo), o infrecuente (afluencia de una especie
o poblacion vecina), la mayoria de los cambios rdpidos o grandes en la diversidad

pueden ser atribuibles a la pérdida, mas que al aumento (Amos y Harwood, 1998).

La cantidad de caracteres neutros depende directamente de la tasa de mutacion (1) y su
permanencia, del tamafio efectivo de la poblacion (Ne). Mientras una poblacion se
mantenga a través de las generaciones, por mutacion acumulard progresivamente
caracteres nuevos, la pérdida de los caracteres de novo sera determinado por la deriva
génica y su efecto sera inversamente proporcional al tamafio efectivo de la poblacion.
Asi entonces, poblaciones ancestrales con tamanos efectivos de poblacion altos,
acumulardn una mayor ganancia de caracteres, que las poblaciones pequefias en las

cuales se prevé una alta pérdida por deriva genética (Nei, 1966; Charlesworth, 1997).

El tamafio poblacional es una de las principales determinantes, tanto en la diversidad
genética, como la estructura genética. Si existe reduccion en el tamafio poblacional, las

poblaciones se hacen mas susceptibles al efecto de la deriva genética y por lo tanto, se
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generan patrones de pérdida alélica y diferenciacion genética entre las poblaciones

(Loveless y Hamrick, 1994).

La estructura genética es la distribucion no aleatoria de alelos o genotipos en el tiempo
y espacio (Loveless y Hamrick, 1984). La estructura genética esta moldeada por la
interaccion entre fuerzas evolutivas de seleccion, flujo génico, mutacion y deriva
génica. La variacion en los efectos de estas fuerzas evolutivas en el rango de
distribucion de las especies, resulta en patrones espaciales caracteristicos en la

estructura genética de las poblaciones (Jarvis et al., 2005).

El flujo génico redistribuye alelos entre poblaciones. Este puede darse ya sea por el
movimiento fisico y la reproduccion de los individuos o por la dispersion de las semillas
y el polen. A pesar de que el grado de desplazamiento de los alelos puede estar afectado
primariamente por la distancia geografica, otros factores pueden modificar la manera en
que el flujo génico redistribuye los alelos entre las poblaciones, entre los que se
incluyen las barreras o restricciones a la migracion, diferencias regionales en la
fenologia y temporadas de polinizacion y mecanismos de dispersion del polen y

semillas (Arnaud, 2003; Galen et al., 1997; Ennos, 1994).

El mantenimiento de la diversidad genética, se debe principalmente a los mecanismos
de reproduccion, entrecruzamiento y dispersion presentes en una poblacion o linaje
evolutivo. La reproduccion es el proceso que traslada el arreglo genotipico actual a las
siguientes generaciones, mientras que la dispersion determina los patrones post-
reproductivos de la distribucion de los genes dentro y entre las poblaciones (Loveless y

Hamrick, 1984).

El sistema de entrecruzamiento es el factor que mas puede influenciar la estructura
genética. La endogamia incrementa las correlaciones entre los gametos, reduce la
recombinacion y mantiene el desequilibrio gamético. Como resultado se homogenizan
los genotipos producidos dentro de los linajes y se incrementa el potencial para la
diferenciacion genética (Loveless y Hamrick, 1984; Charlesworth y Wright, 2001).
Otros factores como la limitada dispersion de las semillas, producen la agregacion de
progenie relacionada y la endogamia puede generar subdivision genética
intrapoblacional. El entrecruzamiento generalmente disminuye las correlaciones entre
alelos unitarios, aumenta el tamafio efectivo de la poblacion y reduce la subdivision

entre las poblaciones. Estudios tedricos han demostrado que solo una pequefia cantidad
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de flujo génico a larga distancia, basta para prevenir la diferenciacién entre poblaciones

para alelos neutros (Loveless y Hamrick, 1984).

Un método muy recurrido en el estudio de la estructura genética es el de aislamiento por
distancia, que sugiere que las poblaciones geograficamente mas distantes tenderan a ser
mas distintas genéticamente (Wright, 1943). Las areas de distribucion de las especies
que estan fragmentadas o no estan conectadas por flujo génico, tienden a evolucionar en
distintos patrones genéticos por la acumulacién gradual de diferencias genéticas por
deriva y mutacion. El intercambio de alelos por flujo génico tiende a contrarrestar tal

diferenciacion (Jarvis et al., 2005).



Caracteres reproductivos en el género Quercus y su relacion con la variabilidad

genética y estructura genética poblacional.

Los caracteres morfologicos reproductivos, la dispersion y el ciclo de vida de las
especies, entre otras caracteristicas, determinan en gran medida la variabilidad y

estructura genética que existe al interior de las especies (Loveless y Hamrick, 1984).

Biologia floral. Las inflorescencias masculinas y femeninas crecen en ramas separadas,
las femeninas como espigas y las masculinas como amentos, ambas se desarrollan en
meristemos solitarios de crecimiento nuevo, con tallos cortos, que emergen de yemas
del tejido previo (Kaul, 1985). Para un arbol en particular, el amento se desarrolla
durante dos semanas después del desarrollo de la yema y la liberacion del polen ocurre
durante 2 a 4 dias. El desarrollo de la espiga es posterior al desarrollo de los amentos y
la receptividad del estigma puede variar de 6 a 14 dias en una flor individual, para un
arbol en particular, se ha identificado que la receptividad es de alrededor de 15 dias
(Ducousso et al., 1993). El hecho de que la receptividad del estigma sea mayor al de la
liberacion del grano de polen, promueve que se incremente el nimero de individuos que
polinizan a un arbol en particular (Lumaret et al., 1991). De la misma forma, se
favorece la polinizacion cruzada a grandes distancias (Garcia-Mozo et al., 2007). La
polinizacion cruzada generalmente, disminuye las correlaciones entre alelos unitarios,
aumenta el tamafio efectivo de la poblacion, previene la estructura genética poblacional

y promueve heterocigosis en las poblaciones (Loveless y Hamrick, 1984).

Ciclo de vida. Los encinos son policarpicos con ciclos de vida largos (Kaul, 1985).
Muchas de las especies se reproducen por semilla y algunas presentan reproduccion
clonal facultativa a partir de tallos jovenes, tocones y rizomas. La capacidad de
reproducirse por tallos, disminuye mientras se producen semillas o aumenta la edad del
tronco. La edad a la que se producen las primeras semillas es variable entre las especies
y depende de la densidad poblacional, las condiciones ambientales del sitio y el tamafio
de los arboles. La produccion de semillas puede disminuir a medida que aumenta el
diametro del tronco (Ducousso, 1993). En las especies policarpicas, los individuos
adultos, incorporan sus alelos durante varios periodos de floracion, lo que previene la
estructura genética y mantiene la diversidad genética (Loveless y Hamrick, 1984). La
clonalidad no juega un papel importante en la estructura genética de los encinos, pero si

en la diversidad de genética, de sus poblaciones, en diversos estudios se ha identificado,



que existen valores menores de heterocigosis en especies de reproduccion clonal con

respecto a las de reproduccion sexual (Ainsworth, 2003; Soto et al., 2007).

Produccion de bellotas. La produccion de bellotas varia entre los arboles y entre los
afios, depende directamente de la produccion de flores femeninas y de la cantidad que se
fertilizan por afio. Factores como la edad del arbol, la autoincompatibilidad, la
disponibilidad de recursos y la presencia de parasitos, pueden limitar la produccion de
bellotas (Ducousso, 1993). La cantidad de bellotas que germinan cada afio contribuye a
la diversidad genética, porque aumenta el tamafo efectivo de la poblacion y con esto se

mantiene directamente la diversidad alélica.

Auto-incompatibilidad. Por pruebas directas de autopolinizacién, cruzas entre
individuos cercanamente emparentados (Yacine y Bouras, 1997) y estimaciones
indirectas de entrecruzamiento por marcadores moleculares (Williams et al., 2001), se
ha detectado que las especies de encino son altamente incompatibles entre individuos
cercanamente emparentados. Se ha propuesto que la incompatibilidad se debe a un
control gametofitico del crecimiento del tubo polinico a través del estilo (Yacine y
Bouras, 1997). Las cruzas interespecificas (Yacine y Bouras, 1997) y multiples estudios
moleculares (Whittemore y Schaal, 1991; Bruschi et al., 2000; Williams et al., 2001;
Aldrich et al., 2003b; Tovar Sanchez y Oyama ,2004; Valbuena-Carabana et al., 2005;
Curtu et al., 2007), han demostrado que en los encinos la hibridacion es muy frecuente.
La autoincompatibilidad en los encinos, promueve la diversidad genética y la baja

estructura genética entre las poblaciones (Docousso, 1993).

Fenologia. Las especies de encinos de manera general, florecen durante la primavera en
regiones templadas y durante la temporada seca en areas paleotropicales, aunque
algunas especies, presentan dos periodos de floracion anuales. (Kaul, 1985; Ducousso et
al., 1993). Los estudios sobre la temporalidad en la floracion han demostrado que entre
las distintas poblaciones, no existe una sincronia perfecta en la floracion, al menos el
30% de los individuos en un sitio, pueden retrasar su periodo de floracion (Lumaret et
al., 1991). Lo anterior promueve la polinizacion a largas distancias y aumenta el tamafio
efectivo de la poblacion, con lo que se establece una alta diversidad alélica y baja

estructura poblacional (Varela et al., 2008).

Dispersion del polen. La dispersion del grano de polen esta asociada al viento como

vector de dispersion (Kaul, 1985). La velocidad y la distancia a la que viajan los granos
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de polen, dependen de su tamafio, el diametro y su peso, ademas de la altura a la que
son liberados. En el género Quercus, los granos de polen suelen ser pequeios y de bajo
peso, lo que promueve que los granos viajen a grandes distancias. Muchos factores
pueden restringir la dispersion del polen como pueden ser, la densidad de la vegetacion,
la densidad foliar del arbol y la reduccion en la intensidad del viento (Ducousso et al.,
2003). Se ha propuesto que la dispersion del polen es leptocurtica, es decir, es mayor la
cantidad de polen que se dispersa a menores distancias y menor la cantidad a grandes
distancias, lo que genera patrones de similitud genética entre poblaciones cercanas entre
si (Streiff et al., 1999; Dutech et al., 2005), la dispersion es también anisotropica, lo que
crea patrones asimétricos de similitud genética, los cuales estan asociados a la direccion

del viento (Dutech et al., 2005; Austerlitz et al., 2007).

Dispersion de la semilla. Las semillas en el género Quercus presentan un caracter
similar a un involucro llamado cupula, el cual es un meristemo circular constituido de
pequeiias ramas estériles que puede contener, generalmente, a una sola flor femenina.
Las semillas, son llamadas bellotas y se forman por un tejido duro, seco de fruto
unilocular, derivado de un ovario infero. Se considera que el crecimiento de la ctpula
ayuda a la maduracion del fruto y combinado con la esclerificacion y la acumulacion de
taninos y cristales, proveen de proteccion ante eventos de herbivoria e infecciones por
patogenos. Se considera que la maduracion del fruto puede ser anual o bianual (Kaul,
1985). Se propone que la dispersion de las semillas es principalmente por gravedad
(Dow et al., 1996; Grivet et al., 2005; Valbuena et al., 2005; Guguerly et al., 2007,
Grivet et al., 2008) y en menor proporcion, por animales que dispersan las semillas a
cortas distancias, como roedores que alcanzan rangos de de dispersion de hasta 30 m
(Sork, 1984; Jensen y Nielsen, 1986; Docousso, 1993;) o ardillas con rangos de
dispersion de entre 40 y 150 m (Docousso, 1993;Sork, 1984) y aquellos animales que
las transportan a larga distancia, como los azulejos, que pueden dispersarlas desde pocos
metros y hasta 8 km (Bossema, 1979; Docousso, 1993, Petit et al., 2002; Gomez; 2003;
Dutech et al., 2005, Grivet et al., 2008) y los pajaros carpinteros, con un rango de hasta
1.5 km (Grivet ef al., 2005).

Mediante estudios genéticos se ha comprobado que la dispersion por gravedad es
mucho maés frecuente que la mediada por vectores animales, con lo que se promueve la
formacion de grupos familiares en distancias cortas de hasta 70 metros (Dow et al.,

1995; Streiff et al., 1999; Soto et al., 2007). Sin embargo, en ultimos afios, se ha dado
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una mayor importancia al papel que juegan las aves como dispersores de los encinos
(Dutech et al., 2005; Grivet et al., 2005; Austerlitz et al., 2008). Estudios de paternidad
en plantulas, han demostrado que en un area determinada, se puede asociar solamente el
70% de los genotipos, a individuos probables de ser parentales que provienen de la
misma poblacion, el resto puede ser atribuible a la dispersion a larga distancia (Dow et
al., 1995), lo que promueve la baja diferenciacion genética entre los sitios y la alta
diversidad genética y contribuye a reivindicar el papel que juegan los dispersores entre

las especies de encinos.

Se han generado diversos estudios que estan relacionados con la variabilidad genética y
la estructura genética poblacional, que comprenden temas taxonomicos (Manos et al.,
1999; Williams et al., 2001; Aldrich et al., 2003b; Bruschi et al 2003; Bellarosa et al.,
2005 entre otros), identificacion de refugios pleistocénicos (Finkeldey y Matyas, 2003;
Gonzalez-Rodriguez et al., 2004; Grivet et al; 2006; Gugerly et al; 2007; Muir et al.,
2004; Marsico et al., 2009, entre otros), analisis de paternidad (Dow et al., 1996; Streiff
et al., 1999; Smouse y Robledo-Arnuncio, 2005; Soto et al., 2007, entre otros) y

diversos analisis espaciales de dispersion.

De manera general, en estudios realizados con microsatélites, se ha identificado que los
encinos en términos genéticos, son muy diversos y presentan baja estructura genética
poblacional (Cuadro 1). El mecanismo de dispersion por viento, el ciclo de vida largo y
la autoincompatibilidad, pueden generar patrones de alta diversidad genética en
poblaciones no estructuradas genéticamente. Sin embargo, es la variacion local en las
fuerzas evolutivas, mediadas por las determinantes ecoldgicas, lo que establece los
patrones de variabilidad y estructura genética especificos para cada una de las
poblaciones de las especies. El identificar tanto, la diversidad genética, como la
estructura genética poblacional, permite reconocer cual es la forma en la que se
comparten los alelos entre las poblaciones y caracterizar cudles son las zonas, que en
términos de interaccion y diversidad genética son las mas importantes y con esto

plantear estrategias adecuadas para la conservacion ecoldgica.
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Cuadro 1. Variabilidad genética para el género Quercus. Ho. Heterocigosis observada,
He Heterocigosis esperada, Fsr. Coeficiente de coancestria.

Especie H, H, Fsr Referencia.

Q. germinata 0.170 0.310 0.540 Ainsworth et al., 2003.
0. rubra 0.759 0.796 0.047 Aldrich et al., 2005.
Q. pirenaica - 0.822 0.001 Valbuena et al., 2005.
Q. petraea - 0.817 0.048 Bruschi et al., 2000.
Q. pubescens - 0.820 - ?

