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RESUMEN

Salix humboldtiana es un de arbol ripario con amplia distribucién en América, desde el norte
de México hasta la Patagonia (Argentina). A pesar de que el género Salix es un componente
importante de este tipo de ecosistemas en México, existen pocos estudios relacionados con
diversidad y flujo genético entre poblaciones o entre diversas especies del género, tanto
introducidas como nativas. El objetivo de este estudio fue determinar si existe estructuracion
genética en las poblaciones de esta especie en tres regiones hidroldgicas del pais: Ameca,
Balsas y Lerma. Asimismo, se exploré si dentro de las regiones hidroldgicas existen grupos
genéticos diferentes y si hay flujo génico entre regiones/grupos. En total, se caracterizaron
117 individuos de 20 localidades diferentes. Dependiendo del método utilizado se
encontraron entre tres (Structure) y ocho (Geneland) grupos genéticos. Estos grupos
concuerdan con dos niveles jerarquicos de estructuracién, un nivel general basado en las
regiones hidroldgicas y dentro de éstas una estructuracion basada en las cuencas dentro de
cada region. Utilizando siete microsatélites nucleares (cuatro dinucleétidos simples y tres
compuestos) y uno de cloroplasto se identificaron 79 alelos, de los cuales 28 resultaron ser
Unicos para alguno de los ocho grupos genéticos obtenidos con Geneland. La diversidad
genética de la especie (Ho) fue de 0.508, la cual se encuentra dentro de los valores
encontrados para otras especies del género Salix. Mediante el programa MIGRATE el
modelo de migracion que presentd la mayor probabilidad fue donde los grupos genéticos de
Amecay Lermay Ameca y Balsas presentan flujo genético entre ellos. Sin embargo,
tomando en cuenta la estructuracién genética obtenida utilizando los datos del cloroplasto y
los microsatélites nucleares dinucleotidos, los grupos Ameca y Balsas se asocian formando
un solo grupo, por lo que se sugiere gue esta comparticion de alelos entre dichos grupos se
debe a la retencion de polimorfismos ancestrales por separacion incompleta de linajes y no a
procesos de migracion. Debido a que la probabilidad de los diferentes modelos fue muy
baja, dichos resultados deben ser interpretados con precaucion. Esto puede deberse a dos
factores: la baja cantidad de loci polimérficos encontrados (siete loci) y/o la posible ausencia
de localidades intermedias entre las regiones estudiadas. Finalmente, la estructuracién de los
datos tomando en cuenta todos los loci nucleares, mostraron consistentemente tanto en
Geneland como Structure que las localidades de Cotija y Tocumbo (parte del rio Itzicuaro), y

Jiquilpan (rio Sahuayo), presentan genotipos mezclados entre dos grandes grupos Lerma 'y



Ameca. Lo anterior puede significar que el flujo genético entre estos dos grupos es mas
reciente y pudo haber sucedido después de que se separaran las cuencas por actividad

volcéanica.



ABSTRACT

Salix humboldtiana is a riparian tree distributed from northern Mexico to Patagonia
(Argentine). While the genus is an important component of these ecosystems in Mexico, there
are very few studies related to genetic diversity and gene flow among different populations or
species both introduced or native. The objective of my study was to determine if there is
genetic structuring among populations from three hydrology regions in the country: Ameca,
Balsas and Lerma. Also, | explored if withing hydrology regions | could identify distinct genetic
groups and if there is gene flow among regions and/or groups. In total | genotyped 117
individuals from 20 localities. Depending on the approach used | found between three
(Structure) and eight (Geneland) genetic groups. These groups correspond with two
hierarchical levels, one based on hydrological regions and a nested one based on the
watershed structure within these regions. Using seven nuclear microsatellites (four consisting
of simple dinucleotides and three compounded) and one from the chloroplast | identified 79
alleles from which 28 were unique to one of the eight Geneland groups. Species genetic
diversity (Ho) was 0.508, which is close to the estimates found for other Salix species. Using
the program MIGRATE the migration model with the highest probability was the one in which
the genetic groups from Ameca and Lerma and from Ameca y Balsas show gene flow among
them. On the other hand and talking into account the genetic structure found with the
chloroplast microsatellites and the nuclear dinucleotide microsatellites, Ameca and Balsas
formed a single group which suggests that this allele sharing is due to retention of ancestral
polymorphisms due to incomplete lineage sorting and not to migration processes. Since the
probability of different models was very low, these results should be interpreted with caution.
This could be due to two factors: the low number of polymorphic loci found (seven loci) and/or
to the possible absence of intermediate sampling localities within the studied regions. Finally,
data structure talking into account all nuclear loci showed consistently both with Geneland
and Structure that sampling localities Cotija y Tocumbo (part of Itzicuaro river), and Jiquilpan
(Sahuayo river), showed admixed genotypes from the two main groups Lerma and Ameca.
This could mean that gene flow among these two groups es more recent and could have

happened after the watersheds got separted due to volcanic activity.



I. INTRODUCCION

1.1 El andlisis de la variacién genética como herramienta para estudiar la historia evolutiva de

las especies.

Se entiende por variacion genética toda aquella alteracién que modifique la secuencia de
nucledtidos del material genético o la estructura de los cromosomas. Esta variacion ocurre en
la forma de sustituciones nucleotidicas, inserciones o deleciones de fragmentos como los
transposones, o duplicaciones del material genético (Wayne y Miyamoto, 2006). La variacion
genética de una poblacion esta determinada por su historia evolutiva y es consecuencia de
las interacciones entre diferentes factores, generando la evolucién de las poblaciones
(Hedrick 2005).

La mutacion es la fuente fundamental de variacion genética, ya que conduce a cambios
directos en el genoma y a la creacién de nuevos alelos en las poblaciones (Freeman y
Herron 2002, Griffiths et al. 2004). El flujo génico es el proceso por el cual los genes se
mueven de una poblacién a otra, mediante la migracion de gametos o individuos.
Dependiendo de su intensidad y duracion, el flujo génico permite la diferenciacion u
homogenizacién de las poblaciones, estableciendo una relacion entre éste y la estructura
génica (Griffiths et al. 2004, Rodriguez et al. 2004). La recombinacion permite mezclar los
genes que forman pares alélicos y repartirlos en distintas combinaciones. Al igual que como
ocurre con la mutacion, la recombinacion se considera como una fuente de variacion
hereditaria (Griffiths et al. 2004). La deriva génica se interpreta como cambios al azar en las
frecuencias de los alelos o de los haplotipos de una generacion a otra debido al tamafo finito
de las poblaciones. Mientras mas pequefia sea una poblacion la deriva génica actuara mas
rapido fijando o desapareciendo un alelo de la poblaciéon (Futuyma 2005). Por otra parte, la
seleccién natural es el proceso por el cual los alelos en ciertas combinaciones genotipicas,
aumentan la sobrevivencia y la reproduccion de los individuos, lo cual lleva a que dentro de
dichas poblaciones aumente gradualmente la frecuencia de dichos alelos en generaciones
sucesivas (Harlt y Clark 2007).



La genética de poblaciones es considerada como el estudio de la variacion genética en las
poblaciones, asi como de los procesos evolutivos que afectan a dicha variacion en tiempo y
espacio (Hedrick 2005). Para poder hacer el estudio de dichos cambios la genética de
poblaciones se basa en un modelo donde ninguno de las fuerzas evolutivas existe (mutacién,
migracion, seleccion, deriva génica y apareamiento selectivo): el equilibrio de Hardy-
Weinberg (HW). Dicho modelo permite explicar los aspectos fundamentales de la genética de
poblaciones, describiendo las condiciones genéticas de las poblaciones cuando éstas se
encuentran en equilibrio, es decir, sin cambios en las frecuentas alélicas a través de las
generaciones (Griffiths et al. 2004). Otros supuestos del modelo incluyen la existencia de
poblaciones con: organismos diploides, generaciones discretas (no existe sobrelapamiento
de generaciones), sin diferencias entre las frecuencias de machos y hembras y genes no
ligados al sexo. A partir de esta la comparacion con este “modelo nulo” de evolucion, se
pueden investigar y deducir las causas que originan que una poblacion se desvie de dicho
equilibrio, prediciendo los procesos evolutivos que afectan la estructura genética en las
poblaciones (Freeman y Herron 2002, Allendorf y Luikart 2006). El equilibrio de Hardy-

Weinberg se expresa mediante la expansion del binomio:
(p+q)® =p*+2pa+q°=1, p + q =1

El cual incluye las frecuencias genotipicas esperadas en una poblacion diploide para un solo

locus, y describe la frecuencia genotipica para los homocigotos, asi como la del heterocigoto:
p = f (A) frecuencia del alelo A; q = f (a) frecuencia del alelo a
p?= f (AA) =D frecuencia del genotipo AA; g°= f (aa) = R frecuencia del genotipo aa

2pg=f (Aa) = H frecuencia del genotipo heterocigoto Aa

1.2 Estimacién de la diversidad genética.

Existen diferentes formas de estimar la diversidad genética de una poblacion. Una de ellas y
la mas importante es la heterocigosis, que es una medida que describe la variacidon genética
en un unico locus o en un numero determinado de loci, y puede ser estimada de diferentes

maneras (Hedrick 2005). Por ejemplo, la heterocigosis esperada, es la proporcion de



heterocigos en una poblacion cuando esta se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg
(Hg); dado que los individuos de especies diploides presentan dos estados alélicos idénticos

(homocigoto) o diferentes (heterocigoto) para un locus determinado (Hedrick 2005).

n
He = 12 p;

i=1

Donde:
He= heterocigosis esperada
pi?= proporcién de homocigotos esperados para el alelo i

Estimador de la heterocigosis observada (Ho): en poblaciones con apareamiento aleatorio, la
heterocigosidad observada es cercana a la heterocigosidad esperada bajo el modelo tedrico, pero en
aqguellas poblaciones que presentan desviaciones con respecto al equilibrio de Hardy-Weinberg, la

heterocigosidad observada puede ser calculada como (Hedrick 2000):

n
Ho = ZPU
Donde: i

Ho= heterocigosis observada

pij= frecuencia del genotipo i
1.3 Estructura genética de las poblaciones

Las poblaciones naturales generalmente no se encuentran genéticamente aisladas, ya que
regularmente intercambian genes en menor o mayor grado. Este fendmeno se conoce como
flujo génico y homogeneiza las frecuencias génicas entre las subpoblaciones de una especie
(Futuyma 2005). Por otro lado, cuando una especie llega a tener una distribucion muy
amplia, puede ocupar sitios separados por barreras geograficas que impiden el movimiento
de genes, lo cual subdivide a las poblaciones y lleva a la diferenciacion de las mismas
(Hedrick 2005).



Bajo algunas condiciones climaticas y geograficas, las poblaciones pueden crecer y expandir
su distribucién geogréfica y es posible que logren dispersarse a otras areas. Estas
variaciones en el tamafio de las poblaciones, y las dinamicas de extensién y contraccién de
las areas donde se distribuyen, pueden contribuir a crear diferencias geograficas en la
frecuencia de los alelos a través de procesos como la deriva génica, los cuellos de botella o
el efecto fundador (Bensch y Hasselquist 1999). Otro fendbmeno que contribuye al cambio en
las frecuencias genotipicas es el sistema de apareamiento que existe dentro de las
poblaciones que componen una especie, ya que es dentro de las mismas donde ocurren la
mayoria de los apareamientos (Harlt y Clark 2007). Si las poblaciones de una especie son
pequefas y se encuentran aisladas de otras poblaciones es probable que la mayoria de los
apareamientos ocurran entre individuos genéticamente relacionados; a este fendmeno se le
conoce como endogamia. Cuando esto sucede, la frecuencia de homocigotos en la poblacién
se incrementa y la frecuencia de los heterocigotos disminuye en relacion a las proporciones
del apareamiento al azar (Hardy-Weinberg), lo cual puede llevar a la disminucién de la
variabilidad y de la adecuacion media de la poblacion produciendo depresion por endogamia
(Figura 1; Harlt y Clark 2007). Los cambios genotipicos causados por la endogamia afectan
todos los loci en el genoma, pero su efecto en las frecuencias genotipicas puede

desaparecer rapidamente si el sistema de apareamiento se modifica (Hedrick 2005).

, A) B)
P1: +n/+n X Cyfcn bw
120 T T T T T
. D 100 — Exogamia _|
Fa: Cy/+n X Cy/bW ] ] —&— Endogamia
| de lalinea n+1 80 |} ,
T 1 | —
D
Fo: bw/+n X Cy/+n bw’/+n X Cy/+mn N 60
40
Fa: +n [ +n Cy/+n +n/+n+1 C,V/"'" 20
bwD/+n bWD/+n+1
Entrecruza Control Exocruza Control 0.0 '0,‘2 '0,'4 06 08 1 12 14 16 18 20
25% 50% 25% 50% Viabilidad

Figura 1. Experimento de cruzas de Drosophila melanogaster de Greenberg y Crow (1960). A) Disefio
experimental de cruzas. El objetivo de dichas cruzas era generar lineas de moscas que fueran completamente
homocigas en el segundo cromosoma. B) La viabilidad de dichas moscas es comparada con otras en las que
los segundos cromosomas son elegidos independientemente en la naturaleza. Imagenes modificadas de
Gillespie (2004).



1.4 Biogeografia y filogeografia evolutiva

La biogeografia evolutiva integra datos filogenéticos, moleculares, paleontologicos y de
distribucién para descubrir patrones biogeogréficos y evaluar los cambios histéricos que los
han moldeado (Morrone 2010). La filogeografia es una rama de la biogeorafia que trata de
los procesos que rigen las distribuciones geograficas de los linajes genealdgicos o
filogenéticos, principalmente dentro y entre especies con relaciones cercanas. Esta disciplina
tiene que ver con la distribucion espacial de los linajes de genes, asi como de eventos
histéricos y filogenéticos (Avise et al. 1987, Avise 2000); o bien es mencionada como parte
de la biologia evolutiva, siendo el parte aguas entre la microevolucion (relaciones

tocogenéticas) y la macroevolucién (relaciones jerarquicas; Dominguez-Dominguez 2009).