Q. petraea - 0.750 0.180 Bruschi et al., 2003.
Q. suber - 0.565 0.061 Hornero et al., 2001.
Q. robur 0.810 0.870 0.057 Cottrell et al., 2003.
Q. petraea 0.870  0.890 0.007 ”?

Q. robur - 0.750 0.032 Curtu et al., 2007.
Q. pubescens - 0.891 0.001 ”

Q. petraea - 0.871 0.031 ”

Q. frainetto - 0.816 0.022 ”?

Q. cerris - 0.507 0.016 ”

Q. lobata 0.750  0.740 0.020 ?

Q. semiserrata - - 0.080 Pakkad et al., 2007.
0. ilex 0.725 0.765 0.056 Soto et al., 2007.
Q. suber 0.518 0.551 0.062 ”
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El analisis geogrdfico de la variacion genética.

Dada la limitada movilidad de las plantas, la estructura genética implica también
estructura espacial (Loveless y Hamrick, 1984). Los sistemas de informacion geografica
pueden funcionar como una herramienta para investigar los procesos que moldean los
genomas y de esa manera conservar la diversidad genética tan efectiva y eficientemente
como sea posible (Jarvis et al., 2005). Un sistema de informacion geografica, puede ser
definido como un sistema de manejo de bases de datos que puede utilizar
simultaneamente datos espaciales y datos de atributos no espaciales (Guarino et al.,
2002). Los factores ambientales como el clima, la topografia, los suelos y factores
antropogénicos como puede ser la destruccion del habitat, dan forma a la estructura
genética de las poblaciones en especies cultivadas y silvestres. La diversidad genética
no esta distribuida aleatoriamente en la superficie terrestre y conocer donde se encuentra
mejor representada, es un factor clave cuando se considera en los objetivos para
esfuerzos de conservacion. Sin embargo la diversidad genética es dificil de mapear y

analizar (Jarvis et al., 2005).

Identificar el rango geografico preciso de la distribucion de las especies, es también
fundamental para localizar y conservar la diversidad genética. Se han dirigido muchos
esfuerzos para la prediccion de la distribucion geografica de las especies. Tipicamente,
los métodos utilizan los datos climaticos de los puntos donde se localizan fisicamente
las especies, con el objetivo de construir un modelo estadistico de correspondencia entre
la distribucion climética y la similitud con las condiciones de los sitios. El modelo
estadistico, es entonces aplicado a una regiéon mas grande para localizar areas donde las
condiciones ambientales son potencialmente adecuadas para las especies en cuestion.
Estos métodos tienden a minimizar el riesgo de sobreestimar o subestimar el rango de
distribucion de las especies (Franklin, 1995). Un ejemplo de aplicacion para ésta
metodologia, es el propuesto para la especie Q. emory en México (Torres-Meza et al.,
2009), donde se identifica por medio de sistemas de informacion geografica y
fotointerpretacion, que la distribucion potencial estd asociada a la precipitacion y

temperatura, de los meses mas frios en la zona central de México.

A pesar de que solo han sido aplicados al nivel de especie, los sistemas de informacion
geografica, pueden ser adaptados para trabajar a nivel genético, esto es, porque las
caracteristicas ambientales no se distribuyen de forma aleatoria y puede ser posible su

asociacion con caracteristicas genéticas (Jarvis et al., 2005). Muchos de estos rangos de
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distribucién, asumen que las variables climaticas son las principales mediadoras de la
distribucion geografica y de la misma forma, se han integrado otro tipo de factores
como el tipo de suelo, la topografia y condiciones de habitat especificas (Franklin,
1995; Guisan y Zimmerman, 2000; Walker y Cocks, 1991). Esto puede ser muy util
para detectar barreras de restriccion al flujo genético, patrones de migracion y

establecimiento de refugios plesistocenicos, entre otras aplicaciones (Jarvis et al., 2005).

Para el género Quercus, se han realizado diversos estudios donde se asocia la
variabilidad genética y patrones de estructura genética poblacional integrados con
atributos espaciales, para identificar refugios ancestrales (Dodd et al., 2006; Austerlitz
et al., 2007; Okaura et al., 2007; Marsico et al., 2009), formacion de grupos familiares
(Streiff et al., 1999; Soto et al, 2007) y modelaje de variacion en el flujo génico
(Austerlitz y Garnier-Gere, 2008), entre otros.
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Genética de poblaciones y conservacion.

El objetivo central de la conservacion es preservar la variacion genética y sus procesos
evolutivos, localizados en poblaciones viables, de especies ecoldgicamente importantes,
con fines de prevenir su extincion (Soulé y Simberloff, 1986). La fragmentacion
provoca que una poblacion continua se divida en subunidades pequeias y aisladas, esto
cambia el balance entre deriva génica y flujo génico. Las subunidades pequeiias y
aisladas, quedan mas sujetas a los efectos de pérdida de alelos por endogamia y deriva
génica, comparadas con las subunidades de tamafio poblacional mas grande. La pérdida
en la diversidad genética representa potencialmente, una reduccion en la habilidad de
las especies para responder a cambios ambientales a corto y largo plazo (Milligan et al.,
1994). Por esto, se considera que el mantenimiento de la diversidad genética es

primordial para el mantenimiento a largo plazo de las especies (Frankel y Soulé, 1981).

La fragmentacion de los bosques, afecta no solo a los arboles, sino también a los
organismos que dependen del bosque para su desarrollo. Por esta razén, su conservacion
es prioritaria cuando se promueven programas para el mantenimiento de la
biodiversidad (Vakkari et al., 2006). Se han generado estudios en donde se evaluan los
efectos de la fragmentacion en especies arboreas. En algunas especies, la fragmentacion
no ha tenido efectos significativos en la pérdida de la diversidad genética, como es el
caso de Caryocar brasiliense (Collevatti et al.,, 2001). Sin embargo, en especies como
Pinus strobus, se encontrd, que por cada reduccion en 75% del tamafo poblacional, se
pierde 26% de la riqueza alélica y entre el 72 y 96 % de los alelos exclusivos de las
poblaciones (Rajora et al, 2000). En especies como Q. robur en Finlandia, se ha
propuesto que una parte de la reduccion en la diverisdad alélica, es debido a la

deforestacion tradicional de los bosques desde hace 300 afios (Vakkari et al., 2006).

Utilizar la informacion genética de forma adecuada para definir prioridades de
conservacion, es uno de los objetivos de la genética de de la conservacion. Los criterios
genéticos pueden ser muy valiosos para determinar la capacidad de respuesta de las
poblaciones, para responder adaptativamente ante cambios ambientales y asegurar su

mantenimiento durante alto nimero de generaciones (Petit et al., 1998).

La diversidad alélica es una medida directa de la diversidad genética y esta relacionada
con el tamafio poblacional. Valores altos de diversidad alélica, implican mayor tamafio

efectivo de poblacion, el conteo directo de alelos, representa en si mismo, el potencial
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adaptativo de una poblacién, por esto, es el indicador que puede describir de mejor
manera la capacidad de responder ante cambios ambientales (Nei et al., 1975; Petit et

al., 1998).

La heterocigosis esperada (H.) y observada (H,) (Nei, 1978), son medidas indirectas de
la cantidad de alelos distintos que se pueden encontrar en una poblacion. Con ambas
estimaciones, se pueden identificar de manera rapida y efectiva, fendmenos de seleccion
natural sobre genotipos homocigos o heterdcigos y patrones reproductivos en las
poblaciones como la endogamia o la panmixia (Toro y Caballero, 2005). Mientras
mayor sea H,, mayor sera la diversidad genética, si He y H,, son similares entre si, se
asegura que la reproduccion entre los individuos es panmictica, lo cual promueve el
mantenimiento genético de la especie a través de las generaciones (Toro y Caballero,

2005).

Cada método para obtener la distancia genética, tiene sus propias virtudes estadisticas,
no obstante, lo que se busca identificar con la distancia genética, es el grado de
divergencia entre las poblaciones (Toro y Caballero, 2005). Caracteristicamente, se ha
observado que el grado de divergencia generacional es proporcional a la distancia
genética, sin embargo, ésta correlacion solo es proporcional cuando existe un bajo
numero de generaciones intermedias acumuladas a partir de la divergencia (Kalinowski,
2002). El efecto fundador y la tasa de mutacion, pueden modificar la distribucion de
alelos entre un par de poblaciones, que surgen a partir de una misma poblacion
ancestral, por lo que, la distancia genética no es un buen estimador de ancestria entre un
grupo de poblaciones (Hedrick, 1999). En términos de conservacion, se puede utilizar la
distancia genética como un buen estimador para la acumulacion de diferencias genéticas

producto de adaptaciones locales (Hedrick, 1999).

El coeficiente de ancestria (Oy) (Weir y Cockherman, 1984) es un buen estimador para
medir relaciones de divergencia entre poblaciones. La acumulacion de diferencias, es
proporcional a la fijacion alélica, debida al efecto combinado de la endogamia y deriva
génica (Jin y Chakraborty, 1995). Usualmente, se considera priorizar los esfuerzos de
conservacion, hacia poblaciones con baja estructura genética poblacional, porque de
¢ésta manera se asegura que existan representadas aquellas con el menor aislamiento

reproductivo y el mayor equilibrio entre homocigos y heterdcigos (Hedrick, 1999).
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Otro factor determinante para el establecimiento de prioridades de conservacion, es la
evaluacion del flujo génico, que es la medida indirecta de la cantidad de migrantes que
contribuyen al tamafio efectivo de una poblacion. Aquellas poblaciones que guarden
mayor flujo génico con el resto de las poblaciones seran la prioritarias a conservarse

(Wang, 2005).

Una forma para estimar la relevancia de las poblaciones por su contribucion a la
diversidad genética, es removiendo del analisis estadistico cada una de ellas y estimar
nuevamente, tanto la diversidad como la distribucion de los alelos, esta es una poderosa
herramienta, ya que mediante éste modelo tedrico se pueden establecer las prioridades

para la conservacion (Petit et al., 1998).

Los criterios para el establecimiento de prioridades de conservacion, utilizando
caracteres genéticos, son muy valiosos y estan provistos de un fuerte fundamento
estadistico, sin embargo, solo son uno mas de los criterios a considerar en el gran campo
de la conservacion. De forma alternativa se pueden identificar a las poblaciones que se
mantengan a largo plazo y conserven su potencial evolutivo mediante un modelo teodrico

que combine datos genéticos y demograficos (Lande, 1988; Eding et al. 2002).
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Problematica ambiental en la Sierra Fria de Aguascalientes.

La Sierra Fria de Aguascalientes, se encuentra formada por un macizo de bosque de
encino-pino rodeado de pastizales naturales y estd considerada como el principal
proveedor de servicios ambientales para el noroeste del estado de Aguascalientes, la
zona fue declarada en 1995 como zona sujeta a conservacion ecologica (ZSCE) y esta
denominada por la CONABIO como una de las 153 regiones terrestres prioritarias
(RTP). Tiene una extension territorial de 112 090 ha, de las cuales de manera
aproximada, el 64% es propiedad privada, 23% ejidal y 13% comunal (SEDESO, 1993).
Desde su declaracion hasta el momento, se ha perdido alrededor del 37% de la cobertura

de la vegetacion original (Arriaga et al., 2000).

Estos bosques desempefian multiples funciones en el estado, ya que por ejemplo
sostienen el mayor reservorio de flora y fauna de la entidad y favorecen ademas, la
captacion de agua, con lo que se previene la desecacion de pozos y presas (SEDESO,

1993).

En Sierra Fria, Aguascalientes los encinos estuvieron sujetos a intensas explotaciones
forestales hasta las décadas de 1920 a 1950 y a la ganaderia extensiva durante la
segunda mitad del siglo XX (SEDESO 1993; Minnich et al., 1994). Existen diversas
areas en Sierra Fria con graves problemas de erosion, en donde los bosques presentan
severos disturbios. Fotografias areas tomadas en 1942 muestran grandes claros en los
bosques de encinos producto de la explotacion forestal. Sin embargo, fotografias
tomadas en décadas posteriores mostraron una regeneracion de los bosques de encinos
en Sierra Fria, que sugiere una aparente recuperacion, al menos parcial de los bosques
(Minnich et al, 1994; Chapa-Bezanilla et al., 2008), estos datos concuerdan con lo
obtenido por Alfonso-Corrado y colaboradores (2007), quienes sugieren que las
poblaciones de dos especies encinos (Quercus eduardii y Q. potosina) se encuentran

demograficamente estables.

En los tltimos afios se ha observado una alta mortalidad de arboles de encino. Estos
dafios estan asociados a diversos patégenos como son hongos, nematodos e insectos
siendo las especies mas afectadas Quercus rugosa 'y Q. potosina, la especie Q. grisea es

la que presenta menor magnitud en dafio (Romo-Diaz et al., 2007).

Las especies Q.eduardii, Q. potosina, Q. grisea, Q. resinosa 'y Q. sideroxyla juegan un

papel ecologico regional relevante en el estado de Aguascalientes, debido a que estas
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especies, representan el 90% de los bosques templados del estado (SEDESO, 1993; De
la Cerda, 1999). En la actualidad, estas especies son utilizadas por la poblacion local,
para obtener lefia y carbon, ademas de ser utilizadas para la construccion de postes y
como uso ornamental. Sin embargo, la falta de estudios ecoldgicos formales que
evaluen el efecto de los disturbios antropogénicos en poblaciones de encinos, limita
nuestra compresion del comportamiento biologico de estas especies e impide establecer
las estrategias de conservacion, restauracion y/o manejo adecuadas en los bosques de

encinos.

Actualmente las principales actividades antropogénicas que se llevan a cabo en la Sierra
Fria, son la ganaderia extensiva y la agricultura de temporal y en los tltimos afos se ha
desarrollado el campismo, ecoturismo y turismo cinegético, para lo que se ha recurrido
a la delimitacion de areas por cercas de alambre para llevar a cabo actividades de
propagacion de guajolote silvestre (Meleagris gallopavo mexicana) y venado cola
blanca (Odocoileus virginianus), se permite la caceria de jabali de collar (7Tayassu
tajacu), de coyote (Canis latrans), conejo (Sylvilagus floridanus), paloma (Zenaida
asiatica) y codorniz (Cyrtonyx montezumae). Ademas se ha propiciado la introduccion
de especies exdticas como el ciervo rojo (Cervus elaphus), faisan de collar (Phasianus

colchicus) y la perdiz chukar (4lectoris chukar) (Marquez-Olivas et al., 2007).

En el municipio de San José de Gracia, aunque existen pequefias zonas conservadas de
terrenos particulares en condiciones excelentes, la mayor parte del bosque representa
areas desmontadas ocupadas por pastizales o con grandes problemas de erosion y
aunado a esto, la pérdida de arboles por la presencia de plagas en encinos y pinos (De la

Cerda, 1999).

En la Sierra Fria de Aguascalientes, Quercus grisea se distribuye principalmente en
mesetas, cuyas superficies son utilizadas para la ganaderia intensiva, en donde se realiza
el desmonte como practica comuin para la generaciéon de zonas de pastoreo, se ha
detectado que éstas areas son las mas susceptibles al cambio de uso de suelo (Chapa-
Bezanilla et al., 2008). Esto puede resultar en patrones diferenciales de estructura
genética poblacional debido a la pérdida de individuos dentro de las poblaciones. El
estudio genético de Q. grisea, puede contribuir a entender los patrones de dispersion
que ocurren en la zona y de la misma forma se podria contribuir a identificar zonas de

conservacion para su rango de distribucion en la Sierra Fria de Aguascalientes.
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Marcadores moleculares.

La variabilidad genética es evaluada mediante el uso de marcadores moleculares. Para
que un marcador molecular sea efectivo se debe considerar lo siguiente: (1) los
marcadores utilizados no deben estar ligados es decir, que se hereden de forma
independiente; (2) cada marcador debe ser especifico para un solo locus, de preferencia
uno que esté caracterizado en el cromosoma; (3) el marcador debe detectar un numero
alto de alelos de manera constante y (4) se deben crear patrones de bandeo en geles que
sean facilmente interpretables (Eguiarte et al., 2007). Los marcadores mas utilizados
son los microsatélites, que son una serie de repeticiones de un solo arreglo compuesto
de 1 a 6 bases (Hancock, 1998), son marcadores en los que se pueden observar alelos
biparentales (codominantes), altamente polimdrficos, densamente distribuidos en el
genoma de los organismos eucariontes (Kashi y Soller, 1998), generan alta informacion
y son lo suficientemente especificos para diferenciar individuos dentro de una
poblacion. Recientemente se han encontrado microsatélites en algunos organelos
citoplasmaticos, como el cloroplasto y la mitocondria lo que ha enriquecido diversos
estudios evolutivos, ya que estos organelos son heredados uniparentalmente y no estan
sujetos a recombinacion, por lo que los cambios acumulados que observamos en las

poblaciones se deben sdlo a los procesos de mutacion (Hancock, 1998).

Los microsatélites nucleares han tomado ventaja sobre otros marcadores genéticos como
los Fragmentos Amplificados de Polimorfismos Largos, Amplificaciones Aleatorias de
Polimorfismos de ADN, Fragmentos de Restriccion de Polimorfismos Largos (de sus
siglas en inglés AFLP’s, RAPDs, RFLPs, respectivamente), debido a que: 1) tienen alto
grado de polimorfismo; ii) son codominantes; iii) la presencia de un solo locus genético
por microsatélite hace que la lectura de las bandas sea clara y facil de interpretar y iv)

son selectivamente neutros (Hancock, 1998).

Los microsatélites o también llamados secuencias sencillas repetidas (SSRs) representan
un tipo Unico de secuencias alineadas en tdandem muy abundantes dentro del genoma y
que pueden identificar altos niveles de variabilidad de polimorfismos. Esta caracteristica
provee el fundamento para su aplicacion en campos como la medicina y la biologia, que
incluye la genética de poblaciones y de la conservacion. Los microsatélites son
considerados marcadores neutros, aunque también pueden estar presentes en
caracteristicas funcionales. Se les han atribuido funciones tales como estabilidad de

ADN, recombinacion de ADN y dinamica del ciclo celular (Chistiakov et al., 2006).
20



El factor clave para su uso como marcadores moleculares es su alta tasa de mutacion y
por lo tanto, su hipervariabilidad entre especies, poblaciones e individuos. El rango de
mutacién esta estimado entre 10 — 10 por locus por generacion (Ellegren, 2000), que
es varias veces mas alta que una secuencia de ADN no repetitiva (Li, 1997). Por este
motivo han sido ampliamente utilizados para resolver situaciones de parentesco, flujo
génico, variabilidad genética, filogeografia y genética de conservacion (Chistiakov et

al., 2006).
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Dados los procesos historicos de reduccion de los bosques en la Sierra Fria de
Aguascalientes, que pueden promover pérdida de diversidad genética y aislamiento
reproductivo entre las poblaciones de encinos y siendo Q. grisea una de las especies
mas representativas en la zona. Es primordial reconocer en términos genéticos, el estado
de conservacion en el que se encuentran sus poblaciones, mediante la evaluacion de la
variabilidad genética, las distancias genéticas y el flujo génico, para identificar aquellas
que por sus caracteristicas, son prioritarias para la conservacion ecologica. El entender
los patrones de variabilidad y distribucion alélica, permitira de la misma forma,
reconocer caracteristicas de la especie como el tipo de reproduccion y la capacidad de

dispersion de Q. grisea en la Sierra Fria de Aguascalientes.
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Hipotesis

Por ser los encinos plantas polinizadas por viento, con ciclos de vida largos y siendo Q.
grisea una especie abundante en la zona, se espera encontrar un nivel alto de diversidad
genética en términos de riqueza alélica, se espera también encontrar niveles altos de
flujo génico entre los sitios de muestreo cercanos entre si, sin patrones de estructura

genética poblacional asociados.
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OBJETIVOS
Objetivo general

Determinar el nivel de variabilidad genética de la especie Quercus grisea en la Sierra

Fria de Aguascalientes.
Objetivos particulares

Estimar el nivel de variabilidad genética a lo largo de la distribucion de Q. grisea en la
Sierra Fria de Aguascalientes, mediante el uso de marcadores genéticos nucleares tipo

microsatélites.
Identificar el patron de flujo génico de Q. grisea en la Sierra Fria de Aguascalientes.

Identificar si existe un patron de estructura genética poblacional a lo largo de Ia

distribucion de Q. grisea en la Sierra Fria de Aguascalientes.

Identificar si existe un patron de asociacion entre las diferencias genéticas y la
distribucion geografica de las poblaciones de . grisea en la Sierra Fria de

Aguascalientes.

Identificar en términos genéticos, cudles son los sitios mas importantes para la

conservacion ecologica.
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MATERIAL Y METODOS.
Descripcion del sitio de estudio.

La Sierra Fria se localiza al noroeste del estado de Aguascalientes, entre los 21° 52°
50y 22° 19 46 Ny 102° 22’ 50”” y 102° 51° 26”” O. La zona estd compuesta por
dos tipos de vegetacion principales, el bosque de encino-pino y el pastizal, el bosque de
encino-pino cubre alrededor del 64% de la cobertura vegetal del area (Marquez-Olivas
et al., 2002). Tiene una extension territorial de 112 090 ha (SEDESO, 1993). La Sierra
Fria de Aguascalientes forma parte de la Sierra Madre Occidental; sin embargo, se
encuentra aislada de esta cordillera por una regiéon seca que caracteriza la zona de
transicion entre las provincias fisiograficas de la Mesa Central y del Norte (INEGI,
1981). La fisiografia es escarpada. Los climas semiseco semicalido, semiseco-templado
y templado-subhiimedo, predominan en la region. La temperatura media anual es de
17°C y la precipitacion promedio de 600 mm; enero es el mes mas frio y julio el mas
calido, mientras que marzo es mas seco y julio el mas humedo. La mayor parte de los
suelos son someros y con afloramiento rocoso, de color gris rojizo y gris oscuro, con

texturas franco arcillosas. (SEDESO, 1993).

Como parte de la biota de la Sierra Fria de Aguascalientes se han identificado 591
especies vegetales terrestres y 37 acuaticas o subacuaticas, ademas de 95 especies de
hongos. Se cuenta con un registro de 228 especies de vertebrados de las cuales el 47.8%
son aves, 38.1% son mamiferos y 14% de reptiles y anfibios, se han identificado 13

ordenes de insectos representados en 65 familias (SEDESO, 1993).

Las especies mas abundantes son Quercus resinosa Liebm., Q. potosina Trel., Q.
eduardii Trel., Q. laeta, Q. grisea Liebm., Q. sideroxyla Humb. et Bonpl. y Q. rugosa
Nee., y las menos conspicuas Q. chihuahuensis Trel., Q. aristata Hook. et Am., Q.
coccolobifolia Trel., Q. microphylla Nee., Q. uxoris McVaugh, Q. gentryi C.H. Muller
y Q. laurina Humb. et Bonpl. Los pinares ocupan menos del 1% de los bosques
templados de la region y por lo general se encuentran en algunas cafiadas y en las partes
altas de la Sierra; las especies mas comunes son Pinus lumholtzii Rob. et Fern., P.
leiophylla [Schl. et Cham.] var. chihuahuana Shaw. y P. teocote Schl. et Cham., y las
menos frecuentes P. michoacana var. cornuta Mtz., P. durangensis Mtz. y P.

cembroides Zucc. (SEDESO, 1993). Otros arboles y arbustos comunes en Sierra Fria
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son el tascate (Juniperus deppeana Steud.) y la manzanita (Arctostaphylos pungens

HBK.) (Méarquez- Olivas et al., 2007).
Descripcion de la especie.

Quercus grisea Liebm. (Figura 1), pertenece al género Quercus, subgénero Quercus

seccion Quercus (encinos blancos) (Valencia-Avalos, 2004).

Quercus grisea. Liebm. Overs. Dansk Vidensk, Selks. Forhandl 1854. Mc Vaugh, R.
Flora of Novo Galicia. Contr. Univ. Mich. Herb. 12: 1, 3 p 48 1974. Arbol bajo de 4 a 7
m de alto con un tronco corto de 10 a 30 cm de diametro, corteza gris claro y follaje
verde grisaceo tomentoso; ramillas de 1 a 2 mm de grueso persistiendo el tomento de 2
a 3 afios, la corteza de las ramillas aspera café oscuro a negro con lenticelas poco
notables, yemas redondeado-ovoides de 2 mm de longitud, café, las escamas ciliadas,
estipulas subuladas de 3 a 6 mm de longitud pilosas deciduas; hojas generalmente
deciduas, algunas persistentes hasta la siguiente estacion gruesas de 2 a 8 cm de largo y
de 1.5 a 45 cm de ancho, oblongo-elipticas a ovadas y agudas a cortamente
mucronadas, obtusas o redondeadas en el apice, redondeadas a subcordadas en la base
casi planas, el margen no o escasamente revoluto, poco engrosado entero, rara vez
presentan algunos dientes cortos arriba en la mitad de la hoja; venas 6 a 10 de cada lado
muy ramificadas; superficie superior de la hoja algunas veces lustrosa pero
generalmente cubierta por abundantes pelos estrellados con ramas sobrepuestas, las
venas poco impresas, las venillas poco macadas, superficie inferior permanente y
cerradamente tomentosas cubriendo totalmente la superficie con pelos estrellados
sésiles de diferentes tamafos, peciolos 2-10 mm de longitud y de Imm de grueso o
menos, tomentoso; amentos estaminados 2-7 cm de longitud con pocas flores, pilosos,
las anteras glabras de 1 a 1.2 mm de longitud; flores pistiladas 1 a 8 dispuestas a lo
largo de un pedunculo tomentoso; fruto anual solitario o en pares desarrollandose muy
en la base del pedunculo; copa de 8 a 15 mm de ancho y 4 a 10 mm de alto hemisférica
redondeada en la base, las escamas inferiores engrosadas en sus bases, palido
tomentosas, las puntas delgadas café rojizas y esparcidamente pubescentes, las escamas
superiores elongadas obtusas y ciliado algodonosas; bellota ovoide o elipsoide de 12 a

18 mm de longitud, 8 a 12 mm de grueso, café claro, incluida en la copa.

Se distribuye en Estados Unidos desde Texas, Nuevo México y Arizona (De la Cerda,

1999) y en México en los estados de Aguascalientes, Chihuahua, Coahuila, Durango,
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Guanajuato, Jalisco, Nuevo Leon, San Luis Potosi, Sonora, Veracruz y Zacatecas en

altitudes desde los 1500 hasta los 2200 m s.n.m. (Valencia-Avalos, 2004).

Particularmente en el Estado de Aguascalientes se distribuye en los municipios de
Calvillo y San José de Gracia (De la Cerda, 1999), siendo éste ultimo parte de la Sierra
Fria de Aguascalientes. Este encino se encuentra formando grupos de arboles aislados,
con pastizales mezclados con Juniperus deppeana en el municipio de San José¢ de

Gracia donde se encuentra en mayor abundancia (De la Cerda, 1999).

En la Sierra Fria de Aguascalientes, Q. grisea tiene bastante semejanza con algunos
individuos de Q. chihuahuensis los cuales, presentan las hojas con bordes enteros, por
lo que se sugiere que posiblemente hay una hibridacion entre Q. grisea y Q.

chihuahuensis (De la Cerda, 1999).

Se han realizado estudios en Nuevo México y Arizona que involucran la capacidad de
hibridacion entre los encinos blancos Q. grisea y Q. gambelli y se ha propuesto que
tanto la variacion en los caracteres genéticos (tipo RAPD), como en morfolégicos,

corresponden a una hibridacion (Boecklen y Howard, 1997).

Figura 1. Ilustracion® e imagen de Quercus grisea.

* Tlustracion realizada por Adriana Bernal y Enrique Gil.
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Colecta.

Durante €l periodo de mayo a junio del 2007 fueron colectadas hojas frescas de 84
individuos de Q. grz’Sea de cuatro sitios de la Sierra Fria de Aguascalientes
denominados “Rancho el Cepo” (CP), “Entrada a la Congoja” (EC), “Mesa el Sapo™
(ES) v “Mesa Montoro” (MT), se colectaron al menos 20 individuos por sitio. La
descripcion de los sitios y los individuos incluidos se muestran en la cuadro 2. La

localizacién geografica de los sitios se muestra en la figura 2.

Cuadro 2. Descripcion de sitios de colecta.

Sitio Clave  Latitud N  Longitud O  Altura Especie Descripci6n No ind
' ' o asociada
El Cepo CP 22°11'06.9" 102°35'46.9" 2568 (. eduardiiy’ Bosque de encino 23

Q. potosina.  poco perturbado

dentro de rancho

ciaegéﬁco.

Entradaa EC 22°9'39.4"  102°327 582" 2501  Juniperus Potrero en planicie 20
Congoja : - deppeana

Mesael ES 220144427 102°29'31.4" 2446 (. pofosing.  Encinar con 21
Sapo planicies, perturbado

) / por ganaderia.

Mesa MT 22°00' 26.1" 102°34'25.6" J2344 Q. potosinay Planicie conpoco 20
Montoro Q. eduardii  nivel. Sitio dedicado

a la ganaderia:

Figura 2. Ubicacién geografica de los sitios de muestreo.




Los sitios fueron referenciados por un sistema GPS Etrex con el Datum NAD 27 y
proyectados en el Programa Arc View GIS v. 3.1 (ESRI, 1992-1998) de esta forma se

calcularon las distancias geograficas pareadas entre los sitios.

Anadlisis genético.
Extraccion de acidos nucleicos.

El ADN fue extraido de 84 individuos mediante el protocolo DNeasy Plant Kit de
QUIAGEN. El protocolo de extraccion se muestra en el apéndice I. Se realiz6 la
electroforesis en geles de agarosa en medio TBE 0.5 X + BrET (0.005mg/ml) durante
40 min a 110 V. Los geles fueron visualizados mediante luz UV en un equipo Alpha
Imager con la aplicacion Alpha EASE v 6.0.0 (Alpha Innotech Corporation, 1993-
2006).