En un principio la filogeografia se utiliz6 como una herramienta para establecer patrones
evolutivos entre las poblaciones de una misma especie. Sin embargo, también es util para
descubrir eventos historicos, como la fragmentacion de habitats o la expansién en la
distribucion de las especies, eventos de migracion, extincion de linajes génicos en
determinadas areas, etc. (Hardy et al. 2002). Adicionalmente es posible utilizarla para inferir
parametros demograficos histéricos como la presencia, intensidad y duracion de cuellos de
botella, el tamafio efectivo de las poblaciones, la secuencia de colonizacién, las trayectorias
evolutivas, o para identificar unidades prioritarias para la conservacion. Finalmente, el estudio
comparado de los patrones filogeograficos de varias especies o poblaciones co-distribuidas
contribuye a plantear hipétesis sobre posibles eventos comunes de vicarianza o dispersion y
a identificar las causas geoldgicas, ecolédgicas o etoldgicas que pudieron haber influido en
ellos (Lanteri y Confalonieri 2003). Tal es el caso de la gran diversidad de especies de

ciclidos en el lago Victoria (zona centro-oriental de Africa) (Verheyen et al. 2003).
1.5 Filogeografia de plantas

Las plantas cuentan con una gran variedad de caracteristicas interesantes para realizar
estudios de filogeografia (Avise, 2007). En particular, permanecen inmoviles y, por lo tanto, la
distribucién espacial tiene una importancia central en su estudio y facilita considerablemente
su muestreo (Silvertown y Charlesworth 2001). Sin embargo, las plantas con semilla pueden
mover sus genes a través de dos formas durante fases cortas pero criticas en su desarrollo:

antes de la fertilizacion a través del gametofito masculino (polen) y después en el esporofito



joven a través de semillas. En las angiospermas y gimnospermas el polen juega un papel
importante al conectar las poblaciones a través del flujo génico, mientras que las semillas (u
otras partes vegetales) son necesarias para el establecimiento y permanencia de nuevas
poblaciones. En consecuencia, los genes heredados por via materna (los cuales no se
transmiten a la siguiente generacion por el polen) pueden ser de gran importancia para
esclarecer las dinamicas espacio temporales de las poblaciones en plantas (Petit y
Vendramin 2007). Sin embargo, enfocarse en un gen o genes heredados de forma
uniparental puede llevar a conclusiones erroneas ya que solo reflejan una parte de la historia

evolutiva de la especie (Godinho et al. 2008).

En un estudio filogeografico no sélo es importante considerar el tipo de herencia del o de los
marcadores moleculares a utilizar, sino también la resolucion cronoldgica de los mismos.
Mientras mas rapida sea la tasa de mutacién de un marcador, mas recientes seran los
eventos que se puedan estudiar. En el pasado, la mayoria de los estudios filogeograficos se
realizaban con marcadores de ADN mitocondrial y ADN de cloroplasto (Avise 2000). Sin
embargo, dichos marcadores ademas de tener una herencia uniparental, suelen tener tasas
de sustitucion lentas, con respecto a otros marcadores nucleares como los microsatélites.
Para tener una visibn mas amplia de los procesos evolutivos que han influenciado a una
especie es recomendable hacer uso de marcadores con diferentes tipos de herencia y tasas
de mutacion (Koskinen et al. 2002, Huertz et al. 2004).

1.6 Flujo genético en plantas

Por otro lado, la estructuracion genética de las poblaciones y en ultima instancia el
establecimiento de linajes evolutivos independientes se encuentra fuertemente influido por
los procesos de intercambio genético, dentro y entre poblaciones (Hamrick y Schnable 1985).
Existe una gran cantidad de factores ligados a la ecologia reproductiva de las plantas que
influyen en la naturaleza de dicho intercambio. Por ejemplo, el sistema de apareamiento, el
cual puede ir de un sistema en donde no existen barreras reproductivas que impiden el flujo
génico entre poblaciones o especies diferentes como es el caso de varias especies del
género Quercus (Schaal et al. 1998). En el otro extremo se encuentran especies como
Taraxacum officinale, que en poblaciones de Norte América se reproduce

predominantemente por apomixia (partenogénesis). En dichas poblaciones, la reproduccion



asexual ha dado como resultado una sobrerrepresentacion de genotipos ampliamente
distribuidos (Van der Hulst et al. 2000).

El mecanismo por el cual los genes migran también puede ser importante para determinar el
intercambio genético. Los patrones de dispersion se ven influenciados por variaciones
espaciales y temporales en los sistemas de apareamiento (Hamrick 1987; Hamrick y Godt
1990). Por ejemplo, las variaciones en las tasas de entrecruzamiento y/o de autopolinizaciéon
pueden depender de variaciones geograficas o estacionales en la distribucién de los
polinizadores, conduciendo a diferentes patrones de intercambio genético entre poblaciones
dentro de la misma especie a través del tiempo (Schaal et al. 1998).

1.7 Marcadores moleculares

Se denominan marcadores moleculares a aquellas biomoléculas, basicamente ADN o
proteinas, que pueden funcionar como caracteres cualitativos o cuantitativos (relacionados
con diferentes rasgos genéticos heredables), permitiendo detectar diferencias y similitudes
(polimorfismos), presentes en los organismos de los que provienen. Estos marcadores
permiten evaluar la variacion presente entre organismos de poblaciones de una especie
(Avise 1994, Li 2000, Freeman et al. 2002).

Uno de los marcadores que mas recientemente han sido utilizados, no sélo para estudios
genéticos, sino para estudios ecoldgicos que involucran la estimacién de tasas de migracion,
tamanos poblacionales, cuellos de botella, estudios de paternidad y consanguinidad, entre
otros, son los microsatélites. Los loci de microsatélites son repeticiones en tandem de
segmentos cortos de ADN, tipicamente de 1-5 bases en longitud. Los microsatélites tienen
ciertas ventajas sobre otros tipos de marcadores ya que combinan alta variabilidad con altas
tasas de mutacion y una herencia codominante (microsatellites nucleares). Su polimorfismo
radica en las diferencias en el nUmero de repeticiones, que permite diferenciar alelos por su
longitud. Esto hace que los microsatélites sean considerados como un marcador molecular
muy Util para detectar variacién genética, a tal grado que es posible identificar individuos de
una poblacién con unos pocos loci (Jarne et al. 1996, Goldstein y Schlotterer 2000, Lougheed
et al. 2000, Selkoe y Tioonen 2006).



1.8 Dinamica de las comunidades riparias

Se conoce como bosque de galeria, bosque ripario o vegetacion riberefia, a las comunidades
arbéreas que se desarrollan a lo largo de corrientes de agua mas 0 menos permanentes, las
cuales mantienen la integridad de los rios, arroyos y riberas (Rzedowski 1994; Norris 2001).
Debido a la proximidad y la interaccion de los cuerpos de agua, la vegetacion riberefia tiene
una forma lineal caracteristica y constituye una zona de transicion entre los sistemas
terrestes y acuaticos (Naiman y Décamps 1997, Naiman et al. 2001, Rosales et al. 2001,
Ward et al. 2002)

Los grandes rios siempre han sido sistemas dificiles de estudiar debido a sus dimensiones y
su sorprendente dindmica espacial y temporal. Junk et al. (1989) postulan que la dinamica
del sistema formado por el rio mas su llanura aluvial esta controlada fundamentalmente por
el llamado “pulso de inundacién”. Este concepto fue reformulado posteriormente por Neiff
(1990) para quien la fase de sequia es tan importante como la de inundacion en el control de
muchos procesos del sistema, resultando por esto el concepto de “pulso de inundacion-
sequia” o, simplemente pulso. Creando un sistema dinamico en el cual los disturbios en las

comunidades de dicho habitat son comunes (Liotta 2001).

El patron temporal de pulsos en los corredores riparios se encuentra estrechamente
relacionado a las condiciones climaticas, en particular con la distribucion estacional de
precipitacién y cuando ocurre, con la duracion del deshielo (Karrenberg et al. 2002). Por
ejemplo, en los sistemas donde la mayor proporcion del flujo es producto del deshielo,
regularmente existe un fuerte patron estacional. Dichos regimenes de descarga han sido
descritos para muchos rios de Norte América (Mahoney Rood 1998, Cooper et al. 1999,
Taylor, Wester y Smith 1999). En dichos ecosistemas, el periodo maximo de caudal es
altamente predecible y la historia de vida de los organismos se encuentra ajustada a la
regularidad en el ambiente. En otros sistemas, como por ejemplo el rio Tagliamento (Italia), la
estacionalidad se encuentra lejos de ser predecible. En dicho rio se combinan dos factores:
el flujo proveniente del deshielo en primavera y otros causados por la aparicién de copiosas
lluvias, las cuales pueden ocurrir en cualquier momento del afio (Figura 2; Edwards et al.
1999).



Dicha dinamica de sequia-inundacion genera la existencia de parches de habitat efimeros en
donde el proceso de colonizacion y extincidon es recurrente, condicionando a que varias
especies de arboles desarrollen estrategias adaptativas para colonizar exitosamente dichos
hébitats. Estas estrategias incluyen la dispersion de sus semillas por agua, viento y animales,
asi como la reproduccion asexual producida por propagulos vegetativos o esquejes (ramas y
troncos; Naiman y De’camps 1997). Los parches de vegetacion pionera, en los cuales las
Salicaceas juegan un rol importante, duran con frecuencia poco tiempo. Por ejemplo, se
encontro que pocos arboles de la llanura aluvial activa del rio Maggia (Suecia) excedian los
20 afios (Bayard y Schweingruber 1991). En la zona activa del rio Tagliamento, NE de lItalia,
la edad promedio de los arboles mas viejos fue de sélo 8.4 afios (Karrenberg et al. 2003) y
hubo pocas islas cuya vegetacién boscosa fuera mayor a 20 afios. Sin embargo, donde las
condiciones de descarga son estables por un periodo de tiempo méas extendido, como en las
terrazas mas viejas de la llanura aluvial y en muchas llanuras costeras (Hupp 2000), las
comunidades de arboles pioneros son reemplazadas por bosques secundarios como por
ejemplo los de los géneros: Acer, Ulmus y Fraxinus (Barnes 1985, Ellenberg 1996, Friedman,
Osterkamp y Lewis 1996) o, en las regiones boreales, por coniferas (p.ej. Farjon y Bogaers
1985, Helm y Collins 1997, Nakamura, Yajima y Shun 1997).

Figura 2. Representacion esquematica de la regeneracion arbérea (principalmente Salicaceas) en la
zona activa de rios a) trenzados y b) meandricos. En la imagen se aprecian arboles y arbustos de diferentes
tamafios a lo largo del curso del agua (gris). En las corrientes con forma trenzada, las Salicaceas crecen
principalmente en las islas y a lo largo del margen del rio en la zona activa. Las especies de arboles crecen en
grupos mixtos, sin embargo es posible observar una diferenciacién entre las especies de arboreas, las cuales
tienden a crecer en el interior de los parches de vegetacion, mientras que las arbustivas se encuentran
confinadas a los parches en el margen. Generalmente el tipo de rio trenzado corresponde a sistemas con fuerte

estacionalidad en el flujo de agua. Tomado de Karrenberg (2002).



Il. ANTECEDENTES

2.1 Ecosistemas dulceacuicolas del centro de México: Ameca, Balsas y Lerma.

Los ecosistemas de agua dulce en el centro de México se caracterizan por el dinamismo de
Su génesis, destruccion y compartamentalizacion inducida por la intensa actividad tecténica y
volcanica de la region. Su rasgo principal es la Mesa Central, una elevacion grande y aislada
gue incluye la geolégicamente activa Faja Volcanica Transmexicana (TMVB por sus siglas en
inglés), la cual es definida como el limite o area de transicidn entre las provincias Neartica y
Neotropical (Corona et al. 2007).

Dentro de la Mesa Central la region hidrolégica mas importante es la del Lerma, la cual se
encuentra incluida en su totalidad. Otras cuencas que se encuentran dentro de la Mesa
Central son las del Valle de México, Chapala, Cuitzeo, Patzcuaro, Zirahuen, Zacapu y Cotija;
asimismo también incluye las partes altas y algunos tributarios de las regiones del Panuco,
Balsas, Coahuayana, Armeria y Ameca, asi como el rio Verde, tributario del rio Santiago.
Dentro de estas cuencas se encuentra la mayor cantidad de zonas lacustres del pais, las
cuales se encuentran en altitudes que varian entre los 1400 y los 2600msnm (Dominguez-
Dominguez 2009). La formacién de dichos lagos se ha visto fuertemente influenciada por dos
factores: el vulcanismo de la zona, el cual empez6 desde el Mioceno (12-7 Ma), y a los
cambios climaticos que han afectado la zona, principalmente durante el Pleistoceno (Ferrari
et al. 1999, Israde-Alcantara et al. 2010).

Muchos de estos lagos, como el de Chapala y Sayula, se formaron durante el Pleistoceno
debido a la interrupcién de drenajes por efecto del vulcanismo, lo cual propicio la formacién
de lagos con extensiones mayores a los de la actualidad (West 1964). Posteriormente, estos
lagos se fueron reduciendo por la erosion de cabeceras de los rios y la desecacion causada

por la acumulacion de sedimentos, resultando en vasos lacustres planos (Barbour 1973).

Estos cambios en la conformacion de las cuencas han servido para explicar el intercambio
genético de poblaciones entre diferentes regiones. Mediante el analisis de sedimentos
lacustres se ha inferido la existencia de una serie de conexiones entre el antiguo lago de
Chapala y los lagos San Marcos, Zacoalco y Atotonilco (Figura 3). Esto sugiere la posibilidad
de que la antigua salida del lago de Chapala fluia de Jocotepec a la cuenca de San Marcos
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(Miller y Smith 1986). Otros estudios sugieren que los lagos del centro de México estaban
conectados a la cuenca de Chapala. Este lago se encontraba unido a la cuenca del lago de
San Marcos y que posteriormente se unia al Rio Ameca, representando este rio la

desembocadura al mar del Rio Lerma. (Tamayo y West 1964, Barbour 1973).

Otro fendmeno importante en la zona es la captura o pirateria de rios. Esto ocurre cuando las
cabeceras de una cuenca, debido a eventos geoldgicos o de erosidn, pasan a formar parte
de otra cuenca. En la region de la Mesa Central la captura de tributarios del Lerma por parte
del Balsas y del Panuco ha sido ampliamente documentada por diversos autores (Miller y
Smith 1986, Dominguez-Dominguez et al. 2006a, 2008a). Por ejemplo, se plantea que las
cuencas de Tuxpan, Cupatitzio y Ario de Rosales, antiguos tributarios del Lerma, fueron
capturados por el Balsas en diferentes eventos geoldgicos (Tamayo y West 1964). Asi
mismo, se postula que el lago de San Juanico se formé por el taponamiento de un tributario
del lago de Chapala separandolo de este sistema (Alvarez 1963). Este tipo de conexiones no
solo se basa en evidencias geoldgicas, sino que ha sido ampliamente discutida y
corroborada por diversos estudios en organismos acuéticos de la zona (Mateos et al. 2002;
Doadrio y Dominguez 2004, Webb et al. 2004, Dominguez-Dominguez et al 2006 a,
Dominguez-Dominguez 2009, Corona-Santiago 2013).
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Figura 3. Sistemas dulceacuicolas del centro de México y eventos geolégicos. En azul claro se indica la
extension de los paleolagos durante el Mioceno- Pleistoceno y con color azul osbcuro, su extension actual. A:
Sayula, B: Magdalena C: Zacoalco-Ameca, SJ: San Juanico. Fallas y fosas representadas con lineas

punteadas. AM: Ameca, SM: San Marcos, CF y CT: Chapala-Tula, TC Corredor volcanico Tarasco, PG: Fosa

tectonica Penjamillo. Tomado de (Dominguez-Dominguez et al. 2008).