Estandarizacion de amplificacion de fragmentos tipo microsatélites.

Fue seleccionado un individuo de cada sitio de muestreo para un total de 4 individuos

como controles de estandarizacion y ubicado un control positivo de Q. sideroxyla.

Para la serie de primers quru GA (Aldrich et al., 2002) se utilizaron alicuotas marcadas
con el fluoroforo HEX para los primers quru GA OC19, quru GA 1F02, quru GA
OCl11, quru GA OEQ09 y quru GA 2MO04. Con este tipo de iniciadores (cebadores,
primers) se pueden analizar los fragmentos en sistema de secuenciacion sin la necesidad
de realizar geles de acrilamida. Las temperaturas de alineamiento (T°m) utilizadas

corresponden a la referencia original de Aldrich y colaboradores (2002).

Las reacciones se llevaron a un volumen de 25 ul, 1X taq Buffer, 4 mmol dNTPs, 4
mMol MgCl2, 0.0001ug/L. de BSA, aproximadamente 10 ng de ADN, 1 ul de Taq
polimerasa y 0.72 nm de cada primer en direccion del sentido (F) y antisentido (R). La
amplificacion se llevé a cabo en un Termociclador Gene Amp PCR System 9700
programado a 94°C 3 min, 94°C 10 seg (desnaturalizacion), Tm® C 10 seg (alineacion),
72° C 10 seg (extension) X 30 ciclos y 72° C 3 min (amplificacion complementaria).
Los productos se analizaron en geles de agarosa al 1.2 % a 80 V corridos durante 40
min y visualizados con bromuro de etidio (BrET) expuesto a luz UV, utilizando como
referencia el marcador 100 pb de Invitrogen. Los resultados de las amplificaciones

preliminares se muestran en el cuadro 3.
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Cuadro 3. Amplificacion de productos para microsatélites para la serie quru GA. Tp,
temperatura de alineamiento, + amplificacion positiva, - sin amplificacion.

quru GA Secuencia 5°-3’ Tm QGCPO01 QGECO01 QGES01 QGMTO02
0OC19 F: TTAGCTTTTACGCAGTGTCG 50 + + + +
R: CGGCTTCGGTTTCGTC
1F02 F: CCAATCCACCCTTCCAAGTTCC 50 + + + +
R: TGGTTGTTTTGCTTTATTCAGCC
0OC11 F: ATACCCAGCTCCCATGACCA 53 + + + +
R: TCCCCAAATTCAGGTAGTGT
OF09 F: TGCCATCCCTATACACAACCA 53 - - - -
R: CCTCCATCACAAAGTTGCC
2MO4  F: GGAGAGGACGGGATGCC 56 - + - -

R: TACTATGTCAGCCGGATG

Por su reproducibilidad, la factibilidad para amplificar los fragmentos y la identificacion
de polimorfismos, fueron seleccionados para el estudio los primers 1F02, OC19 y OC11
de la serie quru AG (Aldrich et al., 2002). La amplificacion se llevo a cabo de acuerdo a

las condiciones de reaccion ya mencionadas.

Los productos de amplificacion de la especie Q. grisea fueron diluidos en relacion 1/40
w/w, se agrego6 a la mezcla 1 ul de la dilucion del producto amplificado, 9.75 ul de HiDi
Formamide y 0.25 ul de ROX-500 o Rox400, la mezcla fue analizada en un equipo ABI
Prism 3700 de Applied Biosystems por el método de andlisis de fragmentos. Una vez
obtenidos los electroferogramas, se identifico el tamafnio de cada uno de los fragmentos
mediante el programa Gene Scan Analizer de Applied Biosystems. Posteriormente, se
procedio a genotipificar cada uno de los individuos y los genotipos fueron integrados en

una matriz basica de datos de tipo codominante para su analisis genético.
Numero de alelos.

Se identificaron la cantidad de alelos exclusivos (E) y la cantidad de alelos observados
(O) por sitio de muestreo, asi como la cantidad de alelos totales por locus, esto fue
realizado mediante la aplicacion “exact test” del programa TFPGA (Miller, 1997) con
10,000 permutaciones. Con el fin de identificar asociaciones cualitativas de alelos
compartidos entre los sitios de muestreo y establecer criterios de referencia para el
movimiento genético, fueron determinados agrupamientos de 2, 3 y 4 sitios de

muestreo.
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Diversidad genética.

Se calculd la diversidad genética (Nei, 1978) para cada uno de los loci que es
equivalente a la heterocigosis esperada (H.) y se define como la probabilidad de
encontrar en un par de alelos tomados al azar, dos genes no idénticos. Mientras mayor

sea el indice, indica un mayor niumero de alelos en frecuencias mas similares.

mediante la formula:

donde:

H = Indice de diversidad genética.
n = numero de individuos.
pi = la frecuencia del alelo i para cada uno de los locus.

k = ntmero de locus analizados.

La estimacion de la heterocigosis observada (H,), se realizdo mediante la cuenta directa
de los individuos heterocigos dividida por el total de individuos analizados y se calculd
por locus, sitio de muestreo y por todos los sitios. La heterocigosis esperada (He) se
estima a partir de la sumatoria de las frecuencias obtenidas para cada uno de los alelos
bajo la suposicion de estar en equilibrio Hardy-Weimberg en una poblacion o especie.
Si H, es mayor que H., existe exceso de heterdcigos y existe un fenémeno de seleccion
direccional a favor de los mismos, si He es mayor que H, hay deficiencia de heterocigos
y esta asociado a fenomenos de endogamia. Si son similares entre si, las poblaciones
estan en equilibrio. Ambos indices fueron estimados por el programa TFPGA (Miller,
1997) vy ARLEQUIN (Excoffier ef al., 2005), con ambos programas se obtuvieron

resultados idénticos para ambos parametros.

Para identificar si la proporcion de heterocigotos se encuentra en equilibrio Hardy-
Weimberg se realizo una prueba de Chi cuadrada (X°) con los valores de H, y H, por
sitio de muestreo, si el valor critico es mayor que el observado se acepta la hipdtesis

nula, que en éste caso es el equilibrio Hardy-Weimberg.
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El valor observado (X)° se obtuvo de la forma:

e (ﬂ__—g..)z

& F=1 5= &
donde:
X’= Valor observado.
Aj; = frecuencia real en la i-ésima fila, j-ésima columna
Ejj = frecuencia esperada en la i-ésima fila, j-ésima columna
r = namero de filas

¢ = numero de columnas

Para obtener el valor critico se consultaron tablas de distribucion Chi cuadrada con 3

grados de libertad y p de 0.05, para el cual se identific6 un valor de 7.815.
Estructura genética poblacional.

Para estimar la estructura genética poblacional, fueron estimados los coeficientes de

fijacion F (Fsy, Fis y Fir) propuestos por Wright (1943) y modificados por Nei (1978).

El coeficiente de endogamia (F;s) es una medida de la desviacion de las frecuencias
genotipicas de las esperadas por panmixia en términos de deficiencia o exceso de
heterocigos. Fs puede tener valores negativos y varia en un rango entre -1 y 1. Valores
cercanos a -1 indican que todos los individuos son heterdcigos, valores cercanos a 1
indican que todos los individuos son homdcigos y valores cercanos a 0 indican que las

poblaciones estan en equilibrio Hardy-Weimberg (Wright, 1943).

El coeficiente de coancestria (Fsy) es una medida del efecto de la subdivision de las
poblaciones, representa reduccion en la heterocigosis debido a la deriva genética. Se
define como la probabilidad de asociacion de gametos idénticos dentro de las
subpoblaciones con respecto al sorteo aleatorio de gametos de toda la poblacion
(Wright, 1943). Es el estimador mas ampliamente utilizado para definir la estructura
genética de las poblaciones ya que mide el grado de divergencia entre las

subpoblaciones. Fgr solo tiene valores positivos, valores cercanos a 0 indican identidad
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genética entre las subpoblaciones, valores cercanos a 1 indican completa diferenciacion

entre las subpoblaciones.

El coeficiente de endogamia total (F;;). Representa la reduccion promedio en la
heterocigosis provocada por un individuo relativo al total de la poblacion (Wright,
1945). También puede interpretarse como la contribucion en la heterocigocis promedio

de cada uno de los individuos al interior de las poblaciones.

Para calcular los porcentajes de variacion debido a la fuente de variacion entre las
poblaciones (extension de Fgr), entre los individuos dentro de las poblaciones (extension
de Fig) y entre los individuos (extension de F;r) fue generado un anélisis molecular de
varianzas (AMOVA) (Excoffier et al., 1992). Cada una de las fuentes de variacion
representa la contribucion en la variacion, relacionada con el nivel de jerarquia en
términos de varianzas. Valores altos en el porcentaje de variacion entre las poblaciones
indican alto grado de diferenciacion en la especie, valores altos entre los individuos
dentro de las poblaciones indican la diferenciacion promedio de cada uno de los

subgrupos y valores altos dentro de los individuos indican bajo grado de diferenciacion.

Los calculos de Fgr, Fi, F;r y AMOVA fueron generados mediante aplicaciones del

programa ARLEQUIN ver 3.1 (Excoffier et al., 2005).

Para estimar la estructura genética poblacional se utilizo estimador el de ancestria (Oy)
(Weir y Cockherman, 1982) en donde valores cercanos a cero reflejan similitud entre las
poblaciones y valores cercanos a uno implican completa diferenciacion y procesos de
estructura genética poblacional. Para estimar la diferenciacion entre las poblaciones se
utilizo la ©g pareada entre los sitios de muestreo. Ambos parametros se estimaron con

aplicaciones del programa TFPGA (Miller, 1997).
Distancia genética.

Para calcular la distancia genética pareada entre sitios de muestreo fue utilizado el
algoritmo propuesto por Nei en 1978, el cual utiliza una matriz numérica para calcular
la similitud entre las poblaciones, valores cercanos a 1 indican completa disimilitud

entre las poblaciones, valores cercanos a 0 indican alta similitud.

De manera alternativa se calcul6 la distancia genética propuesta por Cavalli-Sforza y
Edwards (1967). Este método estima las diferencias entre los sitios de muestreo de

forma geométrica a partir de las frecuencias alélicas compartidas en datos pareados. Es
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una estimacion de la divergencia en la distribucion de las frecuencias alélicas
individuales. Valores cercanos a 1 reflejan divergencia entre las poblaciones y valores
cercanos a 0 expresan identidad. Este parametro fue calculado mediante una aplicacion

del programa GENETIX (Belkhir et al., 1996-2002).
Flujo génico.

Para estimar el flujo génico (Nem) se utilizo el valor de ancestria (O) pareado entre los

sitios de muestreo mediante la féormula.

)

donde:

N.m: nimero de migrantes por generacion.
n . . . ,
a= — para 3 6 mas poblaciones (a=1 para dos poblaciones) n= numero de
n —

poblaciones.

Modelaje de estabilidad genética.

A partir de los datos de la heterocigocis observada (H,) para cada uno de los sitios de
muestreo, a manera de propuesta, fue generado un modelo de estabilidad genética para
determinar el numero tedrico de generaciones al que se mantienen los sitios con la
presencia tanto de homocigos como de heterocigos. El valor del numero de
generaciones fue calculado mediante la aplicacion “population structure” del programa
POPULUS ver 5.3. (Alstad, 2001). Este programa supone que los alelos se heredan de
forma mendeliana, existe reproduccion panmictica, con generaciones discretas, en
equilibrio Hardy-Weimberg, el tamafio efectivo de la poblacion es constante y el sorteo
aleatorio de alelos es una funcion de la frecuencia inicial de un alelo en un sistema de
un locus dos alelos. Asi entonces la frecuencia inicial de un alelo p, tendrd para la
siguiente generacion una frecuencia p + % pg. Si la frecuencia inicial de p esta en
equilibrio Hardy-Weimberg entonces el alelo se mantendrd de manera constante a través
de las generaciones con la misma frecuencia inicial. Si la frecuencia inicial no esta en

equilibrio, entonces el alelo tendera a fijarse a través de las generaciones o a perderse
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por deriva genética. El programa también contempla que entre las poblaciones puede
haber migracion, asi entonces la frecuencia inicial del alelo p serd variable por el aporte
en p de otras poblaciones, con frecuencias iniciales diferenciales del mismo alelo,

mediadas por la magnitud de la tasa de migracion.

El sistema utilizado para microsatélites es un sistema multilocus, esto dificulta el
ingreso de datos a la aplicacion “population structure”, por lo que se propone la
integracion del complemento de la heterocigosis observada (H,) de la forma “1-H,”
como un analogo a la frecuencia inicial de p. La interpretacion de los datos sera
entonces redireccionada ya que la desviacion hacia el valor nulo implicara la pérdida
total de individuos homocigotos y con esto, la desviacion hacia la presencia solamente
de individuos heterocigotos en cada sitio. Inversamente, si la desviacion es hacia el
valor 1, entonces en los sitios se encontraran solamente individuos homocigotos. Si bien
las poblaciones pueden desviarse a la fijacion completa o a la pérdida de heterdcigos, el

modelo representa la estabilidad generacional a partir de datos genéticos.

Los datos de ingreso (1-H,) para la aplicacion “population structure” del programa
POPULUS ver 5.1 (Alstad, 2001), fueron para: CP 0.2029, EC 0.3579, ES 0.3333 y MT
0.2926. Se generaron 10 permutaciones en cada generacion para obtener el promedio
del sorteo aleatorio por generacion. No fue contemplado el flujo génico entre los sitios
de muestreo para identificar el comportamiento de la estabilidad genética de los sitios

de forma independiente.
Anadlisis espacial.

Los datos de los sitios georreferenciados fueron integrados al programa ARC View ver
3.1 (ESRI, 1992-1998), donde se calculd la distancia geografica en kilometros y se

gener6 una matriz de distancias para sitios pareados.

Se obtuvieron modelos digitales de elevacion de INEGI escala 1:50,000 con resolucion
en cuadricula de 50 x 50 m para las hojas F13B77, F13B78, F13B87, F13B8S, F13D17
y FI13D18 que comprenden toda el area de la Sierra Fria de Aguascalientes. Los
modelos fueron integrados al programa Arc View 3.1 (ESRI, 1992-1998) donde se
fusionaron las hojas y convirtieron a cédigo ASCII para su uso posterior en ANUCLIM

(Houlder et al., 2003).
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Del modelo digital de elevacion se elabord un perfil topografico entre los sitios
pareados registrando la altitud cada 500 m, en una linea recta de un sitio de muestreo
(A) a otro (B), partiendo en direccion Oeste a Este. A partir de este perfil fue calculado,

a manera de propuesta un indice de variacion topografica media (IVITM).

IVTMag = In \/ Z (DGM ,-A

Donde:

IVTMa4p = indice de variacion topografica media entre los puntos A y B.
DGMyp = (altura del punto A + altura del punto B)/2
Ai = Altura del punto i en el perfil topografico.

k =numero de puntos en perfil topografico.

Con este indice se pretende integrar a un modelo geografico, la variacion topografica
que existe entre dos puntos geograficos, a mayor irregularidad en el terreno habra un
indice mayor de variacion. El IVTM tiene una asociacion indirecta con la distancia
geografica, ya que a mayor cantidad de puntos, habrd una acumulaciéon mayor de
variaciones para terrenos irregulares. El fin de generar el presente indice, es establecer
una correlacion entre la acumulacion de accidentes topograficos y la distancia genética

para un par de sitios.
Correlacion de distancia genética

Para identificar la correlacion entre la distancia genética (Nei, 1978) y las estimaciones
de distancia geografica e IVTM, fueron realizadas pruebas de Mantel (1967). En la
prueba de Mantel se identifica la correlacion que existe entre dos matrices simétricas y
devuelve el valor del coeficiente de correlacion de Pearson, en donde valores cercanos a
1 reflejan completa dependencia, valores cercanos a 0 son independientes y valores
cercanos a -1 indican dependencia inversamente poblacional. El valor de significancia
(a) es el error estadistico, el p-valor es la probabilidad de equivocarse al rechazar la
hipotesis nula. Si p-valor es mayor a o, entonces se acepta la hipdtesis nula, que para

este caso, es la independencia entre variables.
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Analisis de correlacion por sitio de estudio

Para identificar patrones de asociacion entre la distancia genética (Nei 78) con los
parametros IVTM o distancia geografica, para cada uno de los sitios de muestreo, se
incluyeron solamente los datos pareados que establece de forma exclusiva un sitio con
respecto a los tres restantes, para los tres parametros. Para realizar una asociacion mas
precisa, se calculo el logaritmo natural de la distancia geografica entre los sitios, como
lo proponen Guillemin y su grupo de colaboradores (2008). La correlacion entre los
datos obtenidos para la distancia genética (Nei 78) y los datos de distancia geografica e
IVTM fue calculada mediante el coeficiente de correlacion lineal de Pearson, donde
valores cercanos a 1 reflejan dependencia positiva y completamente proporcional entre
variables (incremento proporcional), valores cercanos a 0 implican independencia entre
variables y valores cercanos a -1 implican dependencia negativa e inversamente

proporcional (decremento inverso proporcional).
Distribucion potencial.

Con el fin de establecer correspondencias climaticas entre los sitios de distribucion de la
especie Q. grisea en la Sierra Fria de Aguascalientes, que pudieran ayudar a identificar
restricciones en la distribucion de la especie, se generé un modelo de distribucion
potencial. Mediante la aplicacion del programa ANUCLIM v 5.1 (Houlder, 2000) se
gener6 un perfil de distribucion climatica utilizando un modelo digital de elevacion
(INEGI) de cuadricula 50 x 50 m. Los datos climaticos de entrada provienen del modelo
de distribucion climatica propuesto para México (Téllez et al., en prensa), en donde se
calcula la distribucion climatica de acuerdo a un modelo de regresion linear, con
respecto a la altitud y se contemplan datos climaticos provenientes de mas de 7400
estaciones meteorologicas del territorio nacional en periodos de al menos 10 afios
consecutivos de registro. Se contemplan: temperatura media anual, rango diurno medio
(periodo maximo y minimo), isotermalidad, temperatura estacional, temperatura
maxima del periodo mas caliente, temperatura minima del periodo mas frio, rango anual
de temperatura, promedio de la temperatura de los tres meses mas humedos, promedio
de la temperatura de los tres meses mas secos, promedio de la temperatura de los tres
meses mas calientes, promedio de la temperatura de los tres meses mas frios,
precipitacion anual, precipitacion del periodo mas himedo, precipitacion del periodo

mas seco, precipitacion de temporal, precipitacion de los tres meses mas humedos,
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precipitacion de los tres meses mas secos, precipitacion de los tres meses méas calientes

y precipitacion de los tres meses mas frios.

Con la aplicacion del programa BIOMAP en ANUCLIM (Houlder, 2000) se realizaron
correlaciones de tipo percentil entre el perfil climatico obtenido por ANUCLIM y la
correspondencia climatica para cada uno de los cuatro puntos de muestreo, para generar
un modelo de distribucion potencial de la especie Q. grisea en la Sierra Fria de
Aguascalientes. Se calcularon 5 percentiles para cada uno de los pardmetros climaticos,
esto se logra dividiendo en cinco partes el rango obtenido de la diferencia entre el valor
maximo y el valor minimo de cada variable climatica. La asignacion de una cuadricula a
un percentil se obtiene cuando cada cuadricula alcanza el valor minimo del rango en el
percentil para todas las variables, asi entonces los valores minimos de las variables

climaticas se encuentran en el percentil 1 y los valores maximos en el percentil 5.

La distribucion potencial fue realizada con ayuda del Dr. Oswaldo Téllez Valdés en el
Laboratorio de Recursos naturales de la Unidad de Biologia, Tecnologia y Prototipos de

la Facultad de Estudios Superiores Iztacala, UNAM.

Resumen de metodologia empleada.

Colecta 5 Georreferenciacién de
20 1nd por sitio. sitiog
¥ | Distribucién potencial
Extraccion de ADN Sistema de informacion [ (ANUCLIM, BIDCLIM)
Dneasy Plant K1t QUIAGEN grografica
(&rc View)
N 7 =
Amplificacion PCR Microsatélites. Perfn][tgfrl:rlﬂgraﬁco

quru AG OCLI, OCI% v 1 FiZ. Modelo Digital de

I elevaciin (INEGI)

Electroterogramas de reacciones.
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RESULTADOS

Extraccion de ADN.
Fue obtenido ADN de alto peso molecular y baja cantidad de productos de degradacion,

para los 84 individuos de Q. grisea, un ejemplo se muestra en la Figura 3.

01, 02 03 04 (_35 96 07 08 Qg _1_0 11 12 13 14_ 1? 16:17 18 19‘20’
"P“‘"'"hhﬁhnh."b“n-H“'a--.uh_,‘rq

QGMT

Figura 3. Bandas de ADN en gel de agarosa al 0.8% de los individuos del sitio MT.

Amplificacion de microsatélites.

Los locus OC19, 1F02 y OC11 resultaron polimoérficos para la especie . grisea con
tamafios variables (198-382, 140-242 y 190-224, respectivamente), el nimero de alelos
detectados varia entre 15 (OC11) y 31 (OC19). Los valores se muestran en el cuadro 4.
Durante la genotipificacion, no se obtuvieron individuos genéticamente idénticos. Un

ejemplo de la amplificacion tipo microsatélite se muestra en la figura 4.

Cuadro 4. Relacion de fragmentos para la serie quru GA en la especie Q. grisea.

quru GA 0OC19 1F02 OCl11
No de individuos 84 83 82
No de alelos. 31 17 15
Rango en tamafio. 198-382 140-242 190-224
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Figura 4. Amplificacion tipo microsatélite para el sitio CP con el primer quru AG
OCI11.

Numero de alelos.

La cantidad de alelos presentes en cada sitio por locus y la cantidad de alelos exclusivos
por sitio, fue variable, siendo “El Sapo” (ES) la que registr6 la mayor cantidad de alelos
observados (39), la menor cantidad (33), fue la observada en “El Cepo” (CP). La mayor
cantidad de alelos exclusivos se encontrd en ES (9) y la menor en CP (3). La cantidad

de alelos observados y exclusivos de cada sitio se resumen en el cuadro 5.

Cuadro 5. Cantidad de alelos exclusivos (E) y observados (O) para cada locus por sitio.

OoC19 1F02 OCl11 Total
Sitio E o E o E o E O
Cp 1 12 0 11 2 10 3 33
EC 6 17 0 10 1 10 7 37
ES 6 15 2 13 1 11 9 39
MT 6 12 1 12 1 10 8 34
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En los subgrupos integrados por dos sitios de muestreo (Cuadro 6), los sitios que
comparten el mayor numero de alelos compartidos de forma exclusiva son “CP y EC”
ademas de “ES y MT” con tres alelos compartidos entre si. Los grupos “CP y ES” y
“EC y ES” comparten solo un alelo en comun, mientras que “CP y MT” y “EC y MT”
no comparten alelos de manera exclusiva. Para los grupos integrados por triadas, el que
comparte mas alelos en comun es “CP, EC y ES” con cuatro, le siguen “CP, ES y MT”
y “EC, ES y MT” con dos alelos compartidos y el grupo con menor cantidad de
caracteres compartidos es el de “CP, EC y MT” con un solo alelo. Todos los sitios de

muestreo comparten 19 alelos en comun.

Cuadro 6. Cantidad de alelos compartidos entre subgrupos de sitios de muestreo.

Subgrupos Alelos compartidos
CPyEC 3
CPyES 1
CPyMT 0
ECyES 1
EC y MT 0
ES y MT 3
CP,ECyES 4
CP, EC y MT 1
CP, ES y MT 2
EC, ESy MT 2

CP,EC,ESyMT

[
O
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Los alelos compartidos entre los subgrupos, fueron proyectados sobre los puntos
georreferenciados (Figura 5). Los alelos compartidos para grupos pareados (Figura 5a)
demuestran que existen alelos compartidos en comun entre los sitios CP, EC y ES,
mientras que MT solo comparte alelos con ES. Para las triadas de grupos (Figura 5b) se
puede observar que entre los sitios CP, EC y ES se comparten cuatro alelos y el
subgrupo integrado por CP, EC y MT solo comparte un alelo en comiun de forma

exclusiva.

a) JATY ./

rm
rm
n
%]

w

MT

Figura 5. Cantidad de alelos compartidos entre subgrupos de sitios de muestreo.
a) pares de sitios y b) triadas. En circulos, caracteres exclusivos por sitio de muestreo.

Numerales sobre lineas y nodos indican la cantidad de alelos compartidos por subgrupo.
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Estimacion de He y Ho

La heterocigocis observada para todas las poblaciones tiene un valor alto (0.6781) de
diversidad genética. Para los locus OC19 y 1F02 se encontré6 que hay deficiencia de
heterocigos, mientras que, para OC11 se puede observar que hay una ligera deficiencia
de homocigos (Cuadro 7). Mediante la prueba de Chi cuadrada se calculé que el valor
observado es de 0.029 y el valor critico es de 7.815 (3 grados de libertad, p 0.05), como
el valor critico es mayor al observado, se puede aceptar la hipotesis nula y se deduce
que en conjunto todos los sitios se encuentran en equilibrio Hardy-Weimberg. Al nivel
de sitios, el andlisis es diferente, todos los sitios presentan déficit de heterocigos, dos

sitios (CP y MT) se encuentran cercanos al equilibrio entre homocigos y heterocigos.

Cuadro 7. Heterocigocis esperada (H,) y observada (H.) por alelo y sitio de muestreo

para Q. grisea.

oC19 1F02 OCl11 Total
Sitio H, H. H, H. H, H. H, H.
CP 0.5217 0.8483 0.6087 0.8048 0.9565 0.7971 | 0.7971 0.8167
EC 0.4000 09244 0.6842 0.8549 0.8421 0.8634 | 0.6421 0.8809
ES 0.4286 0.9338 0.6667 0.9024 0.9048 0.8676 | 0.6667 0.9013
MT 0.5500 0.8282 0.7222 0.9302 0.8500 0.7397 | 0.7074 0.7397
Todos  0.4762 09181 0.6667 0.8886 0.8916 0.8255 | 0.6781  0.8774
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Estructura genética poblacional.

El coeficiente de ancestria estimado para todos los locus, para todos los sitios (Oy), es
de 0.0265, el cual es un valor bajo y denota que los sitios no estdn estructurados
genéticamente y comparten flujo génico. De la misma manera, los sitios en términos
genéticos son muy similares. Mediante los datos pareados de O se puede deducir que
las poblaciones mas similares entre si en términos de ancestria, son las poblaciones EC

y ES, mientras que las mas diferentes son CP y MT (Cuadros 8 y 14).

Cuadro 8. Coeficiente de ancestria (Oy) pareado para los sitios de muestreo de Q.

grisea.
Pares de sitios Coeficiente de ancestria (Oy)

CPyEC 0.0237
CPyES 0.0234
CPyMT 0.0487
ECyES 0.0057
EC y MT 0.0380
ES y MT 0.0198

Todos 0.0265

La estimacion de Fgr resulto en un valor de 0.02732 y es muy similar a ©4 (0.0265) por
lo que se afirma que los sitios de muestreo no estan diferenciados genéticamente. El
valor de Fjs calculado es de 0.20004, lo que indica que entre los sitios de muestreo
existe deficiencia de heterdcigos. El valor calculado de F;r es de 0.22189 lo que refiere

a que el aporte individual hacia la variabilidad total de los sitios es alto.

44



Andlisis molecular de varianza (AMOVA)

Los datos resultados del andlisis de varianzas (Cuadro 9) denotan que el 77.8 % de la
variacion genética total es por parte de los individuos dentro de los sitios de muestreo,
lo que refiere a similitud genética entre los sitios en términos de varianzas en la
heterocigosis. La variacion entre los individuos dentro de los sitios es de 19.46 % e
indica que hacia el interior de los sitios existe bajo grado divergencia con respecto a una
reproduccion panmictica, el componente de varianza indica que las diferencias entre los

sitios son heterogéneas. Finalmente, la variacion entre los sitios es del 2.73%.

Cuadro 9. Analisis molecular de varianza.

Fuente de ol Suma de Componentes ~ Porcentaje de
variacion. cuadrados. de varianza. variacion.
Entre las
poblaciones 3 8.920 0.03511 Va 2.73
(sitios).
Entre los
individuos
dentro de las 80 120.009 0.25006 Vb 19.46
subpoblaciones
(subsitios).
Entre los
dividuos. 84 84 1.00000 Vc 77.81
Total. 167 1.28517 100
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Distancias genéticas.

A partir del célculo de distancia genética propuesto por Nei (1978) (Cuadros 10 y 14),
se observa que los sitios CP, EC y ES en términos genéticos son muy similares entre si,

siendo MT la mas diferente con el resto de los sitios.

Los célculos de distancias genéticas propuestos por Cavalli-Sforza y Edwards (1967)
(Cuadros 10 y 14) demuestran que el sitio ES guarda identidad con el resto de las

poblaciones y MT es el sitio que mas acumula diferencias con el resto de los sitios.

Cuadro 10. Distancias genéticas entre datos pareados para Q. grisea. Dyei7s. Distancia
Nei 1978, Dc.sg. Distancia Cavalli-Sforza Edwards.

Pares de sitios Dineivg Dc.se
CPyEC 0.2902 0.1560
CPyES 0.2901 0.0000
CPyMT 0.4055 0.1460
ECyES 0.2905 0.0000
EC y MT 0.4514 0.2980
ES y MT 0.3116 0.0000

Flujo génico.

El flujo génico (Nem) entre pares de sitios (Cuadros 11 y 14), es mayor para los sitios
EC y ES (43.61) el menor es el compartido por CP y MT (4.88). El flujo génico

calculado para todos los sitios es de 9.18.

Cuadro 11. Flyjo génico (Nem) para sitios pareados de la especie Q. grisea.

Pares de sitios Nem
CPyEC 10.30
CPyES 10.43
CPyMT 4.88
ECyES 43.61
ECyMT 6.33
ES y MT 12.38

Todos 9.18
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Modelaje de estabilidad genética.