2.2 El género Salix

La palabra Salix deriva de las palabras celtas sallis: sal “cerca” y lis “agua” (Newsholme
2003). La familia de las Salicaceas contiene dos géneros Populus y Salix. EI género Salix
abarca entre 300 y 550 especies (Chao 1987, Cronquist 1988, Argus 1997, Fang et al. 1999,
Ohashi 2001, Newsholme 2003, Heywood et al. 2006, Mabberley 2008), de las cuales mas
de 200 son hibridos (Newsholme 2003). Es un género ampliamente distribuido en las
regiones frias y templadas del Hemisferio Norte, con algunas especies que se extienden a
Sudameérica y Africa (por ejemplo S. humboldtiana, S. mucronata). La mayor diversidad de
especies se encuentra en China (275 spp., Fang et al. 1999), el area que comprendia la

Union Soviética (107 spp., Skvortsov 1999), Norteamérica (103 spp., Argus 1997) y Europa
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(65 spp., Argus 1979). Skvortsov (1999) argumenta que el género se encuentra mas
distribuido en el norte de Eurasia y de América, aunque México tiene alrededor de 30

especies.

El género Salix consiste principalmente de arboles y arbustos deciduos con inflorescencias
en amentos, los cuales usualmente son rigidos y erguidos, extendidos, ocasionalmente
recurvados o raramente caidos (Newsholme 2003). Cada amento estd compuesto por un
determinado nimero de flores compactas, todas soportadas por una escama floral. Las
escamas florales son enteras, dentadas, glabras o con tricomas y varian de color
dependiendo de la especie (Weberling et al. 1981). Los sauces generalmente son dioicos,
aunque excepcionalmente las flores de un amento pueden ser bisexuales o0 una misma
planta puede producir amentos con flores masculinas y femeninas por ejemplo: S. martiana,
S. acmophylla (Rohwer y Kubitzki 1984,Rottenberg 2007).Su propagacion en vida silvestre
ocurre principalmente por semillas de manera sexual y asexualmente por medio de esquejes

(ramas o tallos) que pueden echar raiz después de caer al suelo (Newsholme 2003).

Para el género Salix, Argus (2010) propone la existencia de cinco subgéneros: Vetrix, Salix,
Chamaetia, Longifoliea y Protitea. Para comprobar esto Hardig et al. (2010) realizaron una
filogenia del género a partir de datos moleculares de secuencias ribosomales ITS
(espaciador transcripto interno) y secuencias de cloroplasto del gen matK, las cuales
muestran ciertas incongruencias. Los autores infieren que, dada la alta predisposicion del
género Salix a la hibridacién, es muy probable que la introgresion y el sorteo de linajes sean
los responsables de la distribucion actual de haplotipos en el género. En ambas filogenias S.
humboldtiana se encuentra en una posicion de divergencia temprana dentro del género
(Figura 4).

2.2.1 Hibridacion
Es bien conocida la existencia de hibridos naturales dentro de la familia de las Salicaceas,
siendo esta una de las pocas familias dentro de la cual la presencia de hibridos es muy
frecuente (Ellstrand, Whitkus y Rieseberg 1996, Newsholme 2003). Es por ello que las
relaciones filogenéticas dentro del género Salix son complicadas (Eckenwalder 1996,
Whitham et al. 1996, Argus 1997, Skvortsov 1999, Hardig et al. 2010). Histéricamente, los

cambios radicales en el ambiente como las glaciaciones y las inundaciones han predispuesto
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a que ocurran eventos de hibridacién (Rood et al. 2007, Lamit et al. 2011, Karrenberg et al.
2002, Fussi et al. 2010). Sin embargo, la hibridacion también puede ocurrir en areas donde
hay perturbaciones causadas por el hombre y la distribucién de una especie se expande
llegando a sobrelaparse con la de otra o donde se han plantado especies introducidas
(Broeck et al. 2005).

En la naturaleza, la hibridacion esta estrechamente relacionada con la evolucion reticulada
dentro de la familia Salicaceae. Un ejemplo es el que se muestra en el caso de Populus nigra
(seccion Aigeros), en donde el genoma de cloroplasto se encuentra mas cercanamente
relacionado al de P. alba L. (seccidén Populus), mientras que sus genomas nucleares son
divergentes. Esto sugiere la existencia de un evento antiguo de hibridacion que implic6 a P.
alba como progenitor materno y a P. nigra como paterno y uno o varios eventos posteriores
de retrocruza hacia poblaciones de P. nigra (Smith y Sytsma, 1990). En ocasiones, la
introgresion se ve limitada a unas pocas poblaciones en la zona de contacto de dos
especies. Por ejemplo, se ha observado que S. alba y S. fragilis intercambian genes
Unicamente en las poblaciones del Rhin (Alemania), mientras que en otras cuencas (por
ejemplo en Bélgica) las pozas genéticas de ambas especies se han mantenido

independientes (Triest et al. 2000).

14



ITS

Populus deltoides

A) — Chosenia arbutifolia ]
66

— 5. wolfii -
Subgenus Salix
S. chaenomeloides
7

Subgenus Vetrix

5
i
5. bebbiana £1

| 5. herbacea %2 Subgenus Protiten

— 5. sericea #1

59 C
S. magnifica
. >
— S. eriocephala #3 =
S. alaxensis Secuencias de [TS redundantes 3
56 5. taxifolia
70 3
S. exigua var. hindsiana
5. -,li.L'u',J,'icnrn_;ll_c
) Secuencias de ITS redundantes 1 _ |
— 8. eriocephala #1 = 1
A 5. cordata #1
| S. cordata #2 4
100 5. eriocephala #4
5. eriocephala #2 N
cephai Secuencias de ITS redundantes 4 1
68 ———— 5. sericea #2
— 5. bebbiana #2
S. triandra
S. floridana
90 S. acmophylia T
S. alba
95 — 3 lucida #1 5

5. lucida #2
‘_ S. pentandra #1
F' — 5. pentandra #2

70 - 1 |F-. humboldtiana *

| 5. amyedaloides

5. goodingii

Secuencias de ITS redundantes 2

0.005 sustitucions/sitio
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se encuentra sefialada con una flecha. Tomado de Hardig et al 2010.
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2.2.2 Salix humboldtiana

S. humboldtiana, mejor conocido como sauce criollo se caracteriza por estar conformado por
arboles o arbustos perennifolios o caducifolios de 5 a 25m de altura. Presentan hojas simples
y angostas con bordes aserrados y muy estrechos. Las flores se encuentran dispuestas en
amentos laxos. Las flores masculinas son de color verde amarillento y contienen de 3a 7
estambres, estas flores presentan un par de nectarios aunque algunas veces pueden
presentar mas. Por otro lado, las flores femeninas se forman en amentos mas cortos y suelen

ser verdes (Figura 5; Newsholme 2003).

S. humboldtiana, tiene varias adaptaciones morfoldgicas y fisiolégicas para sobrevivir en
ambientes riparios como son: la presencia de raices adventicias utilizadas en la absorcién de

nutrientes y oxigeno, en la atenuacion del escurrimiento y en el consiguiente aumento del

Figura 5. Salix humboldtiana. A: rama, B: detalle del amento femenino, C: flores femeninas, D: escama, E:
rama turional, F: estipulas, G: detalle del peciolo con estipula, H: detalle nervadura de la cara adaxial de la hoja
Tomado de (Méndez 2012).
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nivel del suelo (Depetris et al. 1992); la capacidad de reordenar el sistema radicular y el
follaje en respuesta a sedimentaciones a gran escala; la posibilidad de traslocar oxigeno
desde el tronco a las raices ubicadas en suelos que, después de inundados, se hacen
anoxicos (Neiff 1986; Neiff et al., 1985); y la gran capacidad de reproducirse vegetativamente
a partir de ramas quebradas. Por otra parte, es notable la peculiaridad que presenta esta
especie arbdrea en su reproduccion sexual, ya registrada por una serie de autores desde
hace varias décadas (Burkart 1957; Franceschi y Lewis, 1979). Las semillas germinan
alcanzando densidades de miles por metro cuadrado y producen plantulas que crecen rapida
y uniformemente. Sin embargo, no es comun encontrar bosques de S. humboldtiana
dispersos a lo largo de toda la llanura aluvial (Liotta 2001). Esto debido a que la distribucién
de las poblaciones de sauce en la llanura aluvial esta limitada por su nicho de generacion
(Grubb 1977), definido aqui como el conjunto de las condiciones necesarias para el
establecimiento de plantulas. Estas condiciones soOlo se encuentran en los bancos de arena o
islotes de reciente formacién, donde el sustrato himedo y poco consolidado, con buena
carga de nutrientes y alta disponibilidad de luz permiten el rdpido crecimiento de las
plantulas, con densidad suficiente de semillas (arrastradas por el agua y el viento; Neiff et al.
1985; Niiyama 1990). Debe tenerse en cuenta que la aparicion de bancos adecuados para la
colonizacion no es un fenémeno continuo. Por ejemplo, en un estudio realizado para
poblaciones de S. humboldtiana en una zona de 212 km? del Parana (Argentina) la formacion
de nuevos bancos con dichas caracteristicas corresponde a so6lo un 0.16% de la superficie
total (Liotta 2001).

Esta especie se distribuye de manera natural desde el norte México hasta el sur de
Argentina. En nuestro pais, dentro de la vertiente del Golfo se localiza desde el sur de Nuevo
Ledn hasta Tabasco, Campeche y Chiapas; mientras que en la vertiente del Pacifico habita
desde Durango hasta Oaxaca, en un rango de altitud muy variado siendo en general de los:

300 a 2,100 (2,500) msnm, aunque es posible encontrarla desde los 0 msnm (Figura 6).

Al ser una especie con fuerte asociacion a ambientes riparios, es sensible a las sequias y a
la contaminacién ambiental (atmosférica y edéfica) asi como al frio, ya que las heladas
causan dafos importantes a los tejidos (Batis et al. 1999). Como la mayoria de las especies
de sauce con un habito arbéreo, S humboldtiana tiene un genoma diploide con un nimero

bésico de cromosomas de 19 (Hunziker 1958).
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Figura 6. Distribuciéon de S. humboldtiana en México. Los puntos de referencia fueron obtenidos a partir de
los sitios de colecta de la Red Mundial de Informacion sobre Biodiversidad 2012) y localizacion de las regiones

hidrolégicas consideradas en este estudio: Ameca: Naranja, Balsas: Verde, Lerma: Azul.

Como ya ha sido mencionado anteriormente, el género Salix presenta un alto nimero de
especies hibridas. Se ha reportado la hibridacion de S. humboldtiana con otras especies que
han sido introducidas en Argentina desde Asia y Europa (Hunziker 1962). Debido a esto, es
posible que esta especie pueda hibridar con otras con las que comparte areas de distribucién

en México sin embargo, tal posibilidad no ha sido estudiada.

2.3 Justificacion

La mayoria de los estudios filogeograficos en plantas se han enfocado en el efecto que
tuvieron las glaciaciones del Pleistoceno sobre los cambios en la variacion y distribucion de
las especies. Pocos se han enfocado en el estudio de las especies de plantas que conforman
los ecosistemas riparios. Estas son un modelo interesante para realizar estudios
filogeograficos ya que, debido a su dependencia de cuerpos de agua, tienden a presentar un
patron de habitats dispersos, separados por grandes areas inhabitables (por ejemplo:

grandes planicies elevadas entro los valles de los rios; Macaya-Sanz et al. 2012). Como
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resultado, las poblaciones de las especies riparias tienden excepcionalmente al aislamiento y
generalmente presentan una marcada estructura genética a nivel regional (Cottrell et al.
2005, Fussi et al. 2010, Kikuchi et al. 2011 Macaya- Sanz et al. 2012).

La historia biogeografica de las regiones dulceacuicolas dentro de la Mesa Central es
inherente a los cambios tectdnicos, volcanicos y climaticos que han afectado la zona desde
el Mioceno temprano (West 1964, Ferrari et al. 2000). Estos procesos de interconexion,
captura, compartamentalizacion y aislamiento de cuerpos de agua han afectado las
relaciones evolutivas y filogeograficas de diversas especies dulceacuicolas (Dominguez-
Dominguez 2009). A pesar de ser una zona de gran interés evolutivo, la mayoria de los
estudios filogeogréficos en dicha regién se han enfocado a vertebrados, principalmente a los
peces de la familia Goodeidae (Pérez-Rodriguez et al 2009, Dominguez -Dominguez 2009,
Corona-Santiago 2013) y son pocos los que se han enfocado en las plantas de ecosistemas

riparios.

A pesar de que el género Salix es un componente importante de este tipo de ecosistemas en
México, existen pocos estudios relacionados con diversidad genética y flujo genético entre
poblaciones de nuestro pais. El estudio filogeografico de S.humboldtiana puede ayudar a
entender los procesos evolutivos que han afectado las cuencas y a otras especies riparias ya
que, a diferencia de los peces dulceacuicolas, cuenta con mecanismos que permiten la

migracion de genes sin la existencia de una interconexion entre cuerpos de agua.
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ll. HIPOTESIS

Dado que las poblaciones de S. humboldtiana se encuentran fuertemente asociadas a la
presencia de cuerpos de agua, se espera que la estructura de las poblaciones se encuentre
estrechamente relacionada con la distribucion y los cambios geoldgicos y climaticos de las
cuencas y las regiones hidrolégicas. En particular, y considerando la historia de las cuencas,
es posible que las poblaciones cercanas a cabeceras de cuencas compartan alelos que
serian producto de migracion. Principalmente, se espera que esto ocurra en la region
occidental del area de estudio donde confluyen las tres regiones hidrolégicas y debido a los
cambios geoldgicos que ha sufrido la region el fenbmeno de captura de cuencas es
recurrente. Por otro lado se espera que al comparar entre regiones exista un aislamiento por

distancia.

IV. OBJETIVOS

e Determinar si la estructura genética de las poblaciones de S. humboldtiana que se
encuentran en las regiones hidrolégicas de Ameca, Balsas y Lerma utilizando
microsatélites nucleares y de cloroplasto se encuentra asociada a la estructura

geografica de las mismas.

e Determinar si dicha estructuracion se encuentra dividida de manera jerarquica dentro

de la region e inferir si hubo flujo génico entre regiones hidrologicas y cuencas.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Colecta de material y extraccion de ADN

Se colectaron entre 6 y 19 individuos por localidad de S. humboldtiana en diferentes cuencas
de las regiones hidrologicas del Ameca, Balsas y Lerma (Figura 7, Anexo 1). Las muestras
fueron guardadas en bolsas de papel o Ziploc® y el material fue secado utilizando silica gel.
Se extrajo el ADN de 133 individuos utilizando el protocolo de extraccion CTAB (Vazquez-
Lobo 1996; Anexo 2).

Debido a la posible existencia de hibridacion con otras especies y dado que esto podria
afectar la estimacion de la estructura y diversidad de la especie, se tomaron en cuenta las
siguientes caracteristicas para diferenciar a S. humboldtiana de S. bonplandiana, especie
gue comparte areas de distribucién con la primera.

1. Hojas con el envés verde, igual que el haz, lineares o linear-lanceoladas, frecuentemente
falcadas, de (3) 5 a 14(16) cm de largo y de 5 a 15mm de ancho, con apice largamente
atenuado, base aguda, y margen serrulado...............ccoooiiii e S. humboldtiana.
2. Hojas con el envés glauco, lanceoladas o angostamente lanceoladas a elipticas. Ultimas
ramillas glabras o glabrescentes; hojas con el envés glabro, raramente piloso; peciolos
rojizos o verde-rojizos; inflorescencias axilares................cooeeeeeiiiiiiieiinnnn, S. bonplandiana.
(Carranza 2005).

Cualquier individuo que presentara caracteres intermedios entre especies fue descartado del

muestra
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Figura 7. Ubicacion de las 20 localidades colectadas para Salix humboldtiana y las regiones hidroldgicas a las que pertenecen. Azul:

region de Lerma, Verde: region Balsas, Naranja: region Ameca. Las diferentes tonalidades de colores muestran también el nombre de cada

subcuenca, a que regién pertenece y el nimero de corresponde al nombre de la localidad muestreada en dicha area (Anexol).
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5.2 Marcadores moleculares

Para analizar la estructura y diversidad genética de S. humboldtiana se probaron 16 pares de
primers para amplificar microsatélites nucleares; estos fueron disefiados inicialmente para las
especies de Salix burjatica (marcadores SB; Barker et al. 2003) y Salix arbutifolia
(marcadores Cha; Hoshikawa et al. 2009). Adicionalmente se probaron los 10 marcadores
para microsatélites (ccmp) de cloroplasto disefiados para dicotiledéneas (Weising y Gardner
1999; Anexo 3).

El programa de PCR utilizado para los marcadores Cha y ccmp2 de cloroplasto fue: una
desnaturalizacién a 95°C por 5min, seguida de 30 ciclos a 95°C por 1min, luego entre 50 y 53
°C por un 1min y terminando con 72 °C por 1min; para los marcadores SB fue: una
desnaturalizacion a 94°C por 5min, seguida de 35 ciclos a 94°C por 40seg, luego 53°C por
40seg y terminado con 72°C por 1 min. Luego de esto se realizé una extension final a 72 °C
por 8 min para los dos programas. Cada primer en direccion forward estaba marcado con un
colorante fluorescente, esto permite analizar el tamafio del fragmento de diferentes loci
simultdneamente. Los productos de PCR fueron enviados al servicio de analisis de
fragmentos en el Roy. J. Carver Biotechnology Center en la Universidad de lllinois en
Urbana-Champaign donde se analizaron en un secuenciador automético ABI Prism 3730 xI
(Applied Biosystems) para estimar el tamafo de los fragmentos utilizando un marcador de
pares de bases Liz 500® (Applied Biosystems) como referencia. Los archivos resultantes se
analizaron con el programa Peak Scanner v 1.0 (Applied Biosystems) para determinar el
tamafio del producto. Una fraccion de 40 individuos (5 individuos por localidad) fue analizada

por duplicado para descartar errores de lectura.

Los alelos nulos son considerados como aquellas versiones alélicas que no generan un
producto identificable (Hedrick 2005). Esto sucede cuando, debido a mutaciones en las
regiones que flanquean al motivo, no se lleva a cabo la unién de los primers a dicha regién y
no se genera un producto de amplificacion (Brookfield 1996, Allendorf y Luikart 2007), lo que
genera gue los heterocigotos con un alelo nulo sean genotipados como homocigotos. Para
calcular la frecuencia de dichos alelos nulos dentro de la muestra se utilizé el programa
FreeNa v 1 (Chapuis y Estoup 2007)
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5.3 Identificacién de clones

Debido a que el género Salix tiene como forma de dispersion secundaria la propagacion a
través de esquejes, fue necesario determinar que individuos eran clonales dentro de cada
poblacion. La identificacion de los genotipos (“clones”) es especialmente importante en
estudios con organismos que se reproducen partenogenéticamente o con reproduccion
vegetativa. En estos casos, diferentes individuos (algunas veces referidos como rametos)
pueden tener un genotipo multilocus idéntico (referidos como genetos) y son considerados
clones. Para esto se utilizo el programa GenoDive v 2.0b23 (Meirmains y Van Tienderen
2004), que emplea un algoritmo para asignar una identidad genotipica a cada individuo.

El algoritmo de asignacién de clones trabaja, en un principio, calculando una matriz de
distancias genéticas entre individuos, utilizando una medida de distancia que supone
reproducciéon asexual. Esto se puede lograr por medio de dos modelos evolutivos diferentes:
el modelo de alelos infinitos o el modelo mutacional paso a paso (Meirmans y Van Tienderen
2004). Debido a que los marcadores utilizados para este estudio son microsatélites se utilizé
este ultimo. En este modelo se supone que los alelos que difieren en sélo unas pocas
repeticiones en longitud tienen una ancestria mas reciente que los alelos que difieren en
muchas repeticiones (Slatkin 1995, Goldstein et al. 1995). A partir de la matriz generada, los
individuos son asignados a clones utilizando un umbral de distancias. Dicho umbral indica la
distancia maxima que esté permitida para que dos individuos sean considerados clones con
el mismo genotipo (Rogstad et al. 2002, Meirmans y Van Tienderen 2004). El valor de
incertidumbre elegido fue de 1, indicando que sélo fueron considerados como individuos
clonales aquéllos con genotipos idénticos. De aquellos individuos con genotipos idénticos (24
individuos) solo se eligio uno al azar y los demas fueron descartados de los analisis
posteriores.

5.4 Delimitacién de grupos genéticos

Se define como estructura genética a la cantidad y distribucion de la variacion genética
dentro y entre poblaciones de una determinada especie (Hedrick 2005). Esta depende de
diversos factores como la historia natural de las poblaciones, la subdivision de la poblacién o
el flujo génico entre las mismas (Gillespie 2004). El género Salix presenta diversos

mecanismos de dispersion, los cuales varian en distancia dependiendo de la estructura que
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se dispersa (polen, semilla o propagulo vegetativo), para definir los grupos genéticos se
realizd una particion de la poblacién global definida con base en el genotipo de cada

individuo (i.e. a posteriori) en lugar de la localidad en donde fue muestreado.

Existen diversos algoritmos que, tomando en cuenta el genotipo, infieren grupos genéticos de
individuos mas relacionados entre si, los cuales pueden ser considerados poblaciones. En
este trabajo se utilizaron dos: (i) el implementado en Geneland y (ii) el implementado en

Structure.

Geneland (Guillot et al. 2005, Guilliot et al. 2009) permite inferir el nimero de poblaciones
presentes en una determinada area utilizando inferencias Bayesianas y por medio de
simulaciones de cadenas de Markov de Monte Carlo (MCMC, por sus siglas en inglés). El
programa infiere discontinuidades genéticas haciendo uso tanto de las coordenadas
geograficas como del genotipo multilocus de cada individuo (Guillot 2009). Geneland genera
mapas mediante la creacién de poligonos de Voronoi construidos a partir de la ubicacién
geografica de cada individuo. Asi, la delimitacion de las poblaciones a partir de la union de
estos poligonos depende directamente de la probabilidad de cada individuo a pertenecer a
una poblacién u otra. Para la asignaciéon de cada individuo a una poblacién, Guilliot et al.
(2005b) sugieren inferir el valor de K (grupos genéticos) explorando entre diferentes
posibilidades y después fijar el valor escogido tomando en cuenta la mayor probabilidad de

pertenencia de cada individuo a un grupo.

La incertidumbre en la ubicacién de los rametos muestreados incrementa significativamente
el error al detectar limites entre grupos genéticos (Guilliot et al. 2005). Sin embargo, el
programa permite contemplar un valor de incertidumbre asociado a las coordenadas
geograficas de los individuos. Se eligio un valor de incertidumbre de 20 km, ya que este valor
se ha reportado como la dispersion media de clones para el género (Slavov et al. 2004,
Budde et al. 2011).

Primero se realizaron 30 corridas independientes de Geneland con un valor de Kentre 1 y
12, tomando en cuenta las subcuencas muestreadas, suponiendo la existencia de alelos
nulos y utilizando el valor de incertidumbre antes mencionado. Después, se exploré con
valores de K de entre 5y 9 con los siguientes parametros: un burn in de 100,000 cadenas,
seguido de 1.0x10° iteraciones MCMC en 60 corridas independientes. Se utilizé el modelo de

mezcla con frecuencias alélicas correlacionadas. Se calcul6 la media del logaritmo de la
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probabilidad posterior de cada corrida independiente y se eligieron las diez que presentaron

los valores mas altos.

Otra forma de inferir la estructura poblacional, es asignar individuos a las poblaciones e
identificar migrantes e individuos con ancestria mixta por medio del programa Structure
(Pritchard et al. 2000). Este supone la agrupacién de individuos basandose en las
frecuencias alélicas de todos los loci; después, el programa va asignando los individuos
probabilisticamente a cada poblacién o grupo genético. Es decir, supone un modelo en el
cual existe un numero K de poblaciones (donde K puede ser desconocido), cada una de las
cuales esta caracterizada por un conjunto de frecuencias alélicas en cada locus. Los
individuos en la muestra son luego asignados a las poblaciones segun su genotipo, o
conjuntamente a dos 0 mas poblaciones si este indica que hubo migracion o introgresion.
Este algoritmo presupone que dentro de las poblaciones los loci se encuentran en equilibrio

de Hardy-Weinberg y en equilibrio de ligamiento (Pritchard et al. 2000).

Los analisis se realizaron con 50 corridas independientes de 12 estimados probabilisticos
diferentes considerando valores de K entre 1y 12, utilizando el modelo de admixia con
frecuencias alélicas correlacionadas entre poblaciones. Se eligieron los siguientes
parametros: burnin de 100, 000 iteraciones, seguidas de un millon de cadenas MCMC. El
valor mas probable de K, resultado del analisis en Structure, fue determinado utilizando el
método propuesto por Evanno et al. (2005) e implementado en el programa Structure
Harvester 0.3 (Earl et al. 2012). En lugar de utilizar el logaritmo de la probabilidad de los
datos para cada valor de K, este método utiliza un estadistico ad hoc, AK, que se basa en la
diferencia del cambio en la probabilidad posterior entre cada valor sucesivo de K. Luego, con
el programa Clump v 1.1.2 (Jakobsson y Rosenberg 2007) se determind la asignacion de los
individuos a cada grupo genético, para finalmente graficar los resultado con el programa
Distruct v.1.1 (Rosenberg 2004).

Debido a que se utilizaron algunos microsatélites compuestos (SB 201, SB 233 y Cha 580)
con dos repeticiones de dinucledtidos diferentes (Anexo 3), en los cuales puede haber
homoplasia, se realizé una corrida de Structure con los mismos parametros y eliminando
estos tres marcadores para verificar si los resultados eran consistentes con los de Structure y

Geneland utilizando todos los loci.
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Para los datos de cloroplasto, se realiz6 el andlisis de definicion de grupos genéticos
utilizando el programa Structure. Esto s6lo para comparacion con los datos nucleares, ya que

este locus fue poco informativo (ver Resultados).

5.4.1 Estructura genética
La diferenciacion genética puede ser calculada de diferentes maneras dependiendo del
modelo de mutacién presupuesto. El indice de FST (Wright 1951), también llamado indice de
fijacion, es la medida de diferenciacién genética que compara a las subpoblaciones con la
poblacion total y permite medir el grado de divergencia entre las frecuencias alélicas de las
subpoblaciones suponiendo un modelo mutacional de alelos infinitos. (Hedrick 2005). Como
consecuencia, este modelo supone que no existe homoplasia y que los alelos idénticos
comparten la misma ancestria (Kimura y Crow 1964).

Fst = HT-Hs
HT

donde Ht es | heterocigosidad esperada en el total de la poblacion y Hses la heterocigosidad

esperada dentro de las subpoblaciones

Por otro lado, el estimador Rst propuesto por Slatkin (1995) utiliza un modelo generalizado
de mutacion paso a paso (SMM), el cual se basa en la proporcion de diferencias que existen
entre los alelos; por esta raz6n es méas adecuado para estimaciones con datos de
microsatélites. Bajo este modelo, cada mutacién crea un nuevo alelo afiadiendo o eliminando
una unidad de repeticion del microsatélite con la misma probabilidad: u/2. Como resultado,
los alelos que difieran mucho en tamafio se encontraran menos relacionados entre si que
aqguellos con tamafos similares (Slatkin1995, Balloux et al.2002).

Rst=S5-Sw
S

donde S,, es la arianza promedio del tamafio de alelos en cada poblaciény S es la varianza

estimada del tamafio de alelo en todas las poblaciones

Los estadisticos R se basan en este modelo, sin embargo, ninguno de los modelos parece

ajustarse perfectamente a todos los loci, por lo que es comln que se reporten ambos
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estimadores de diferenciacion Fst y Rst cuando se trabaja con microsatélites o una
combinacion de ambos (Lugon-Moulin et al. 1999). Para calcular los indices Fst y Rst entre
pares de grupos genéticos se utilizé el programa Arlequin v 3.5.1.2 (Excoffier et al. 2005) con
10000 permutaciones y una probabilidad (p) de 0.05. Adicionalmente, con el programa
FreeNa se estimo la Fst de Weir (1996) mediante el método ENA (Excluding Null Alleles;
Chapuis y Estoup 2007), el cual permite corregir cualquier efecto generado por la presencia

de alelos nulos.

5.4.2 Analisis de Varianza Molecular
Para evaluar la estructura genética se utilizé un Analisis de Varianza Molecular (AMOVA)
(Excoffier et al. 1992, Harlt y Clark 2007 y Clarck 1997). Este andlisis evalla la cantidad de
estructura genética en diferentes niveles jerarquicos de agrupacion y utiliza métodos
permutacionales basados en las diferencias entre sumas de cuadrados de pares de
observaciones, generando una matriz de distancias cuadraticas de varianza molecular a
diferentes niveles jerarquicos de agrupacion (diferencias entre poblaciones y entre los
individuos). Este analisis se realizo en el programa Arlequin v 3.5.1.2 (Excoffier et al. 2005).
Los grupos que se utilizaron para realizar este analisis fueron los obtenidos a partir de

Geneland y Structure.

5.5 indices de diversidad genética en grupos genéticos

Para calcular los indices de diversidad genética se tomaron en cuenta los grupos genéticos
obtenidos a través de Geneland. Este método, al realizar la asignacion de individuos no sélo
por su similitud genética sino también por su ubicacién geogréfica, tiende a adecuarse mejor
al contexto biologico de la especie, ya que es mas probable que las poblaciones se
estructuren o migren entre cuencas cercanas gque entre cuencas lejanas. La identificacion del
namero total de alelos de cada grupo y los alelos privados para cada poblacion fueron
estimados con el programa GenAlEx v 6.5 (Peakall y Smouse 2006).