De acuerdo al modelaje de estabilidad genética (Figura 6), el sitio que se mantendria
durante un mayor niumero de generaciones es CP (110 generaciones), seguida por ES
(78 generaciones), MT (26 generaciones) y EC (16 generaciones). La estabilidad en éste

modelo no guarda relacion alguna con la heterocigosis esperada (H,).

Figura 6. Estabilidad genética de los sitios de muestreo en tiempos generacionales.

Anadlisis Espacial

La distancia geografica (Cuadros 12 y 14) mas corta entre un par de sitios es la
encontrada entre CP y EC (5.61 km), la distancia mayor se encuentra entre ES y MT
(27.95 km). Se guardan al menos 11 km de distancia de separacion para el resto de los

sitios pareados.

Cuadro 12. Cuadro comparativo de distancias geograficas (Dge,) entre sitios de

muestreo.
Sitios
pareados Dgeo
CPvsEC 5.61
CP vs ES 12.59
CP vs MT 19.81
EC vs ES 11.12
EC vs MT 17.23
ES vs MT 27.95
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Perfil topografico.

El perfil topografico (Figura 7) de la altitud obtenida cada 500 m entre los sitios,

muestra que el terreno en la Sierra Fria de Aguascalientes es muy irregular. Entre los

sitios ES y MT existe una mayor cantidad de puntos intermedios y se caracteriza por

una depresion topografica intermedia. Entre los sitios CP y EC se encuentra la menor

acumulacion de puntos intermedios y se detectan al menos tres formaciones elevadas.

La formacion geologica intermedia mas elevada se encontr6 entre los sitios CP y MT.
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Figura 7. Perfil topogréfico entre sitios pareados de Q. grisea.

La distribucion de la especie Q. grisea en la Sierra Fria de Aguascalientes se encuentra

asociada con un patréon topografico, los sitios EC, ES y MT se distribuyen en un perfil

que va de los 2319- 2495 m s.n.m., el sitio CP se encuentra entre los 2496-2672 m

s.n.m. (Figura 8).

48



Figura 8. Topografia y distribucion de los sitios de muestreo de Q.grisea

El indice de variacion topografica media (IVTM) demuestra que entre los sitios CP y
ES existe la menor variacion topografica intermedia (4.994), mientras que la mayor
variacion se encuentra entre los sitios ES y MT (6.992). El promedio de IVTM para
todos los sitios pareados es de 6.094 (Cuadros 13 y 14).

Cuadro 13. indice de variacion topografica media (IVTM) entre sitios de muestreo.

Sitios

pareados IVIM
CP vs EC 4.994
CP vs ES 5.991
CP vs MT 6.374
EC vs ES 5.564
EC vs MT 6.647
ES vs MT 6.992
Todas 6.094
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Distribucion potencial

De acuerdo a la distribucion potencial (Figura 9), del total de cuadriculas que
potencialmente pueden ser viables para la distribucion de la especie, el 2.6% cae en el
percentil 1, el 0.2% en el percentil 2, el 10.3% en el percentil 3, el 58.6% en el 4 y el
28.3 % en el percentil 5. De manera general se forma un continuo de distribucion
potencial, que se interrumpe en la parte mas alta de la formacion geoldgica localizada

entre los sitios CP y EC.

Figura 9. Distribucion potencial de Q. grisea en la Sierra Fria de Aguascalientes.
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A manera de sintesis (Cuadro 14), se resumen las relaciones entre sitios pareados en
términos de distancias genéticas, coeficiente de endogamia, flujo génico distancia
geografica e indice de variacion topografica media. Se incluyen en el cuadro las pruebas
de Mantel de asociacion con respecto a la distancia genética calculada de acuerdo a Nei
(1978). Ambas relaciones son positivas, a mayor incremento en distancia genética o
variacion topografica, es mayor la distancia genética entre los sitios. En ambas
relaciones se rechaza la hipotesis nula y se acepta que las series de datos no estan

correlacionadas de manera proporcional.

Cuadro 14. Cuadro comparativo de las relaciones entre sitios pareados. Dyeizs. Distancia
genética de Nei 78, Dc.se , Distancia genética Cavalli-Sforza Edwards, O coeficiente
de ancestria, N.m. Flujo génico, Dy, Distancia geografica. IVIM, indice de variacion

topografica media. p. probabilidad de rechazar la hipdtesis nula. «. nivel de

significacion.

Sitios pareados DNei78 DC—SE est Nem Dgeo (km) IVIM
CP vs EC 0.2902 0.1560 0.0237 10.30 5.61 4.994
CP vs ES 0.2901 0.0000 0.0234 10.43 12.59 5.991
CP vs MT 0.4055 0.1460 0.0487 4.88 19.81 6.374
EC vs ES 0.2905 0.0000 0.0057 43.61 11.12 5.564
EC vs MT 0.4514 0.2980 0.0380 6.33 17.23 6.647
ES vs MT 0.3116 0.0000 0.0198 12.38  27.95 6.992

Todas. 0.0265 9.18 6.094

Prueba de

Mantel 0.3559  0.5493

p- valor 0.260 0.443

Alfa (o) 0.05 0.05
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Analisis de correlacion por sitio de estudio

De acuerdo al analisis por sitio de la distancia genética (Cuadrol5), para el sitio ES se
obtiene una correlacion positiva entre la distancia genética (Dnei 73) y el indice de
variacion topografica medio (IVTM) de 0.9516, con el logaritmo natural de la distancia
geografica (Ln Dy,) la correlacion es de 0.9901. Para el sitio CP la correlacion también
es positiva para ambos parametros, para IVTM es de 0.7134 y para LnDgeo es de
0.7741. Para el sitio EC la correlacion es positiva, siendo mayor para IVTM (0.9411)
con respecto a Ln Dy, (0.7972). En el sitio MT existe una correlacion negativa entre la

distancia genética e IVTM (-0.7071) y Ln Dy, (-0.9990)

Cuadro 15. Cuadro de correlacion por sitio de muestreo entre la distancia genética

(Dnei 78) y el logaritmo natural de la distancia geografica (Ln Dg,). . Coeficiente de

correlacion lineal.

DNei78 IVIM Ln Dgeo

ES

CPYES 0.2901 5.9914 2.5329
ECY ES 0.2905 5.5641 2.4087
ESY MT 0.3116 6.9915 3.3304
r 0.9516 0.9901
CP

CPY EC 0.2902 4.9939 1.7245
CPYES 0.2901 5.9914 2.5329
CPY MT 0.4055 6.3736 2.9861
r 0.7134 0.7741
EC

CPYEC 0.2902 4.9939 1.7245
ECY ES 0.2905 5.5641 2.4087
ECY MT 0.4514 6.6471 2.8466
r 0.9411 0.7972
MT

CPY MT 0.4055 6.3736 2.9861
ECY MT 0.4514 6.6471 2.8466
ESY MT 03116 6.9915 3.3304
r -0.7071 -0.999
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DISCUSION.

La variabilidad genética observada en la Sierra Fria de Aguascalientes, medida en
términos de riqueza alélica demuestra que existe en la especie Quercus grisea una
amplia variabilidad genética. Para el locus quru AG OCI19 se encontr6 la mayor
variabilidad para un alelo con respecto a las reportadas anteriormente de la misma serie
de cebadores (ver cuadro 4), en donde el rango promedio reportado para un locus es de
5 a 14 loci (Aldrich et al., 2002; Aldrich et al., 2003; Aldrich et al., 2003b; Aldrich et
al., 2005). Esto quiere decir por un lado, que el marcador es muy variable y por lo tanto,
muy util para estudios de variabilidad genética y por otro, que la diversidad alélica en la

especie es muy alta.

En el presente estudio se encontro, que todos los genotipos son diferentes entre si, un
patron similar se identifico en poblaciones de Irlanda del encino Q. petraea (Muir et al.,
2004), en donde se detectd, que para un total de 249 individuos genotipificados con 13
loci tipo microsatélite, solo menos del 2% eran idénticos en términos genéticos, lo cual
contrasta con especies que presentan reproduccion clonal facultativa, por ejemplo, para
la especie Q. pyrenaica (Valbuena-Carabaia ef al., 2008) se identificaron 14 individuos
idénticos de un total de 96 individuos analizados con 7 loci tipo microsatélite. El
mecanismo reproductivo propuesto para las poblaciones de Irlanda de la especie Q.
petraea, es preferentemente sexual, por lo que en la Sierra Fria de Aguascalientes

podria existir el mismo patron reproductivo asociado para la especie Q. grisea.

En los sitios de “Mesa el Sapo” (ES) y “Entrada a La Congoja” (EC) se encontraron los
mayores indices de riqueza alélica observada (ver cuadro 5), sin embargo, el sitio de
“Mesa Montoro” (MT) tiene también una alta cantidad de alelos exclusivos. La teoria
neutral en genética de poblaciones predice que la mayor cantidad de alelos se encuentra
en poblaciones de tamafio grande y méas antiguas (Kimura, 1965), es por esto que se
propone que los tres sitios serian los candidatos a ser los mas antiguos y los mas
grandes en tamafio poblacional. El sitio de “El Cepo” (CP) podria ser una zona derivada
producto de una colonizacion reciente. Para comprobar ésta hipotesis se pueden generar
estudios posteriores de filogeografia mediante analisis de secuencias, estudios recientes
en encinos, han demostrado que en las regiones espaciadoras intergénicas frnlL-trnF,

trnH-psbA y trnT-trnL, se encuentra alta variacion genética y resultaron ser muy utiles
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para identificar patrones de colonizacion reciente en cinco especies de encinos en Japon

(Okaura, et al., 2007).

Los datos de diversidad genética o heterocigosis esperada (H,) reflejan que los sitios se
encuentran muy cercanos al equilibrio entre homocigos y heterocigos (ver cuadro 7),
con lo que se deduce que, al interior de los sitios, no estan ocurriendo fenomenos de
seleccion natural o procesos intensos de deriva génica o endogamia. Sin embargo se
observé que en los loci quru OC19 y quru 1F02 hay una ligera deficiencia de
heterécigos lo que podria estar denotando endogamia. Si bien en términos generales, no
puede hablarse de un proceso de seleccion sobre los heterdcigos, si se debe considerar
que el déficit de heterdcigos puede ser el resultado de un proceso reproductivo como la
endogamia que estd actuando de manera muy inicial al interior de los sitios. Esto puede
ser probable, ya que se propone que el mecanismo de dispersion de las semillas para las
especies de encinos es preferentemente por gravedad (Kaul, 1985), lo que puede estar
promoviendo, de manera incipiente, la formacion de grupos familiares y el efecto de la
endogamia estd siendo contrarrestado por la reproduccion sexual. En la especie Q.
petraea (Streiff et al., 1999), se lograron identificar por su similitud genética y
distribucion espacial, grupos familiares entre los individuos, la contribucién de estos
grupos familiares no tuvo efecto significativo en la estructura genética poblacional, pero

si en la diversidad genética, al detectarse déficit de heterdcigos.

Otra explicacién ante ésta situacion es que la heterocigosis esperada puede estar
sobreestimada, ya que su calculo depende tanto de la cantidad de alelos como de sus
frecuencias, si se presentan una alta cantidad de alelos con altas frecuencias alélicas, el
indice de heterocigocidad esperada (H,) es alto y como el tamafio poblacional utilizado
para el estudio es pequefio, se tiende a subestimar la cantidad de heterdcigos en la

poblacion porque no se igualan sus frecuencias esperadas a las observadas (Nei, 1966).

Otro factor que puede estar asociado con la distribucion de déficit de heterdcigos es que
se presente un efecto Walhund (Hartl y Clark, 1987), es decir, la division parcial de un
grupo de organismos que se comportan como una sola poblacién provoca que, al
estimar la heterocigocidad entre los subgrupos, cada uno de ellos resulte en un déficit de
heterocigos. Cuando el grupo de poblaciones se analiza como una unidad, las
frecuencias alélicas se encuentran en equilibrio. Este efecto, es el identificado en el
presente estudio, la evaluacion de la heterocigosis demuestra que, en los sitios existe

deficiencia de heterocigos, sin embargo, en la evaluacion de todos los sitios en
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conjunto, no se encuentra una desviacion significativa del equilibrio entre homdcigos y
heterocigos. Cabe sefalar que al analizar los datos no por sitio de muestreo, sino por
gametos, existe déficit de heterdcigos, lo que refiere a que entre los sitios de muestreo
estan ocurriendo patrones incipientes de reproduccion entre individuos cercanamente
emparentados, que no rompen de manera significativa el equilibrio Hardy-Weimberg.
Este mismo efecto es el encontrado en poblaciones de Alemania de la especie Q. robur
(Degen et al., 1999) donde se demuestra que el alto numero de homocigos detectado en
una de las poblaciones, se debe al efecto Walhund y en menor medida a la contribucion

parcial de homoécigos por endogamia.

Si bien la heterocigosis esperada puede estar sobreestimada, la heterocigosis observada
es un buen estimador para identificar la variabilidad genética (Toro y Caballero, 2005).
El valor promedio para todos los sitios, corresponde a especies con reproduccion sexual
obligadamente cruzada y es muy similar a los valores reportados en estudios previos
para encinos (Cotrell et al., 2003; Aldrich et al., 2005; Curtu et al; 2007, Soto et al.,

2007) lo que demuestra que los encinos son muy diversos en términos genéticos.

El coeficiente de ancestria (O4) tiene un valor muy bajo (0.0265), al igual que Fsr
(0.0237), por lo que, se deduce que las poblaciones no estan estructuradas
genéticamente y el efecto de la deriva genética no estd influyendo sobre la
diferenciacion genética entre los sitios. En el mismo sentido se puede deducir que la
endogamia no juega un papel importante en la divergencia genética entre los sitios. Esto
puede deberse a que la estrategia de polinizacion por viento de Q. grisea permite la
polinizacion cruzada con intercambio de gametos a larga distancia, lo cual propicia el
mantenimiento genético de la especie en la zona. La polinizacion a larga distancia,
puede ser muy efectiva para prevenir fendémenos de estructura genética en encinos, por
ejemplo Craft y Ashley (2007), no detectaron fendémenos de estructura génica, entre
poblaciones de Q. macrocarpa separadas entre si por 200 kilometros. De la misma
forma, Muir et al (2004) encontraron baja diferenciacion genética (Fsr= 0.020) en

poblaciones de Q. petraea en Irlanda, separadas entre si por 140 km.

Para que pueda ocurrir la polinizacidon cruzada a largas distancias, debe de existir un
patrén de sincronia entre la generacion de los granos de polen en un sitio y la
receptividad del estigma en flores femeninas en otro sitios, estudios sobre la fenologia
de la especie Q. grisea entre los sitios de la Sierra Fria de Aguascalientes, pueden

contribuir a afirmar ésta condicion. Para la especie Q. ilex se propone que el
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desfasamiento entre el periodo de la receptividad del estigma y la liberacion del grano
de polen en un arbol individual, puede incrementar de manera potencial, el nimero de
individuos que polinizan ese arbol en particular (Lumaret et al., 1991). Este mecanismo
reproductivo reduce la estructura genética y mantiene la alta diversidad genética entre

las poblaciones de Q. ilex (Soto et al., 2007).

Otra inferencia importante derivada de la baja estructura genética, estd relacionada con
el tamafio efectivo poblacional, ya que, al no detectarse fenomenos de divergencia entre
los sitios, se puede deducir que el tamafio efectivo poblacional es suficiente para
contrarrestar el efecto de estructuracion por parte de la deriva (Ray, 2001). Esto se
relaciona con el alto nimero de alelos encontrados al interior de los sitios. Como el
efecto de la deriva puede resultar tanto en la pérdida de alelos como en la estructuracién
genética de los sitios (Ray, 2001) y al ser detectadas, tanto alta diversidad genética,
como baja estructuracion genética, se concluye que la deriva no juega un papel
importante como fuerza evolutiva en la estructuracién y variabilidad genética en la

Sierra Fria de Aguascalientes.

En términos de componentes de variacion obtenidos por el andlisis molecular de
varianzas (AMOVA) se puede concluir que la mayor fuente de variacion se encuentra
dentro de los individuos de los sitios (ver cuadro 9). Esto quiere decir que cada uno de
los sitios de muestreo es muy diverso y que la baja divergencia entre los mismos no es
atribuible a estructuracion poblacional, sino al proceso de mutacidn que existe al
interior de los sitios. Asi entonces la divergencia no es atribuible a la fijacion diferencial
de alelos entre los sitios, sino a la ganancia de alelos por mutacion. Lo que sitia a la

mutacion como la principal fuerza evolutiva que genera las diferencias entre los sitios.

El valor de Fjs calculado (0.20004) indica que existe en general deficiencia de
heterdcigos, lo cual puede estar vinculado a la formacion de grupos familiares al interior
de los sitios (Shnabel y Hamrick, 1990; Degen, 1999; Streiff, 1999). Sin embargo, esto
no tiene un efecto significativo en la estructura genética. La baja formacion de grupos
familiares puede estar relacionada a que en la especie, puede existir una baja tolerancia
a la endogamia, esto quiere decir que puede existir un mecanismo de auto-
incompatibilidad dentro de la especie, que esta propiciando la reproduccion sexual
cruzada. De manera general se ha propuesto que en las especies de encinos pueden
existir mecanismos de autoincompatibilidad (Ducousso et al., 1993). Estudios genéticos

en Q. ilex (Yacine y Lumaret, 1988), Q. robur y Q. petraea (Bacilieri et al., 1994), han
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determinado que el tipo de reproduccion en tales especies es obligadamente cruzada.
Para la especie Q. ilex (Yacine y Bouras, 1997), se ha demostrado que cuando se efectia
la autopolinizacion, existe un alto indice de aborcion tanto de flores femeninas
polinizadas, como de semillas, siendo muy baja la viabilidad de las mismas. La
autoincompatibilidad tiene efectos genéticos y se han encontrado diferencias en
términos genéticos para la especie Q. ilex, por lo que se propone, que las cruzas entre
los individuos de un mismo sitio, no son de forma aleatoria entre individuos
cercanamente emparentados (Yacine y Lumaret, 1988), esto promueve la alta

heterocigosis y la baja estructura poblacional en la especie (Soto et al., 2007).

Los datos pareados del coeficiente de ancestria (Oy) son, en general, bajos (ver cuadro
8). La mayor estructuracion se encuentra entre los sitios CP y MT, por lo que se deduce
que entre ambos sitios puede existir una barrera que restringe el intercambio de alelos.
Los sitios de CP, EC y ES comparten los menores indices de endogamia pareados y
forman un solo grupo de alta intensidad de intercambio genético, el sitio mas aislado a
este grupo corresponde a MT. Estos datos correlacionan, en buena medida, con la
distribucion de alelos compartidos entre los datos pareados de los sitios de muestreo
(Figura 5a) donde se puede notar el mismo patréon de asociacion. MT se encuentra
aislado de CP y MT solo comparte alelos exclusivos con ES. Con esto se concluye que
entre los sitios “CP y MT” y “EC y MT” existe una barrera de restriccion al intercambio
de caracteristicas genéticas por medio de la polinizacion o dispersion de semillas. En un
estudio realizado en la costa de California para la especie Q. agrifolia, fueron utilizados
marcadores tipo microsatélite de cloroplasto y nucleares, para identificar barreras de
restriccion al flujo genético (Dodd, 2006), en el mismo estudio se propone, que las
barreras genéticas existen cuando se encuentra la mayor distancia genética entre sitios
pareados y el menor flujo génico, tal restriccion, esta asociada ligeramente con la altitud

entre los sitios.

Actualmente se pueden generar estudios de movimiento de grano de polen como el
propuesto por Garcia-Mozo et al., (2007), donde se identifica el momento exacto en que
florece cada una de las poblaciones y se colectan granos de polen en cada sitio
periodicamente, al mismo tiempo se identifican pardmetros como la direccion y
velocidad del viento, asi entonces, para cada vez que se colecta el polen, se asocia una
zona de influencia de un sitio diferente de acuerdo a la direccion del viento y la

sincronia en la floracion. Con esto, se identifica la magnitud de la influencia de una
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zona sobre otra de acuerdo a la posicion geografica, la direccion del viento y la
temporalidad en la floracion, para establecer restricciones temporales de movimiento de
polen. Estudios de este tipo pueden contribuir a identificar la naturaleza de la barrera de
restriccion al flujo genético en la Sierra Fria de Aguascalientes, que puede ser

geografica, climatica o ecologica.

Para identificar barreras de restriccion a la dispersion, en el presente estudio fue
determinada la distribucion potencial de la especie utilizando pardmetros climaticos (ver
figura 9), no se logr6 identificar de manera directa un patréon de asociacion entre la
discontinuidad en distribucion potencial de la especie y la restriccion en flujo génico o

distancia genética.

En términos de distancia genética (Nei, 1978), los sitios ES, CP y EC son muy
parecidos entre si y el sitio mas divergente con el resto es MT, lo que concuerda tanto
con las estimaciones para coeficiente de coancestria Oy, como para los alelos
compartidos en comun (ver cuadro 14). Tomando como referencia los datos pareados de
distancia genética de Cavalli-Sforza y Edwards (1966), se puede concluir que el sitio ES
es idéntico con CP, EC y MT, lo cual refiere a que establece relaciones directas con
todos los sitios, al tener frecuencias similares en los alelos. Por lo tanto, se puede
concluir que el sitio ES es el que se encarga de establecer una buena parte de las
relaciones de conectividad entre todos los sitios. Probablemente ES es mas efectivo en
términos de dispersion comparado con el resto de los sitios, estudios de dispersion como

el propuesto por Garcia-Mozo et al (2007) pueden contribuir a afirmar ésta condicion.

Para ambas estimaciones de distancia genética, los sitios mas diferentes entre si son EC
y MT, lo cual no concuerda con la estimacion pareada de Oy, esto puede deberse a que
O establece relaciones en términos de ancestria (Weir y Cokherman, 1982) y las
distancias genéticas establecen las diferencias en términos de diversidad alélica y sus
frecuencias (Cavalli-Sforza y Edwards, 1967; Nei, 1978), es decir, la divergencia entre
ambas esta mediada por la diversidad de alelos y sus frecuencias, no por la cantidad de
alelos que guardan en comun por descendencia. En diversos estudios, se ha propuesto
que la contribucion de alelos por parte del grano de polen y las semillas en encinos, no
esta asociada directamente con la distancia genética y estd mas asociada al coeficiente
de ancestria (Loveless y Hamrick, 1984; Slatkin, 1987; Ouborg et al., 1999; Ellstrand,
2003).
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El flujo génico para el total de sitios muestreados es de 9.18, el minimo para sitios
pareados es de 4.88, un valor mayor a uno es suficiente para romper la estructura
genética poblacional (Wright, 1943, Slatkin, 1987). Con esto se deduce que, en la Sierra
Fria de Aguascalientes los mecanismos dispersion de los granos de polen y de las
semillas, pueden distribuir los alelos a largas distancias. Esto se comprueba mediante el
analisis espacial en donde las poblaciones mas lejanas entre si que son “ES y MT”

(27.95 km), poseen un valor alto de flujo genético poblacional (12.38).

No existe un patron general asociado entre la distancia geografica y el flujo génico o la
distancia genética, ya que los sitios mas cercanos geograficamente entre si, no son los
que comparten mayor flujo génico o son los mas similares en términos de distancia
genética. En el mismo sentido, los sitios mas alejados geograficamente, no son los mas
diferentes entre si ni comparten el menor flujo génico (ver cuadro 14). El sitio que se
encuentra mas aislado geograficamente del resto de los sitios es MT, en donde se
pueden observar los mayores valores de distancia genética y los menores de flujo génico
compartido, particularmente con los sitios CP y EC. Por lo que se puede inferir un
posible patron de aislamiento por distancia de MT con respecto a CP y EC. Existe la
posibilidad de que los sitios CP, EC y ES formen un circuito compacto reproductivo
influenciado de forma heterogénea con la distancia geografica, siendo los tres sitios mas
similares genéticamente entre si, son también los mas cercanos geograficamente, sin
embargo, la correlacion entre la distancia genética y la distancia geografica no es directa

para los tres sitios.

Un factor que se puede asociar de forma indirecta con la distancia genética es la
topografia entre los sitios. El indice de variacion topografica media (IVTM) calculado,
correlaciona en 0.5493 con la distancia genética, por lo que existe una correlacion
positiva entre la distancia genética y la acumulacion de accidentes topograficos (ver
cuadro 14), el valor de significancia para la correlacion no es estadisticamente
significativo, por lo que no se puede atribuir que la acumulacion de accidentes
topograficos, juega un papel determinante que se manifieste de forma proporcional
sobre la diferenciacion genética entre los sitios. La heterogeneidad en la topografia,
puede derivar en fendmenos de aislamiento reproductivo, hasta el momento, no se han
generado estudios en encinos que permitan reconocer fendomenos de aislamiento
reproductivo relacionados directamente con la heterogeneidad topografica, sin embargo,

en un estudio realizado para la especie Q. mongdlica var. crispula en Japon (Okaura et
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al., 2007), se propone que la acumulacion de volcanes entre dos regiones, puede

promover el aislamiento reproductivo y patrones heterogéneos de la distribucion alélica.

Se pueden atribuir correlaciones locales al nivel de sitio entre la distancia genética con
la distancia geografica o IVTM (ver cuadro 15). Para el sitio ES hay una correlacion
muy fuerte entre la distancia genética con la distancia geografica (v = 0.9901) o el
IVTM (r = 0.9516), para este sitio en particular, tanto la distancia geografica como la
topografia juegan un papel importante en la identidad genética con respecto al resto de
los sitios. Mientras mas alejado geograficamente se encuentre un sitio o se acumulen
mas accidentes topograficos con respecto a ES, mayor sera la diferencia en términos
genéticos. Para el sitio EC ocurre un patron muy similar al identificado en ES, y esta
mas asociado a la topografia (r = 0.9411) que a la distancia geografica (0.7972). CP al
igual que ES y EC, presenta una correlacion positiva entre la distancia genética y la
distancia geografica (0.7972) o el IVTM (0.7134), sin embargo, la correlaciéon es menos
proporcional. El sitio MT presenta un patron muy diferente, dado que, la correlacion
entre la distancia genética y la distancia geografica (» = 0 -0.9990) y el IVTM (» = -
0.7071) es negativa, esto es, a mayor distancia geografica o IVTM, es mayor su
similitud genética. Cabe sefialar, que la correlacion positiva entre la distancia genética y
la distancia geografica e IVTM, solo se mantiene entre los sitios que se localizan en el
norte y son cercanos geograficamente entre si y la relacion negativa se encuentra en el
sitio MT, que se localiza en el sur y que esti mas aislado geograficamente. Este mismo
patron fue identificado para la especie Q. garryana en el Sureste de Canadd y Este de
Estados Unidos (Marsico et al., 2009), donde se pudo identificar que hasta los 600 km
de distancia, existe una correlacion positiva entre la distancia genética y la distancia
geografica, posterior a los 600 km de distancia, ocurre una correlacion negativa con la
distancia genética, tanto para caracteres nucleares, como para caracteres cloroplasticos.
En el mismo estudio se propone, que pudo existir un fenémeno de colonizacion rapida
para todo el Este de Estados Unidos y que la correlacion positiva entre la distancia
genética y la geografica es atribuible a fenomenos locales de dispersion de cada una de

las poblaciones.

Si se considera que ES es el sitio que tiene el mayor nimero de alelos observados (ver
cuadro 5) y por ende puede ser el sitio mas probable a ser el mas antiguo en la zona, se
puede considerar que los individuos del sitio ES dieron origen a los individuos de los

sitios EC, MT y CP. Como las distancias genéticas compartidas (ver cuadro 10) entre
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los sitios CP, EC y MT con respecto a ES, son muy similares entre si, entonces, se
puede deducir que la divergencia genética entre los mismos es muy baja (Hedrick,
1999) y en este mismo sentido, el fendomeno de colonizaciéon en la Sierra Fria de
Aguascalientes fue inicialmente muy rapido. Se ha propuesto que la velocidad de
colonizacion por parte de las semillas de encino en sitios no colonizados previamente,
puede variar de acuerdo a la presencia de animales que funcionen como vectores de
dispersion (Bossema, 1979; Sork, 1984; Jensen y Nielsen, 1986) o a fendmenos
estocasticos como tormentas o exposicion cronica a vientos fuertes (Ennos, 1997). Sin
embargo, se ha observado que una medida conservadora para la velocidad de dispersion
es de alrededor de 300 m por ano (Docousso et al, 1993). Como la velocidad de
colonizacion es muy alta, la diferenciacion genética entre los sitios tiende a ser muy
baja, porque la deriva génica no actia de forma significativa cuando existe un bajo
numero de generaciones intermedias (Nei, 1966), por ende se mantiene la similitud

genética entre los sitios.

Si se atribuye que ES inicialmente origind a los sitios CP, EC y MT por una
colonizacion rapida, entonces el establecimiento de relaciones genéticas por dispersion,
entre “CP y EC”, “CP y MT” y “EC y MT”, fue posterior a la colonizacion inicial. La
distancia genética que existe entre “CP y EC” es muy similar a la que existe entre ES
con el resto de los sitios, esto puede deberse a que los sitios EC y CP son muy cercanos
geograficamente entre si. La cercania geografica tiende a homogeneizar las frecuencias
alélicas en encinos debido a la intensidad en la dispersion, principalmente de polen y en
menor proporcion de semillas (Austerlizt y Garnier-Gére, 2008; Dodd et al., 2006;
Marsico et al., 2009). Las mayores distancias genéticas observadas, corresponden a “CP
y MT” y “EC y MT”, ambas diferencias son similares entre si, al igual que las
distancias geograficas asociadas, con esto, se identifica un patréon de aislamiento por
distancia del sitio MT con respecto a CP y EC, el cudl es posterior a la colonizacion

rapida y promovido principalmente, por la restriccion en la dispersion del polen.