El desequilibrio de ligamiento consiste en la asociacion no aleatoria entre los alelos de
diferentes pares de loci (Hedrick 2000). Para determinar si algun par de loci presentaba

desequilibrio de ligamiento se utilizé una prueba exacta de Fisher con el programa Genepop
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version 4.07 (Rousset 2008) que aplica el método de Montecarlo basado en cadenas de
Markov (MCMC por sus siglas en inglés). Los parametros ingresados en dicho programa
fueron 10,000 desmemorizaciones, 200 lotes (batches) y 1000 iteraciones. Todo esto bajo la
hipotesis nula de que los genotipos son independientes uno del otro, con una significancia (q)
de 0.001. Se utilizo la prueba de FDR (False Discovery Rate por sus siglas en inglés) para
determinar la significancia de cada prueba con comparaciones multiples. Esta prueba es mas
efectiva para rechazar errores tipo | que la correccion secuencial de Bonferroni (Verhoeven et
al.2005). El valor de q corresponde al valor de p recalculado con la prueba FDR. Se utiliz6 el

programa QVALUE version 1.0 (Storey 2002) para calcular los valores de g.

Con el programa Genepop v 4.07 (Rousset 2008) también se estimd la desviacion del
equilibrio de Hardy-Weinberg en los siete loci para cada uno de los grupos genéticos
obtenidos en Geneland. Para determinar si el desequilibrio era debido a un exceso o
deficiencia de heterocigotos, se realizo la prueba de Raymond y Rousset (1995) para cada
locus por poblacién a partir de un método de cadenas de Markov. Con este mismo analisis se
calcularon, para cada locus por poblacion, los coeficientes de endogamia Fis (Weir 'y
Cockerham 1984). Este coeficiente se define como la probabilidad de que dos alelos en un
individuo sean idénticos por estado; un valor positivo indica una deficiencia de heterocigotos
y un valor negativo indica un exceso (Harlt y Clark 2007, Hedrick 2005). Los parametros
utilizados fueron los siguientes: 10,000 dememorizaciones, 200 lotes (batches) y 1000
iteraciones con una g menor a 0.005. La heterocigosis observada (Ho) y esperada (Hg)

fueron calculadas utilizando el programa Arlequin v 3.5.1.2 (Excoffier et al. 2005).

Para determinar si el muestreo de cada grupo representaba adecuadamente la diversidad
contenida en la poblacién se realizaron curvas de rarefaccion para cada uno de los grupos
genéticos obtenidos en Geneland. En dichas curvas se tomaron en cuenta la cantidad de
alelos encontrados por locus para cada grupo genético. Esto se realizo para ver si los indices
de diversidad eran producto de las fuerzas evolutivas o simplemente el resultado de un
muestreo deficiente. Para realizar las curvas se utiliz6 el programa Diversity v 1.6.1 (Hunt

Mountain software).
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5.6 Determinacion de parentesco entre individuos

La capacidad de inferir las relaciones genealdgicas (parentesco) entre individuos de una
poblacion es una herramienta importante con amplias aplicaciones en los estudios evolutivos
y de conservacion (Blouin 2003). Los métodos para el analisis de parentesco se pueden
dividir en dos grandes categorias: (i) métodos cuantitativos de conectividad, que analizan la
probabilidad de que dos individuos se encuentren relacionados con respecto a la identidad
por descendencia de sus alelos y (ii) métodos cualitativos de relacion, que clasifican a los
individuos por categorias en una genealogia (progenitor- descendiente, hermanos, medios
hermanos, etc.; Marshall et al 1998, Blouin 2003). El programa ML-RELATE (Kalinowski et al.
2006), el cual usa pruebas de maxima verosimilitud y ofrece ambos tipos de resultado de
conectividad y de relacién, se utilizé para estimar la relacion de parentesco entre los

individuos dentro de cada poblacién y dentro de cada region hidroldgica.

5.7 Migracién y aislamiento por distancia

Para determinar si existe una relacion entre la estructuracién genética y la distancia
geografica se realizé una prueba de Mantel con el programa XLSTAT 2013 (Addinsoft 2007).
Esta correlaciona la distancia geografica con los valores pareados de diferentes estimadores
de diversidad. Para realizar esta prueba se utilizé el logaritmo natural de la distancia
geografica y los valores pareados de los dos estimados de diferenciacion genética: Fsr, Rsr.

Para calcular el flujo génico se utilizé el programa Migrate (Beeril y Felsestein 2001), el cual
se basa en la teoria de coalescencia para calcular tasas de migracion asimétricas entre
poblaciones que tienen tamafios efectivos diferentes (Ne). El programa genera diferentes
analogias probables con diferentes longitudes de ramas utilizando iteraciones MCMC, para
asi poder calcular simultaneamente la tasa de migracion (M) entre diferentes poblaciones y el
tamano efectivo (©) de cada una de ellas. El valor de M indica qué tan importante es la
migracion sobre la mutacidn para originar nuevas variantes en cada grupo. Si M es mayor a 1

se infiere que la migracion contribuye mas que la mutacioén a la variacion genética total.

Una de las ventajas de Migrate es que permite detectar si existe flujo génico asimétrico entre
poblaciones y diferencias entre tamafios poblacionales utilizando un modelo completo con n

tamanos poblacionales y n(n-1) tasas de migracion. Es posible también explorar diferentes
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escenarios de migracion si se tiene alguna nocion de la direccion del flujo genético o del

tamano poblacional. Esto se logra utilizando una matriz de migracion—conexién (Figura 8).

Para simplificar el modelo, los escenarios de migracion se calcularon Unicamente entre los
grupos genéticos obtenidos con Structure, ya que las cadenas de MCMC tomando en cuenta
las ocho poblaciones obtenidas por Geneland no convergieron dados los pocos datos

disponibles para realizar el analisis a esta escala.

Figura 8. Complejo de poblaciones fuente-receptor. (A) Las flechas indican la direccion de la migracion y el
tamafio de los circulos es proporcional al tamafio de las poblaciones. (B) Matriz de conexién correspondiente
utilizada en MIGRATE. La matriz contiene las especificaciones para © en la diagonal y fuera de esta las
especificaciones para M. * Indica que este pardmetro serd estimado sin restricciones y 0 que no existe flujo

génico entre dichas poblaciones (tomado de Beerli y Felsenstein 2001).

Los parametros finales fueron elegidos después de explorar diferentes resultados
preliminares: un modelo de mutacién browniano para microsatélites, una estrategia de
analisis con inferencia bayesiana, un burnin de 10,000 iteraciones seguido de una cadena de
50,000 iteraciones con muestreos cada 100 generaciones. Se utilizaron cuatro cadenas
calientes con temperaturas de 1.0, 1.5, 3.0 y 1.0x10°, respectivamente. Los demas
parametros fueron los que venian pre-establecidos en el programa. Para generar los
escenarios de migracion se tomaron en cuenta los siguientes eventos de conexion: la
conexién entre el lago de Chapala y el rio Ameca a través de los lagos de San Marcos,
Zacoalco y Atotonilco (Miller y Smith 1986) al principio del Pleistoceno (Dominguez-
Dominguez et al.2008), la captura de tributarios del Lerma por parte del Balsas como son las
cuencas de Tuxpan, Cupatitzio y Ario de Rosales 1Ma-700 000 afios (Alvarez 1972, Corona-
Santiago 2013), y la formacion del lago de San Juanico por el taponamiento de un tributario
del lago de Chapala cuando en el Pleistoceno (Alvarez 1963, Tamayo y West 1964; Figura
3). Asimismo, se tomé en cuenta la direccionalidad del flujo genético en sistemas riparios:
preferentemente rio abajo (Karrenberg et al. 2003). De acuerdo a esto, los escenarios de
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migracion elegidos fueron:1) todos los grupos tienen migracion entre si; 2) solo hay migracion
entre Lerma y Ameca; 3) migracion entre Ameca y Balsas; 4) hay Migracion entre Lerma 'y
Ameca, y entre Ameca y Balsas; 5) solo existe migracion entre Lerma y Balsas (Figura 9). Se
tomaron los mismos parametros para todos los modelos. Para comparar los modelos y elegir
el mas probable se uso el logaritmo del Factor Bayes (LBF). El factor Bayes es proporcional
a la verosimilitud marginal (mL) y permite la comparacion de modelos con o sin anidar, sin la
necesidad de presuponer la normalidad de los datos o tener un muestreo amplio. En
comparacion con la maxima verosimilitud, la mL es la integral de la funcién de verosimilitud
sobre un rango completo de parametros (Beerli y Palczewski 2010). Para poder calcular la
probabilidad de cada escenario de migracién primero se eligié un modelo de migracion
basado en la mayor probabilidad y el criterio de Kass y Raftery (1995) utilizando las

siguientes formulas:

LBF= 2In (mL (modelo;))-In (mL(modeloj)).

mL modeloi
Prob(modelo/) = Zj? mL modelo |

*LBF (Logaritmo del factor bayes)
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Figura 9.Escenarios de migracion entre
regiones hidrolégicas para los datos de
microsatélites nucleares de Salix
humboldtiana. 1) migracién entre todas las

poblaciones; 2) migracion entre Lerma y

Ameca; 3) migracion entre Ameca y Balsas; 4)
Migracion entre Lerma y Ameca, y entre
Ameca y Balsas; 5) migracion entre Lerma y

Balsas.
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VI. RESULTADOS

De los dieciséis microsatélites nucleares y los diez loci de cloroplasto que se probaron, sélo
siete y uno resultaron ser polimérficos, respectivamente (Anexo 3). En total fueron
caracterizados genéticamente 132 individuos pertenecientes a 20 localidades dentro de las
tres regiones hidroldgicas. Dentro de estos, 108 individuos tuvieron genotipos Unicos y los
otros 24 se repartieron en 9 genotipos clonales. Cada genotipo clonal se encuentra
restringido a una cuenca en particular. La localidad con més individuos clonales fue la de
Queréndaro (5), seguida de Sahuayo (3).Las localidades de Charo, Cotija,Penjamo,
Tocumbo, Zamora y Jiquilpan no presentaron clones. La distribucion de estos clones, asi
como el genotipo clonal, se muestran en el Anexo 4. De estos individuos solo se retuvo uno

por genotipo para realizar los analisis posteriores.

6. 1 Delimitacion de grupos genéticos

En el 90% de las corridas con Geneland se obtuvo un total de 9 grupos genéticos. Sin
embargo, al observar que algunos individuos tenian una probabilidad de asignacién menor a
0.5, se eligié una K de 8, en donde la mayoria de los individuos mostraron altas
probabilidades de asignacion (p<0.6). La divisién de estos grupos se encuentra asociada a la
estructura de las cuencas que conforman cada region hidrologica (Figura 7 y 10). Sin
embargo, el grupo genético Sahuayo-Iltzicuaro esta conformado por individuos de distintas
localidades que pertenecen a cuencas y regiones hidroldgicas diferentes (Balsas, Rio
Itzicuaro) y Jiquilpan (Lerma, Rio Sahuayo).

Al realizar el andlisis de los siete loci nucleares con Structure se obtuvieron tres grupos
genéticos que se nombraron como las tres regiones hidroldgicas a las que corresponden
(Ameca, Balsas y Lerma; Figura 10, Anexo 5). También, se muestra que las localidades més
al norte de la region del Balsas, pertenecientes a la cuenca del Rio Itzicuaro (Cotija,
Tocumbo), tienen varios individuos con genotipos mezclados. Estos individuos se asocian a

dos regiones hidroldgicas: Lerma y Ameca.

Adicionalmente la estructuracion dada para los alelos del locus de cloroplasto ccmp2 y del
analisis retirando los loci con microsatelites compuestos mostraron la formacién de dos
grandes grupos: Lerma y Ameca-Balsas (Figura 11, Anexo 5).
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Figura 10. Estructuracion de la variacidon genética en Salix humboldtiana. Del lado izquierdo se observa la gréfica de probabilidad de asignacion de
cada individuo a un grupo genético a partir de siete microsatélites nucleares en 20 localidades distribuidas en tres regiones hidrolégicas del Centro de
México: Ameca, Balsas y Lerma. En el mapa se representan dichos grupos y las localidades. El color de los puntos indica la pertenencia de dicha
localidad a cada regién. Los poligonos en color sélido indican los grupos genéticos obtenidos a partir de Geneland (K=8) y los de lineas punteadas los

encontrados con Structure (K=3). Ler: Lerma; Qe: Querendaro; Sah: Sahuayo-Itzicuaro; ltzi:ltzicuaro; Pa: Parota; Yau: Yautepec; Ama: Amacuzac; Am:
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Figura 11. Probabilidad de asignacién de cada individuo de Salix humboldtiana utilizando los diferentes
tipos de microsatelites. Cloroplasto: utilizando el locus ccmp2; Microsatélites dinucleotidos:Cha 475, Cha
528, Cha 591 y Cha623 ; Microsatélites compuestos: Sb201, Sb233 y Cha 580. El andlisis de Geneland s6lo

se realizo utilizando los 7 microsatélites.

En el andlisis de parentesco al interior de cada grupo genético se observo que la mayoria los
individuos resultaron no estar relacionados (80.92%; Cuadro 1). Sin embargo, un porcentaje
significativo de individuos fueron hermanos (10.73%) y medios hermanos (5.39%). Este tipo
de relaciones de parentesco fueron los mas frecuentes en todos los grupos genéticos, a
excepcion del grupo La Parota donde la relacion padre-hijo se present6 en el 10% de los

casos.

6. 1.1 Estructuracion genética
El estimado de Rst, que es mejor para estimar diferenciacion en microsatélites, mostré una
estructuraciéon de 0.432 cuando se calcul6 para las poblaciones delimitadas a través de
Geneland (estructuracion por cuencas; Cuadro 2). Por otra parte, los resultados de Fst
muestran también una estructuracién significativa (0.223) cuando se utilizan los grupos

genéticos de Geneland.
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Cuadro 1. Relaciones de parentesco para las poblaciones de Salix humboldtiana. Las relaciones se
realizaron dentro de cada poblacién utilizando sélo los loci nucleares. Los resultados estan presentados como el
porcentaje de individuos que presento dicha relacién dentro de cada poblacién. Ler: Lerma; Qe: Querendaro;

Sah: Sahuayo-Itzicuaro; Itzi:ltzicuaro; Pa: Parota; Yau: Yautepec; Ama: Amacuzac; Am: Ameca.

Parentesco Ler Qe Sah Itzi Pa Yau Ama Am

Sin relacién 84.05% 73.33% 80.77% 86.11% 90% 78.68% 73.97% 81.5%

Padre-hijo 2.53% 0 5.13% 0 10%  2.20% 5.52% 5.55%

Hmed'°s 9.057% 0 3.85% 2.77% 0 4.41% 10.34%  5.55%
ermanos

Hermanos 4.34% 26.6% 10.26%  11.11% 0 1470%  10.15%  8.33%

Cuadro 2. Diferenciacion genética de grupos genéticos (Geneland). Diferenciacién genética obtenida a
partir de los alelos de 7 microsatélites nucleares en 8 poblaciones de la especie Salix humboldtiana. Arriba de la

diagonal se muestran los valores de Fst y por debajo los de Rsr.

Ler Qe Sah Itzi Pa Yau Ama Am
Rst\Fst

Ler 0.112 0.132 0.082"™ 0.401 0.219 0.325 0.231

Qe 0.070"™ 0.240 0.201 0.568 0.284 0.417 0.250
Sah 0.521 0.648 0.127 0.407 0.309 0.386 0.249

Itzi 0.278 0.375 0.131 0.366 0.210 0.276 0.195

Pa 0.561 0.535 0.332 0.281 0.487 0.465 0.400
Yau 0.387 0.224 0.390 0.300 0.097™ 0.132 0.302
Ama 0.800 0.780 0.753 0.735 0.474 0.360 0.380
Am 0.345 0.476 0.339 0.146 0.506 0.433 0.812

p<0.05, ns: no significativo

6.1.2 Andlisis de Varianza Molecular
ElI AMOVA se realizé tomando en cuenta tanto la estructuracion obtenida a partir de
Geneland (cuencas), como la de Structure (regiones hidrolégicas). Para ambas
comparaciones se utilizé el estimado de Rst. Para los grupos genéticos obtenidos a partir de

Geneland, el valor mas elevado de variacion se obtuvo al comparar entre los grupos
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geneéticos (58.69%) y en segundo lugar al comparar los individuos de la muestra (29.14%;
Cuadro 3). Lo mismo sucedio al utilizar los grupos genéticos producidos a partir de Structure
(variacion entre grupos: 52.62%), sin embargo la varianza que existe entre los individuos
dentro de los grupos genéticos (21.74%) aumenta y se acerca a la varianza entre los
individuos (25.65%). Estos resultados indican que podria haber dos niveles jerarquicos de

estructuracién, uno global mostrado en Structure y uno local que se observa en Geneland.

Cuadro 3. indices de fijacion y porcentajes de variacion del AMOVA tomando en cuenta diferentes niveles de

estructuracién: por cuencas y por regiones.

Geneland Structure
RST gl Rs-r gl
Entre las poblaciones 58.69 7 52.62 2
Entre individuos dentro de los grupos genéticos 12.17 109 2174 114
Todos los individuos entre si 29.14 117 25.65 117
Fis 0.295 0.459
Fst 0.587 0.526
Fir 0.709 0.744

Todos los valores son significativos P<0.05

6.2 Diversidad genética

La diversidad total para todas las localidades muestreadas fue de 79 alelos para los siete loci
de microsatélite nucleares y de tres alelos para el locus de cloroplasto. Para los
microsatélites nucleares los grupos Lerma (47 alelos), Sahuayo-ltzicuaro (36 alelos),
Itzicuaro (31 alelos) y Amacuzac (33 alelos) fueron los que presentaron una mayor
diversidad. En total se encontraron 28 alelos privados distribuidos mayoritariamente en el
Lerma (8 alelos), San Alejo (7 alelos) y Yautepec (5 alelos) (ver Anexo 6). Los valores
globales de heterocigosis observada (Ho) fueron de 0.508 y para la heterocigosis esperada
(Hg) de 0.728. En el Cuadro 4 se muestran los indices desglosados para cada poblacion.
Se detectaron alelos nulos en algunas poblaciones (Anexo 7a). La poblacién que presento
mayor frecuencia de dichos alelos fue la de Yautepec en los loci Cha528 (0.1468), Cha475
(0.3286), SB 201(0.2488) y SB233(0.3268). Los estimados de Fst calculados segun Weir y
Cockerham (1984) y los estimados con la correccion ENA no difirieron significativamente

cuando se retiraron los alelos nulos (Anexo 7a; valores de t de Student T= 0.248, d.f. 12, p=

38



0.404), por lo que su presencia parece no haber afectado los estimados de estructura

genética.

La mayoria de las poblaciones se encontraron en equilibrio Hardy-Weinberg, aunque

Yautepec y Lombardia presentaron valores de Fis muy elevados debido a una deficiencia de

heterécigos. Por otro lado, la poblacion de Amacuzac mostré una deficiencia de heterécigos

al tomar en cuenta el promedio de todos los loci nucleares (Anexo 7a). Al comparar los pares

de loci, la mayoria de estos estuvieron en equilibrio de ligamiento (Anexo 7b).

Cuadro 4. indices de diversidad genética para cada poblacién de Salix humboldtiana calculados con
siete microsatélites nucleares polimorficos. La divisién de las poblaciones es la obtenida a partir de
Geneland que corresponde a las cuencas hidrol6gicas. Los colores corresponden a los de la Figura 8. N
namero de individuos por poblacion, Na nimero de alelos, Pa nimero de alelos privados Hg: heterocigosis

esperada; Ho: heterocigosis observada; F;s indice de endogamia

N Na Pa He Ho Fis
24 47 8 0.711 0.679 -0.148""
Queréndaro 6 21 1 0.670 0.777 -0.601™
13 38 2 0.719 0.637 -0.5223"W
9 31 2 0.687 0.619 -0.178™
34 33 7 0.461 0.397 -0.591°"
17 26 5 0.546 0.388 0.446""
R. La Parota
(Lombardia) 5 10 1 0.577 0.266 0.820""
R. Ameca (San
Antonio) 9 21 2 0.561 0.503 -0.079""
Media 12.03 28.37 3.5 0.728 0.508 0.204

HW: la poblacién se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg; DH: la poblacién tiene un déficit de heterocigos.
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Por otro lado, en las curvas de rarefaccion se pudo ver que en la mayoria de los grupos se
alcanzé el total de alelos muestreados para la poblacién. Sélo en la poblacién de La Parota la
curva de diversidad no alcanz6 una asintota, lo cual nos indica que el tamafio de muestra es

bajo y que todavia podrian quedar alelos por muestrear dentro de la poblacion (Anexo 7c).

6.3 Migracion y aislamiento por distancia

Para realizar la prueba de aislamiento por distancia se eligio el estadistico de Rst ya que
dicho estadistico es el mas adecuado para realizar analisis con datos de microsatélites
(Slatkin 1995) dado que estos marcadores se ajustan mejor a un modelo de mutacién
“stepwise” 0 paso a paso (SMM, por sus siglas en inglés). Para realizar dicha prueba se
tomaron en cuenta las distancias genéticas y geograficas entre las doce cuencas que se
encuentran dentro de las regiones hidrolégicas (Figura 12; Anexo 9). La prueba de Mantel fue

significativa (r= 0.498, p<0.0001) indicando un aislamiento por distancia.
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Figura 12. Prueba de Mantel para los estimados de Rsr Los datos se obtuvieron a partir del genotipo de Salix
humboldtiana utilizando las distancias genéticas entre subcuencas Las distancias geograficas son el In de las

distancias en Km entre subcuencas.

El escenario de migracion que tuvo la mayor probabilidad de acuerdo a los estimados de
Bezier fue el 4: Migracién entre Lerma y Ameca y entre Ameca y Balsas. Debido a que la
probabilidad de dicho modelo fue muy baja, ya que las cadenas no llegaron a coalescer dada
la poca informacion contenida en los loci, no fue posible calcular la tasa de migracion (M) o el

tamarfo efectivo de migrantes (Nm) entre pares de localidades (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Modelos de migracién para S. humboldtiana en tres regiones hidrolégicas en el centro de

México. El escenario mas probable se encuentra resaltado con gris.

Modelo de migracion Bezier ImL Media arménica Probabilidad de
ImL Bezier

1) Migracion entre todas las -442555.36 -574.77 0.12137727

poblaciones

2) Migracion entre Lermay -823537.33 -11841.13 0.22586714

Ameca

3) Migracién entre el Amecay -1164043.32 -15528.33 0.31925588

el Balsas

4) Migracién entre Lermay

Ameca, y entre Ameca y Balsas -396062.45 -661.50 0.10862591

5) Migracién entre Lermay -819915.50 -16064.9 0.2248738

Balsas
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VII. DISCUSION

En el presente estudio se describi6 la variacidn, estructuracion y la posible existencia de flujo
genético de S. humboldtiana en tres regiones hidroldgicas de la Mesa Central de México,
utilizando marcadores moleculares con distintas tasas de mutacion y con herencia biparental

(nuclear) y uniparental (cloroplasto).

7.1 Identificacién de clones

La proporcion entre reproduccion clonal y sexual dentro de las poblaciones tiene una gran
influencia en la estimacién de la diversidad genética asi como la definicion de grupos
genéticos. Por lo anterior, fue importante identificar los individuos clonales dentro de las
poblaciones para evitar una subestimacion de la diversidad. En total se caracterizaron
genéticamente 132 individuos de los que 15 resultaron ser clones, cada genotipo clonal se
encontraba en uno de los 8 grupos genéticos definidos por Geneland, lo que muestra que la
dispersién clonal solo ocurre dentro de las cuencas. La localidad que presenté un mayor
namero de individuos clonales fue la de Queréndaro, seguida por la de Sahuayo (Anexo 4);
ambas localidades se encuentran en la proximidad de ciénagas y estos ambientes tienden a
ser mas estables, ya que los disturbios causados por el flujo de agua son menos frecuentes
gue en las llanuras aluviales (Malason 1993). En general, la proporcién entre reproduccion
sexual y asexual se encuentra regulada por las condiciones ambientales que prevalecen
dentro de una poblacion (Honnay y Bossuyt 2005). Es por eso que dichas proporciones
difieren en poblaciones de la misma especie de Salicaceae (Karrenberg et al. 2002). Por
ejemplo, en especies de sauce como S. alaxensis y S. interior en el Rio Tanana en Alaska, la
reproduccién clonal se encuentra asociada a condiciones extremas, mientras que la
reproduccion sexual predomina en sitios mas estables (Krasny et al. 1988). La supervivencia
y el establecimiento de semillas en Salix se encuentra controlado por varios factores como la
presencia de zonas de tierra desnuda y suficiente humedad en el suelo, condiciones que son
mas frecuentes en sistemas loticos (Karrenberg et al. 2002). Por lo tanto, cuando no existen
condiciones favorables para el establecimiento de semillas, la reproduccion vegetativa
provee una estrategia alternativa de regeneracion que es mucho menos sensible en sus

requerimientos ambientales debido a las reservas de carbohidratos y a los primordios
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preformados en raices y brotes (Schier et al. 1976). Aunque S. humboldtiana presenta
reproduccioén clonal, se ha reportado que su mecanismo principal de reproduccion es a través
de semillas y que, en comparacion con otras especies de Salix, la regeneracion y el
establecimiento de esquejes es relativamente mas bajo (Thomas et al. 2012).

7.2 Variacion genética

La diversidad de alelos observada para toda la muestra con los siete loci nucleares (79 alelos
diferentes en total) y los 3 alelos del locus de cloroplasto se encuentra dentro del rango de la
diversidad encontrada en otras especies de Salix con el mismo tipo de marcadores (Cuadro
6; Barker et al. 2003, Kikuchi et al. 2011). En promedio se observd una Ho de 0.508. Sin
embargo, la heterocigosis observada a nivel de grupos genéticos fue muy variable (Cuadros
4y 6) y esto también ocurre en otras especies de sauces. Una posible explicacion para esta
variacion de la diversidad genética entre grupos genéticos es que dichos grupos tengan un
tamafio efectivo menor. Por ejemplo en S. hukaoana dicha variacion se atribuye a la
fragmentacion y reduccion del habitat de algunas poblaciones (Kikuchi et al 2011). Tomando
en cuenta otros estudios realizados en el género Salix, se observa que en general los sauces
tienden a presentar una diversidad promedio de baja a moderada con respecto a otras
especies de arboles perennes de larga vida con entrecruzamiento y dispersion por viento
(Nybom 2004, Petit y Hampe 2006, Petit y Vendramin 2007; ver Cuadro 6).

Los sauces a pesar de ser en su mayoria arboles, tienen caracteristicas demograficas que
impiden una gran acumulacion de variacion genética. Los sauces no son tan longevos como
otros arboles; en la mayoria de las especies la edad maxima de supervivencia no supera los
20 anos (Karrenberg et al. 2002, Liotta 2001), mientras que ciertas especies como
Cercidiphyllum japonicum o diversas especies de confieras pueden vivir cientos de afnos
(Jones et al., 2006, Sato et al. 2006, Suzan et al. 2007). Por otro lado, la mayoria de las
especies de Salix son dioicas, lo que reduce el tamafio efectivo de las poblaciones con
respecto a plantas que pueden ser hermafroditas (Hedrick 2005). Ademas, S. humboldtiana
es una especie pionera y se ha encontrado que las plantas de los primeros estadios de
sucesion tienden a tener menor diversidad genética, ya que el establecimiento de una
poblacion por lo general ocurre a través de pocos individuos (Hamrick et al. 1996, Hamrick et
al. 1992, Nybom et al. 2004).
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a partir de microsatélites nucleares.

Cuadro 6. indices de diversidad en diferentes especies del género Salix y otras especies de arboles obtenidos

Especie Ho He Estudio
Salix
S. humboldtiana 0.266-0.777 0.461-0.719 Este estudio
S. purpurea 0.517-0.686 0.509-0.724 Lin et al. 2009
S. eriocephala 0.430-0.704 0.544-0.764
S. hukaoana 0.300-0.810 0.290-0.617 Kikuchi et al 2011
S. daphnoides 0.258- 0.713 0.153- 0.865 Sochor et al. 2013
S. alba 0.100-0.700 0.065-0.820
S fragilis 0.000-0.500 0.000-0.725 King et al. 2010
S. alba x S. fragilis 0.176-0.941 0.396-0.773
Otras especies de arboles
Cercidiphyllum japonicum 0.755-0.842 0.774-0.857 Sato et al. 2006
Fraxinus excelsior 0.776-0.837 0.684-0.814 Heuertz et al. 2004
Quercus petrea 0.780-0.870 0.880-0.910 Cottrell et al. 2003
Quercus robur 0.770-0.810 0.870-0.920

El establecimiento de las poblaciones de varias especies de sauces se encuentra ligado con
el proceso de pulso inundacién-sequia y de erosion del rio (Naiman y Décamps 1997). Por
ejemplo, en el Rio Parana se ha observado la importancia de la erosién como factor de
control de las poblaciones de S. humboldtiana (Liotta 2001). En dicho estudio se encontro
gue en todos los bosques de sauce se observa que los efectos de la erosion limitan la
permanencia de los individuos en el largo plazo, generando un proceso de colonizacion y
extincién en donde las semillas se establecen en los bancos recién formados, que
posteriormente por procesos de sedimentacion se transformaran en albardones con
organismos adultos en donde actuaran las fuerzas erosivas (Figura 13). La colonizacién de
los bancos por los brinzales asegura la permanencia de las poblaciones de sauces, ya que Si
los bosques se perpetuasen en los mismos sitios, en algunas decenas de afios la elevada
tasa de cambio geomorfologico los haria desaparecer junto con los albardones en los que se

encuentran (Liotta 2001).
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Figura 13. Esquema de la integracion de Salix humboldtiana al pulso de inundacién-sequia. ATTZ: zona

de transicion acuética-terrestre (tomado de Liotta 2001).