Con la interpretacion parcial de los datos, pareceria que no hay un patron asociado entre
el flujo genético y la distancia geografica para todos los sitios de muestreo. Sin embargo
la interpretacion se vuelve mas directa si se asocia un vector como es el viento para la
dispersion de los encinos. En un estudio realizado para Q. lobata en California
(Austerlizt et al., 2007), se pudo identificar que la distribucidén del polen es diferencial

entre los sitios (anisotropica) y esta asociada ligeramente con la direccion y velocidad
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del viento. Para establecer la direccionalidad del vector de dispersion, se puede utilizar
el céalculo del flujo génico, la estimacion de flujo génico es una medida indirecta de la
migracion entre los sitios (Wrigth, 1943) y es derivada de los valores calculados del
coeficiente de ancestria. Utilizando el flujo génico se pueden identificar también
relaciones indirectas de ancestria entre los sitios (Weir y Cohkerman, 1982; Slatkin,

1987).

El sitio mas al norte es ES (ver figura 8) y se propone como el sitio més ancestral, éste
sitio pudo dar origen, inicialmente, al sitio EC, porque que mantiene el mayor valor de
flujo génico (Nem de 43.61), posteriormente a MT (Nem de 12.38) y mas recientemente
a CP (Nem 10.43). Si se considera que los sitios mas antiguos, son también los de
mayor riqueza alélica, entonces, el orden en el que se originaron los sitios correlaciona
con la cantidad de alelos observados por sitio, siendo ES el mas antiguo (39 alelos

observados) y CP el més reciente (33 alelos observados) (Ver cuadro 5).

El patron de colonizacion se puede explicar de manera més detallada, si se considera al
viento como el principal promotor de la dispersion, tanto del polen, como de las
semillas y en segundo término, la dispersion por vectores animales (Dow y Ashley,
1996). La mayor intensidad de flujo génico, es la que se comparte entre los sitios EC y
ES, por lo que se propone de manera tedrica, que el principal componente de la
direccion del viento es de Norte a Sur (N-S) y en menor intensidad de Este a Oeste (E-
0). De la misma forma se propone que EC fue el primer sitio en ser colonizado por
individuos provenientes de ES. Como existen variaciones estocasticas en la direccion de
los vientos dominantes (Ennos, 1997), se espera que la acumulacion de diferencias
genéticas con respecto al sitio fuente, sea mayor a medida que el sitio se encuentre mas
alejado geograficamente del componente principal de la direccion del viento (Austerlizt
et al., 2007). Asi entonces, la menor variacion con respecto al eje del componente
principal establecido por “EC y ES”, es la encontrada para MT, su posicion geografica
se encuentra en la misma direccion del viento, sin embargo, la diferencia radica en que
se encuentra mas alejado geograficamente de ES y estd posicionado ligeramente al Este
del componente principal del viento. Por esta razén, comparte menor flujo génico (Nem
de 12.38) que el identificado para EC, por lo que se propone MT como ¢l segundo sitio
en ser colonizado. El sitio CP, se encuentra mas alejado al Oeste y latitudinalmente se
encuentra al norte del componente del viento, por esta razén comparte menor flujo

génico (10.43) con el sitio fuente (ES) y es el tercer sitio en ser colonizado.
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Una vez colonizados los sitios, se pueden identificar las restricciones al flujo génico en
términos de distancias geograficas. La desviacion con respecto al componente de
dispersion por viento, no explica la cantidad del flujo génico que existe entre los sitios
CP y EC, porque su posicion geografica es contraria al componente. Sin embargo, la
cercania geografica que existe entre los sitios CP y EC, puede estar propiciando el flujo
génico entre ellos (Nem de 10.30), promovido principalmente por fendémenos
meteorologicos estocasticos (Ennos, 1997) y por la dispersion de semillas por vectores
animales (Bossema, 1979; Sork, 1984; Jensen y Nielsen, 1986). Cabe senalar, que a
pesar de ser los sitios mas cercanos geograficamente entre si, no son los que comparten
el mayor flujo génico, esto puede deberse a que entre los mismos, existe una formacion
montafosa intermedia que restringe la intensidad del flujo génico, pero no lo anula. El
flujo de alelos entre ambos sitios, puede también identificarse porque comparten alelos
en comun de forma exclusiva (3 alelos). La restriccion al flujo genico entre EC y MT
(Nem de 6.33), puede explicarse porque MT se encuentra al Este, con respecto al
componente de dispersion por viento propuesto, ademas de que se encuentra separado
geograficamente de EC (17.23 km). El mismo patréon ocurre para CP y MT (Nem de
4.88), la diferencia radica en que entre ellos existe una distancia geografica mayor
(19.81 km), que restringe en mayor proporcion el flujo génico. Asi entonces, la
principal restriccion al flujo génico entre EC y CP con respecto a MT es una

combinacion entre la posicion y la distancia geografica.

Al comparar ambas propuestas de colonizacion, una considerando el flujo génico y otra
con la distancia genética, se puede concluir de manera general, que la colonizacion en la
Sierra Fria de Aguascalientes fue muy rapida, que el sitio ES fue el fundador para el
resto de los sitios, el tiempo de divergencia entre los sitios, no ha generado patrones de
estructura genética poblacional y la distancia geografica desempefa un papel importante
como promotor de diferenciacion genética entre los sitios fundados a partir del sitio ES,

siendo MT, el mas diferente genéticamente con respecto a CP y EC.

De manera general, se propone que en la Sierra Fria de Aguascalientes, todos los sitios
se comportan como una sola poblacion en términos genéticos, porque no existe un
patron de estructura genética y todos los sitios en conjunto se encuentran en equilibrio
Hardy Weimberg, sin embargo. El sitio MT es el mas diferente con el resto de los sitios,
el aislamiento geografico, puede estar promoviendo que, durante las siguientes

generaciones MT se comporte como una poblacion diferente en términos genéticos,
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establecida por la generacion de alelos exclusivos y la acumulacion de diferencias

genéticas, particularmente con CP y MT.

La pérdida de encinares que ha ocurrido en la Sierra Fria de Aguascalientes al inicio del
siglo XX y en los ultimos afios, no ha tenido un efecto significativo en la estructura
genética de los sitios de distribucion para la especie Q. grisea, sin embargo, falta
reconocer, cudles son los efectos de la fragmentacion del habitat en términos
demograficos, para identificar si los sitios se encuentran en riesgo de desaparecer. Al no
detectarse procesos de seleccion sobre alguno de los genotipos, baja diversidad alélica o
procesos de endogamia, se puede inferir que intrinsecamente la especie no presenta
riesgos de desaparecer en la zona y se garantiza su mantenimiento genético durante un
alto nimero de generaciones. En éste sentido, los datos obtenidos para la viabilidad en
términos genéticos proyectados en tiempos generacionales, indican que la poblacion CP

es la mas estable seguida por ES, MT y EC.

El mantenimiento de la diversidad genética, es dependiente en buena medida del tamafio
efectivo de la poblacion (Loveless y Hamrick, 1984), por lo que se deben generar
estudios que contemplen caracteres genéticos y demograficos para establecer estrategias
adecuadas de conservacion (Lande, 1988; Oostermeijer, et al., 2003). Cabe sefialar que
los tres sitios con mayor riqueza alélica son también los asociados a planicies, ya sea de
encinar o pastizales en el mismo gradiente altitudinal, estudios demograficos posteriores
en la zona como los realizados para las especies Q. eduardii y Q. potosina (Alfonso
Corrado et al., 2007) podrian contribuir a identificar cuéles son los sitios de mayor
tamafio poblacional y aquellos donde ocurre el mayor reclutamiento de plantulas y con
esto hacer una asociacion entre el tamafio poblacional, el éxito reproductivo, la
permanencia generacional de los individuos en cada sitio y la diversidad alélica, para

proponer estrategias adecuadas de conservacion.

En términos de conservacion el sitio ES, retne los criterios de alta riqueza alélica,
presencia de mayor nimero de caracteres exclusivos, alto nivel de flujo génico y
similitud genética con el resto de los sitios. Ademas de que es el sitio mas probable de
ser el fundador del resto de los sitios. En ES se encuentran representados el 62% de los
alelos identificados en el estudio. Por todo lo anterior, el sitio ES es prioritario para la
conservacion en la Sierra Fria de Aguascalientes. Sin embargo, si los esfuerzos de
conservacion se dirigen hacia éste sitio, se corre el riesgo de perder alelos exclusivos

como pueden ser los de MT, el cual es el sitio con mayor aislamiento en términos de
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flujo génico y distancia genética, el aislamiento reproductivo puede derivar en
adaptaciones locales (Abbot et al, 2008) y si las adaptaciones locales se pierden, se
corre el riesgo de perder el potencial adaptativo de la especie en la zona. Por lo que se
propone que el esfuerzo de conservacion se dirija de forma prioritaria hacia la
conservacion del sitio ES y en segundo término de MT, para conservar tanto la mayor
riqueza alélica como la mayor cantidad de alelos exclusivos. Si la intensidad del flujo
génico permanece como hasta hoy, el sitio EC puede permanecer como un corredor de
alelos entre los sitios ES y MT y se propone como tercer sitio prioritario para la
conservacion ecoldgica. Como CP tiene la menor cantidad de alelos representados y
podria ser el sitio de colonizacion mas reciente y en términos genéticos es muy similar a
ES, es el ultimo sitio al que se podria dirigir un esfuerzo de conservacion. Cabe sefalar
que se necesitarian datos relacionados a la demografia de las poblaciones para planear

estrategias sobre la viabilidad a largo plazo de cada uno de los sitios.

En un estudio reciente (Chapa-Bezanilla et al., 2008), se han cuantificado los cambios
de uso de suelo en la zona mediante el analisis de fotografias aéreas y de satélite, en
donde se propone que desde 1956 hasta 1993, el bosque no se ha reducido ni
aumentado, es decir la cobertura se mantiene constante, sin embargo dentro del mismo
estudio se propone que en términos de degradacion de habitat, en la Sierra Fria de
Aguascalientes, hay una tendencia en aumento para la fragmentacion de los bosques, de
la misma manera, se identifica que el sitio EC se encuentra en una zona con alto riesgo
de desaparecer producto del cambio de uso de suelo, por la generacion de pastizales
inducidos de uso ganadero. Estudios demograficos realizados en la zona para las
especies Q. potosina 'y Q. eduardii (Alfonso-Corrado et al., 2007), identifican que la
tasa de crecimiento calculada asegura la permanencia de las especies en la zona, sin
embargo si se extrae alrededor del 5% de los individuos, se corre el riesgo de que las

poblaciones se pierdan a través de las generaciones.

Ambos estudios refieren que la zona es muy vulnerable ante las actividades humanas y
se corre el riesgo de perder encinares a corto, mediano y largo plazo. En la Sierra Fria
de Aguascalientes la pérdida de encinares producto de la fragmentacion del hébitat por
cambio de uso de suelo y la extraccion de encinos de sus habitats naturales, representan
un riesgo para la distribucion de Q. grisea. El identificar los sitios mas importantes para
la conservacion ecoldgica es un paso muy importante para definir las estrategias de

conservacion, en éste sentido, se ha identificado en el presente estudio que la especie Q.
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grisea no ha sufrido consecuencias genéticas asociadas a la fragmentacion del habitat y
se han categorizado los sitios mas importantes para la conservacion. Esta es una
oportunidad Unica para tomar decisiones que nos permitan mantener no solo los
encinares de (). grisea, sino promover estrategias adecuadas que permitan un manejo
adecuado de los bosques, para seguir obteniendo los servicios ambientales que prestan a

la sociedad para todo el estado de Aguascalientes.
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CONCLUSIONES.

La variabilidad genética medida en términos de diversidad alélica es alta para la especie

Quercus grisea en la Sierra Fria de Aguascalientes.

En términos genéticos los cuatro sitios de distribucion se comportan como una sola
poblacion ya que no estan estructurados genéticamente y en conjunto se encuentran en

equilibrio entre homocigos y heterdcigos.

En la especie Q. grisea predomina un patréon reproductivo obligadamente sexual en

términos genéticos.

En la Sierra Fria de Aguascalientes, la diferenciacion entre los sitios esta mas asociada a

la mutacion que a la deriva genética entre los sitios de distribucion de Q. grisea.

Los sitios de “El Cepo”, “Entrada a la congoja” y “Mesa el sapo” pueden considerarse
en términos genéticos como un solo grupo reproductivo, siendo el sitio de “Mesa

Montoro” el mas aislado genéticamente.

En la Sierra Fria de Aguascalientes los procesos de polinizacion y dispersion son muy
efectivos para el mantenimiento de la diversidad genética y estan asociados a un patrén
anisotropico, con un componente principal en direccion Norte-Sur y en segunda

instancia Oeste-Este.

El sitio ES es el mas probable de ser el mas ancestral y el que dio origen al resto de los

sitios.

No se detectaron consecuencias genéticas asociadas a la fragmentacion del habitat como

procesos intensos de endogamia, estructura poblacional o baja diversidad alélica.

En términos de conservacion el sitio de distribucién mas importante es el de “Mesa el

Sapo”

Hace falta generar estudios demograficos para complementar el estudio genético y

promover estrategias adecuadas para la conservacion ecologica de Q. grisea.
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APENDICE I

Extraccion de DNA por el método DNeasy Plant Kit (QIAGEN).

1. Moler con nitrégeno liquido un fragmento de hoja de 2 X 2cm hasta obtener un polvo fino y
transferir el polvo a un tubo eppendorf de 1.5ml (se obtienen aproximadamente 500 a 800ml de

volumen de polvo.

2. Agregar 400ul de la solucion AP1 y 2ul de RNasa A. Agitar con vortex 10 segundos e

incubar a 65° C durante 10min. Agitar 2 o 3 veces durante la incubacion.
3. Agregar 130ul de la solucion AP2 e incubar Smin en hielo.

4. Centrifugar 15min a 14,000rpm.

5. Transferir el sobrenadante a la columna lila (shedder).

6. Centrifugar 2min a 14,000rpm.

7. Recuperar el filtrado y transferir a un tubo eppendorf de 1.5ml, cuidando de no tomar

cualquier pastilla de filtrado que llegara a formarse. Se obtienen de 400 a 450l de filtrado.

8. Agregar 1.5 volumenes de la solucion AP3E (binding buffer) al tubo eppendorf

(aproximadamente 625ul) e invertir varias veces.

9. Agregar 750ul de la mezcla a la columna blanca y centrifugar 1min a 8,000rpm. Decantar el

filtrado.

10. Agregar el resto de la mezcla a la columna blanca y centrifugar 1min a 8,000rpm. Decantar

el filtrado.

11. Agregar 500ul de la solucion AW a la columna blanca y centrifugar 1min a 8,000rpm. Para
el lavado de DNA.

12. Agregar 500ul de la solucion AW a la columna blanca y centrifugar 2min a 14,000rpm. Para

secar la membrana.
13. Transferir la columna blanca a un tubo eppendorf de 1.5ml

14. Agregar 100ul de la soluciéon AE preincubada a 65° C e incubar Smin y centrifugar 1min a

8,000rpm para eluir el DNA.

15. Repetir paso anterior y almacenar a -20° C.
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