Es importante sefialar que aunque en este estudio no se analizo el efecto de las especies
introducidas sobre las poblaciones de S. humboldtiana no es posible descartar su efecto
sobre la diversidad genética de la especie. Por ejemplo, en diversos rios de la Patagonia, en
donde S. humboldtiana se distribuye naturalmente, se ha observado un desplazamiento de la
especie por parte de otro tipo de sauces introducidos de Asia (S. babylonica) y Europa (S.
albay S. fragilis; Correa 1998). Este desplazamiento ha sido de tal magnitud que S.
humboldtiana se ha vuelto relictual en algunas zonas (Zalba y Villamil 2002). Debido a que
dichas especies también se han introducido en México es posible que ocurra el mismo
fendmeno con esta y otras especies nativas. Aunque en este estudio no se observé un
desplazamiento de S. humboldtiana por parte de estas especies si fue posible detectar que,
en algunos sitios, la especie era muy escasa o0 habia sido desplazada por otras especies de
arboles riparios. Otro problema es la formacién de hibridos entre S. babylonicay S.
humboldtiana (Hunziker 1962), lo que puede constituir una amenaza al pool genético de las
especies nativas e incluso puede llevar a la extincién de especies raras o endémicas
(Primack 2002). Aunque en campo no se observo un sobrelapamiento de poblaciones de S
babylonica con S. humboldtiana ya que, la primera se distribuye a una mayor altitud (2300-
2500 msnm) si comparte distribucion con otras especies de Salix nativas con las cuales
podria hibridar, por lo que, es importante realizar estudios sobre la diversidad genética de

diferentes especies de sauce.
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La diferenciacion genética de las poblaciones de S. humboldtiana se encuentra fuertemente
asociada a la estructura de las cuencas y esto coincide tanto para los marcadores nucleares
como para el de cloroplasto. Los indices de estructuracion Rsrt, Fst, asi como los resultados
de Structure y Geneland, muestran que esta diferenciacién es marcada y se encuentra
ordenada de una manera jerarquica. En primer lugar, encontramos que los individuos de S.
humboldtiana analizados con Structure (sin tomar en cuenta la localidad de donde
provengan) estan mas relacionados genéticamente con otros individuos de la misma regién
hidroldgica. Por otra parte, utilizando Geneland, el cual toma en cuenta la procedencia de
cada individuo asi como su area de dispersion, encontramos ocho grupos genéticos que
coinciden con las cuencas donde se encontraron los individuos (Figuras 10 y 11). Aunque el
analisis de Geneland tiene como limitante la asignacion de individuos no sélo por su similitud
genética sino también por su ubicacion geogréfica, esta explicacion tiene también un sentido
biolégico, ya que es mas probable que las poblaciones se estructuren o migren entre
cuencas cercanas que a cuencas lejanas. Por otro lado, los andlisis de estructuracion de
cloroplasto y de los loci dinucleotidos perfectos realizados con Structure muestran la
formacion de dos grupos genéticos: Lerma y Ameca-Balsas. Cuando un microsatélite consta
de dos tipos de repeticiones en tandem diferentes, puede existir homoplasia de tamafio de
fragmento, la cual consta en que dos alelos pueden ser iguales en tamafio pero no en
secuencia; es decir tienen diferente identidad por descendencia (Estoup et al. 2002). El
efecto de la homoplasia puede llevar a subestimar la estructura y el flujo genético. Sin
embargo, varios estudios afirman que ésta o la presencia de alelos nulos no representan
problemas significativos para analisis genéticos, ya que son compensados por el alto grado
de polimorfismos en los microsatélites (Machado et al. 2010). Para el caso de S.
humboldtiana los loci compuestos no se ven afectados por la homoplasia. En lugar de
subestimarse la estructura genética utilizando los loci compuestos, estos son precisamente
los que distinguen a la regidon Ameca de la del Balsas y son los loci que contienen mayor

diversidad de alelos (Figura 11).

En el AMOVA, el porcentaje de mayor variacion se encontrgé al comparar los grupos
obtenidos con Structure (52.62%) y los detectados con Geneland (58.69%). No obstante,
para los grupos de Structure la diferencia que hay entre el porcentaje de variacion entre
todos los individuos de la muestra (25.64%) y dentro de cada grupo genético (21.74%) es

similar. Al realizar la prueba con los grupos obtenidos por Geneland la variacion cambia; la
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variacion de los individuos dentro de los grupos genéticos es de 12.17% y al comparar entre
todos los individuos de la muestra es de 29.14% (Cuadro 3). Esto quiere decir que
efectivamente los individuos dentro de una region hidroldgica se encuentran diferenciados de
los de las otras y, a su vez, estos son mas similares dentro de cada cuenca. Existen
procesos ligados a la germinacion y la supervivencia de las semillas que pueden ser un
factor determinante para que exista estructuracion genética. En primer término, las semillas
gque se dispersan a largas distancias pueden tener mayores probabilidades de supervivencia
gue aquellas que caen cerca de la planta madre, debido a que las primeras escapan de la
mortalidad causada por procesos denso-dependientes, como la competencia, la depredacion
y algunas enfermedades (Janzen 1970, Clark y Clark 1984). En segundo lugar, los sauces
usualmente se establecen en un sustrato humedo con sedimentos finos, pero estos
micrositios son espacial y temporalmente limitados (Karrenberg et al. 2002; Woods y Cooper
2005). Por lo anterior, las semillas se concentran en tales sitios de disturbio creando parches
de medios hermanos, incrementando la estructuracion de las poblaciones (Sato et al. 2006).
El andlisis de parentesco entre cuencas mostré que la mayoria de los individuos no se
encuentran relacionados. Aun asi, hay un porcentaje alto de individuos que presentan la
relacion de hermanos o medios hermanos (26.6% max; Cuadro 1). Un estudio del
establecimiento de nuevas plantulas de S. humboldtiana en el delta del Parand mostro que
estas se establecen en bancos de arena e islas nuevas donde nacen en masas densas, a la
vez que se menciona un reclutamiento bajo en islas ya pobladas (Bukarte 1957).
Generalmente las semillas de sauce son liberadas de las capsulas y estas se aglomeran en
grupos que viajan juntos. Lewis y Francashi (1979) indicaron que cada banco es colonizado
una sola vez y que todos los individuos son coetaneos, por lo que, si las semillas de una
misma planta llegan a un sitio apto para la germinacién, muchos de los individuos estaran
emparentados. Mas aun, los sauces usualmente liberan sus semillas por un corto periodo de
tiempo y la longevidad de estas es extremadamente corta (menos de un mes), lo que hace
gue la regeneracion o colonizacién de nuevos lugares a partir de semillas sea poco efectiva
(Karrenberg et al. 2002, Gage y Cooper 2005). Para hacer un analisis de parentesco mas
fino, seria recomendable realizar un analisis de autocorrelacion espacial (p e.j. Sato et al.
2006) tomando en cuenta los subgrupos que se forman en los banco de arena a lo largo del
rio y comprobar si los individuos de un banco tienden a estar mas relacionados entre si que
con los individuos de otros bancos dentro de la misma cuenca. En este estudio no fue posible

hacer este andlisis, ya que solo se tomaron las coordenadas geogréficas de cada localidad y
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no la ubicacion de cada individuo, ademas de que sdlo se incluyeron individuos adultos, esto
podria implicar que dentro de una misma cuenca existan subgrupos de individuos

emparentados.

Después de determinar que los grupos genéticos concuerdan con las cuencas, se encontro
gue la mayoria de los grupos genéticos se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg. Por
otro lado, dos grupos presentaron un indice de endogamia elevado: Yautepec (0.446) y La
Parota (0.820). Generalmente la deficiencia de heterdcigos se atribuye a una restriccion en el
tamafio poblacional, una alta proporcién de individuos clonales o un desfase en la proporcién
de sexos y una subsecuente endogamia (Ueno et al. 2007, Crawford et al. 1983). Sin
embargo, otros factores como la seleccion, una alta frecuencia de alelos nulos o el efecto
Wahlund pueden también causar un déficit de heterocigos (Chapuis y Estoup 2007, Lee et al.
2011). Debido a que se no se utilizaron en el analisis los individuos clonales para calcular los
indices de diversidad, se puede descartar que estos valores sean un artefacto causado por la
presencia de clones dentro de los grupos. Ademas, los grupos con mayor presencia de
clones (Querendaro y Sahuayo) se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg. Otra
posibilidad es que falten alelos por muestrear dentro de la poblacién. Por ejemplo, el alto
indice de endogamia de la poblacion de la Parota puede estar relacionado al tamafio de
muestra utilizado (n=5) y esto se observa en las curvas de rarefaccion (Anexo 7b). Debido a
que la endogamia, al igual que la deriva, tiene un efecto global sobre todo el genoma, se
esperaria que si las poblaciones sufrieran de alguno de estos factores todos los loci
presentarian deficiencia de heterécigos. Al analizar el equilibrio de Hardy-Weinberg en cada
locus y cada grupo (Anexo 7a) se encontré que en la poblacion de Yautepec varios loci tienen
deficiencia de heterdcigos (Cha 528, Cha 475, SB 201, SB 233), sin embargo, los demas loci
se encuentran en equilibrio. Dichos loci también presentan una frecuencia alta de alelos
nulos dentro del grupo genético, por lo que la deficiencia de heterécigos en dichas
poblaciones puede ser atribuida a la presencia de dichos alelos (Anexo 7a). Como ya se
menciono antes, los sauces suelen encontrarse dispersos a lo largo de la llanura aluvial y no
forman un bosque continuo a lo largo de esta. Por otro lado, es muy posible que dentro de
los grupos genéticos haya un efecto Wahlund, en el que existen subpoblaciones que
funcionan como subunidades de apareamiento en donde alelos diferentes se encuentren fijos

0 sean mas frecuentes en un grupo que en otro. Este fenémeno ya se ha reportado en otras
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especies de sauce como S. daphnoides (Sochor et al. 2013) y S. hukaona (Kikuchi et al.
2011).

7.3 Migracion y aislamiento por distancia

Uno de los objetivos del presente estudio fue investigar si existe flujo génico entre cuencas o
regiones hidroldgicas cercanas y si estas presentan aislamiento por distancia. La prueba de
Mantel de aislamiento por distancia para todas las localidades dio una correlacién positiva
para el estadistico de Rst. Las poblaciones se encuentran aisladas como lo muestran los
indices de diferenciacion entre cuencas (Cuadro 2, Anexo 9), por lo que las localidades que
se encuentran en un mismo rio tienen o han tenido flujo genético entre ellas, pero es poco
probable que migren hacia otras cuencas a pesar de pertenecer a la misma regién
hidroldgica, causando que las poblaciones se aislen y diferencien. Se ha observado que las
especies de plantas que tienen distancias de dispersion de polen o semillas bajas o
moderadas tienden a presentar aislamiento por distancia y autocorrelacion espacial de
genotipos para loci neutrales (Malecot 1948, Sokal y Wartenberg 1983, Epperson 1989).
Tradicionalmente que las especies del género Salix se dispersan a grandes distancias
(Boedeltje et al. 2003, Tackenberg et al. 2003, Tabacchi et al. 2005, Seiwa et al. 2008,
Horandl et al. 2002). Sin embargo, se ha observado que en varios taxa, el flujo génico se
encuentra restringido y que la dispersiéon de semillas es limitada (Kikuchi et al. 2011, Sochor
et al. 2013). Las semillas de sauce se encuentran adaptadas para dispersarse tanto por
viento como por agua, ya que la estructura plumosa de estas les permite mantenerse a flote
por tension superficial (Seiwa et al. 2008). La anemocoria es la primera via de dispersion de
semillas en sauce, pero se ha demostrado que tiene un rango limitado. Por ejemplo, Gage y
Cooper (2005) mostraron que el 90% de las semillas dispersadas por viento no alcanzan
distancias mayores a 200m a partir de las plantas madres. Por otro lado, las semillas de
sauce que llegan a un lago o un rio por via aérea pueden ser dispersadas secundariamente
rio abajo por la corriente (Schneider y Scharitz 1988, Thebaud y Debussche 1991, Anderson
et al. 2000, Jansson et al. 2005, Merritt y Wohl 2006). La hidrocoria es una estrategia de
dispersion a larga distancia méas efectiva para el flujo genético en los ambientes riparios
(Kudoh y Whigham 1997; Lundgvist y Andersson 2001). Sin embargo, la dispersion por agua
se limita a sitios que se encuentran conectados por agua superficial y con direccion rio abajo

de la planta madre (Soons 2006). Por ejemplo, en la especie S. hukaoana, (Kikuchi et al.
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2011) se observo que la hidrocoria es la responsable de incrementar el flujo genético entre
poblaciones lejanas rio abajo, mientras que las poblaciones rio arriba tienen poca variacion y
el flujo genético solo es local. En el caso del presente estudio, este fendmeno se puede
observar en la region del Lerma. Dicha regién contiene la mayor cantidad de localidades
muestreadas, incluido el cauce principal. Es posible observar que tanto en nimero de alelos
como de heterocigosis observada, las localidades del Lerma, y principalmente las cercanas
al cauce principal, tienen mayor diversidad genética que aquellas que se encuentran mas

alejadas (Anexo 8)

El modelo de migracién mas probable es aquel en donde los individuos se mueven entre las
regiones de Lerma y Ameca y entre Ameca y Balsas. A pesar de que la probabilidad de este
modelo fue muy baja (0.10862), esta explicacion tiene un sentido biolégico. La estructuracion
de las cuencas tanto de los genotipos del locus de cloroplasto como de los microsatélites
nucleares perfectos, muestra que las regiones del Ameca y el Balsas tienden a asociarse y
gue la region del Lerma se encuentra diferenciada (Figura 11). Debido a que los marcadores
de ADN mitocondrial y de cloroplasto, asi como los microsatélites perfectos, tienden a tener
tasas de mutacion mas lenta en comparacion con microsatélites compuestos (Godinho et al.
2008, Hardy et al. 2003, Di Rienzo et al. 1994, Cristescu et al. 2010), es posible suponer que
estas regiones formaban parte de un mismo sistema o tenian contacto en el pasado y
después se dividieron. Ademas, es probable que esta comparticién de alelos entre estos
grupos se deba a la retencion de polimorfismos ancestrales por separacion incompleta de
linajes y no a procesos de migracion. La cabecera del Rio Itzicuaro, donde se encuentran
las localidades de Cotija y Tocumbo, pertenece actualmente a la region del Balsas. Sin
embargo, se cree gue antiguamente esta cuenca era un tributario del lago de Chapala (lugar
donde desemboca el rio Sahuayo; Figura 4) y que se separ6 de éste en el Terciario (Miller y
Smith 1986, Rosas-Elguera et al. 2002, 2003). Este evento no solo se encuentra sustentado
por evidencia geoldgica sino que también se ha encontrado que varias especies de dichas
cuencas comparten haplotipos (Dominguez-Dominguez et al. 2008). Por ejemplo, en un
estudio realizado con ADN mitocondrial en diferentes especies de goodeidos (Dominguez-
Dominguez 2009) se demuestra la existencia de un Unico haplotipo en los individuos de esta
region, el cual solo se encuentra a un paso mutacional del haplotipo encontrado en la cuenca
de Chapala. Existen otros estudios en peces que apoyan esta hipotesis debido a que ambas

cuencas comparten especies hermanas y a que estos eventos de conexidén se han visto en

50



otras cabeceras de cuencas como la cuenca del rio Cupatizié y su conexion con cuencas del
Lerma (Zirahuen y Péatzcuaro) (Alvarez del Villar 1963, Pérez-Rodriguez et al. 20009,
Dominguez -Dominguez 2009, Corona-Santiago 2013). Por otro lado, y volviendo a nuestro
estudio en Salix, la estructuracion de los datos tomando en cuenta todos los loci nucleares,
mostraron consistentemente tanto en Geneland como Structure que las localidades de Cotija
y Tocumbo (parte del rio Itzicuaro), y Jiquilpan (rio Sahuayo), presentan genotipos mezclados
entre dos grandes grupos (Lerma y Ameca; Figuras 10 y 11). Lo cual puede significar que
existi6 flujo genético mucho después de que se separaran las cuencas por actividad
volcanica (Rosas-Elguera et al. 2002, 2003). Una forma de poder distinguir entre la
separacion incompleta de linajes y el flujo génico seria estimando los niveles de flujo génico
a través de métodos de coalescencia de manera diferencial. Por ejemplo realizando el
analisis de flujo génico tanto de cloroplasto, como de los loci nucleares con el programa
Migrate. Debido a que en este estudio la diversidad de alelos tanto para cloroplasto como
para los microsatélites nucleares fue muy baja no fue posible calcular el flujo génico entre
grupos genéticos ya que las cadenas no convergieron. Se sugiere aumentar el nimero de

loci
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VIIl. CONCLUSIONES

Salix humboldtiana es una especie que presenta una heterocigosis (0.508) dentro del rango
encontrado para otras especies de sauces y la cual esta asociada a su dinAmica poblacional
de colonizacion y extincion en parches. A pesar de presentar una reproduccion vegetativa, la
presencia de individuos clonales fue baja y se puede suponer que la especie se reproduce
predominantemente a través de semillas.

Segun el algoritmo utilizado (Strucuture o Geneland) se obtuvieron tres y ocho grupos
genéticos que concuerdan con las regiones hidroldgicas y la geografia de las cuencas,
respectivamente. Estos resultados son consistentes con los indices de estructuracion Rsty
Fst que también monstraron valores de diferenciacion entre los ocho grupos genéticos.

Por otro lado, se puede concluir que la sefial de migracion entre la regién del Balsas y del
Ameca puede ser producto de una separacion incompleta de linajes, ya que estas regiones
forman un solo grupo al observar la estructura obtenida usando el marcador cloroplatico y los
microsatélites nucleares simples. Al separarse el grupo Balsas-Ameca es posible que entre el
grupo Ameca y Lerma si haya habido migracién, como lo muestran los resultados utilizando

todos los loci.

Este es el primer estudio que se realiza para medir la diversidad y estructuracion de S.
humboldtiana en México. Aungue la especie no se encuentra clasificada como vulnerable, se
ha observado en otras areas de su distribucion que esta es desplazada por especies de
sauce introducidas (Thomas et al. 2012, Budde et al. 2011), lo cual podria estar ocurriendo
en México para esta y otras especies del género, por lo que se sugiere realizar estudios de

diversidad genética e hibridacion en otras especies de sauce en México.
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Anexo 1

ANEXOS

Localidades de colecta para la extraccion de ADN foliar de S. humboldtiana. Se muestran las localidades,

Estado de procedencia y subcuenca de la region hidroldgica a la que pertenecen, asi como el nimero de

individuos colectados y las coordenadas geogréficas en grados decimales. El color de la localidad representa la

region hidroldgica a la que pertenece la subcuenca: Azul: Lerma, Verde: Balsas, Naranja: Ameca (INEGI 2012).

Localidad Estado y cuenca #loc individuos Latitud Longitud
N @)
Charo Michoacan (L. Cuitzeo) 1 10 19.737 -101.027
Queréndaro Michoacéan (L. Cuitzeo) 2 9 19.879 -100.908
Pénjamo Michoacan (Lerma) 3 6 20.352 -102.019
4 6 20.607 -101.412
Zamora Michoacan (Angulo) 5 1 20.169 -102.169
Michaocan (Duero) 6 1 20.109 -102.262
7 1 19.960 -102.339
Sahuayo Michoacan (Sahuayo) 8 5 20.097 -102.686
Jiquilpan Michoacan(Sahuayo) 9 6 19.995 -102.617
19.983 -102.646
Cotija Michoacan(ltzicuaro) 10 6 19.830 -102.666
Tocumbo Michoacan (ltzicuaro) 11 9 19.763 -102.618
Lombardia Michoacan (La Parota) 12 6 18.577 -99.298
Yautepec Morelos (Yautepec) 13 10 18.907 -98.990
14 9 18.874 -99.067
El Estudiante Morelos (Amacuzac) 15 8 18.577 -99.298
Cuauachichin Morelos (Amacuzac) 16 10 18.683 -99.382
ola
Tetecala Morelos (Amacuzac) 17 2 18.743 -99.425
San Alejo Edo de Méx. (Amacuzac) 18 12 18.848 -99.731
La Finca Edo de Mex (Amacuzac) 19 5 18.904 -99.660
San Antonio Jalisco (Ameca) 20 11 20.563 103.954
Matute
Total 12 Cuencas 20 133
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Anexo 2

Protocolo miniprep para aislamiento de DNA de plantas (Doyle, Doyle 1987) modificado por (Vazquez-Lobo,

1996).

1.
2.

Moler en un mortero un maximo de 500mg de tejido con nitrégeno liquido.

Cambiar el tejido pulverizado a un nuevo mortero y agregar 1ml de buffer CTAB2X (Tris-HCL
100mM pH8, NaCL 1.4M, EDTA 20mM, CTAB 2% y BME 0.3%).

Recuperar en un tubo eppendorf de 1.5ml y centrifugar a 13 000 rpm durante 8 min. a 4°C
(puede ser a temperatura ambiente).

Eliminar el sobrenadante y resuspender con 600ul de buffer CTAB 2X. Incubar en un bafio 10
min. a 60 °C.

Agregar a cada tubo 600 pl de cloroformo-octanol 24:1, agitar hasta homogeneizar y
centrifugar a 7 000 rpm durante 12 min. A 4°C (o hasta que el sobrenadante quede
transparente). Una vez recuperado el sobrenadante, este paso se puede repetir agregando
s6lo 550 ul de cloroformo-octanol.

Trasladar el sobrenadante a un tubo nuevo y precipitar DNA con 2/3 del volumen final (550 pl
Aprox) de isopropanol frio. Incubar de 30 min a 24 h. a -20°C.

Centrifugar a 13 000 rpm durante 10 min. A 4°C. Eliminar el sobrenadante.

El pellet debe limpiarse con 500 pl de etanol 70% frio y centrifugar a 13 000rpm durante 2 min.
Repetir.

Eliminar el sobrenadante, secar en campana y resuspender el pellet con 200 pl de ddH,O
esteril.
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Anexo 3

Microsatélites polimorficos, monomorficos y sin producto de amplificacion para S. humboldtiana. Se indican las
caracteristicas de los microsatélites asi como la secuencia de los oligonucleétidos para cada locus y el
marcador fluorescente utilizado. También se indican las condiciones generales de reaccién como temperatura
de alineamiento y concentracion (mM) de MgCl, utilizados para amplificar. Marcadores Sb (Barker et al. 2003),
Cha (Hoshikawa et al. 2009), ccmp (Weising y Gardner 1999)

Locus Repeticion MgCl T Rango de tamaiio de los Secuencias
Numero de 2 °C alelos (pb)
acceso a (mM)
GeneBank Esperado Encontrado

Loci polimérficos en S. humboldtiana

Sb 201 (CT)n(CA)n 2.5 50 193-244 172-288 F: CCTCTTTTTCTATTGTGGTCT*™
AF442708 R: GGCATGTATTTTTACTCCAAC

Sb 233 (TA) (TG)n 25 50 185-235 170-246 F: AAATTACCGTCCAACTAAAGANEP
AF442711 R: CATTAGCCATGAACAAGTAAA

Cha 475 (GT)n 15 50 151-176 130-146 F: AGGGAATGAGAGATGGTAGAGTY'®
AB455503 R: GGGAAGGTAAGTTGGTGTTG

Cha 528 (GT)n 1.5 50 150-166 158-172 F: AGGAGGAAGTCAGATTCAC®™M
AB455507 R: ATTCCATTAAAAGTCAATCA

Cha 580 (CTn(CA), 2 53 259-271 234-248 F: TTCGGTCTCGGAAACCTATGNEP
AB455509 R: CCCCACAACTGCAATATC

Cha 591 (CTn 2 53 144-172 146-164 F: CCACGCATTACAAGTATCTC™'
AB455510 R: GCGAATTACAGCTAAGAC

Cha 621 (G 2 53 146-154 128-365 F: TCCACCTGTAAGAACTTATC®™M
AB455512 R: CCCTCCAGACTCATTGTC

*ccmp?2 A, 1.5 50 189 208-216 F: GATCCCGGACGTAATCCTG"™"

R: ATCGTACCGAGGGTTCGAAT

Loci nucleares monomorficos en S. humboldtiana

Sb 80 (TCh 3 53 115-143 F: TAATGGAGTTCACAGTCCTCC
AF442696 R: ATACAGAGCCCATTTCATCAC
Sb 194 (CA)n 2.5 53 108-152 F: TGTGAGATAAGATTTGTCGGT
AF442704 R: CCATAAATAAAAAACGTGAAC
Sb 196 (GCC)n 3 50 169-184 F: CTGTTTCCTGCCACTATTACC
AF442705 R: TATAATCTGTCTCCTTTTGGC
Sbh 243 (GCC)nATCATT 25 50 102-113 F: ATTCCTTTCTTCATCAGTAGC
AF442694 CCCC[GCC]n R: GACAACGCCATTCACATGACC
Cha 472 (CTy 1.5 50 163-179 - F: GCCTCACCAAAGAAGCATCAAC
AB455502 R: AACCAATTCCGTCGTCATTA

Loci nucleares que no amplificaron en S. humboldtiana

Sb 24 (TG)n 114-281 F: ACTTCAATCTCTCTGTATTCT
AF442691 R: CTATTTATGGGTTGGTCGATC
Sb 38 (TG)x 116-144 F: CCACTTGAGGAGTGTAAGGAT
AF442692 R: CTTAAATGTAAAACTGAATCT
Sb 93 (GT)n 159-185 F: GACGCACATACACCATTACAC
AF442699 R: TGTTAGAAAATTAGGCACGGA
Sb 199 (TG)nCG(TG)n 102-140 F: CTATTTGGTCTCAATCACCTT
AF442705 R: CTTTACCTCAGAAAATCCAGA
Cha 522 (GA 86-144 F: AACGTAGCAAGTATAGCGA
AB455506 R: ATGTGGCAGAGATGTTTACAAG
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Especies donde se han probado los primers Sb

S. aegyptiaca L. (S. medemii Boiss.), S. alba L. spp. vitellina, S. appenina Skv., S. aurita L.,

S. candida Flugge ex Willd., S. caprea L., S. cinerea L., S. cordata Michx., S. daphnoides Vill.,

S. discolor Muhl., S. fragilis L., S. gigliana Seem., S. glaucophylloides Fern., S. gracilistyla Miq.,

S. hookeriana Barratt, S. himalayas Heybr., S. kotens L., S. kinuiyanagi Kim., S. koriyanagi Kim., S. miyabeana
Seem., S. myricoides hastata (S. myricoides xS. hastata Muhlenb. L.),

S. nigricans Sm. (S. myrsinifolia Salisb.), S. phylicifolia L., S. purpurea L., S. rehderiana Schneid., S. eriocephala
Michx. (S. rigida Muhlenb.), S. rossica Nasarov, S. sachalinensis F. Schmidt, S. serissaefolia Kim., S. sitchensis
(S. bebbiana Sarg.), S. triandra L. S. aquatica L., S. aurita L., S. cordata Michx., S. hookeriana Barratt, S.
koriyanagi Kim., S. nigricans Sm. (S. myrsinifolia Salisb.), S. sitchensis (S. bebbiana Sarg.), S. viminalis x S.
schwerinnii, S. burjatica x S. viminalis, S. kotens L., S. kinuiyanagi Kim., S. koriyanagi Kim., S. schwerinnii L., S.
aurita X S. cinerea xS. viminalis L., S. aurita L., S. dasyclados L., S. cinerea L., S. daphnoides Vill. S.
glaucophylloides Fern., S. rehderiana Schneid., S. appenina Skv., S. aquatica L.,

S. discolor Muhl., S. kotens L., S. myricoides hastata (S. myricoides x S. hastata Muhlenb. L.),

S. viminalis x S. schwerinnii, S. burjatica x S. viminalis, S. sachalinensis F. Schmidt, S. hookeriana Barratt
Especies donde se han probado los primers Cha

S. pentandra, S. urbaniana, S. reinii, S. jessoensis, S. hukaoana, S. rorida, S. arbutifolia,P. maximowiczii

Anexo 4
Se muestran los individuos que se clasificaron como clonales para S humboldtiana analizados con 7
microsatélites nucleares en las regiones hidrolégicas del Ameca, Balsas y Lerma. Asi como la localidad a la que

pertenecen y el numero de genotipo identificado como clonal.

Localidad #de Individuos
Genotipo
clonal
Querendaro 13 13,14, 15y 17 Que
15 18,19 Que
Sahuayo 86 1,2,3y5 Sahua
Yautepec 23 8, 14 y 15 More
San Alejo 57 3y 6 SnAle
Cuahuachichinola 72 7y 9 Cuaua
La Finca 117 4y 5 Finca
San Antonio Matute 50 6, 7y 11 SnMat
Lombardia 1,5 Lomb
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Anexo 5

Comparacién del nimero estimado de grupos diferentes obtenidos a partir de Structure después de realizar la
prueba de Evano
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A) Estimacién de grupos genéticos (AK) obtenidos después de realizar la prueba de Evano utilizando
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los 7 loci de microsatélite. B) Probabilidad logaritmica posterior de determinados grupos genéticos

(LP(X I K) K=1 hasta K=12, con 60 corridas independientes para cada K.

C) Estimacién de grupos genéticos (AK) obtenidos después de realizar la prueba de Evano cuando se

retiraron los loci con microsatélites imperfectos. D) Probabilidad logaritmica posterior de determinados

grupos genéticos (LP(X | K) K=1 hasta K=12, con 60 corridas independientes para cada K.
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Anexo 6

Lista de alelos privados para los loci de microsatélites nucleares por poblacion, locus y su frecuencia

Poblacién Locus Alelos Frecuencia
LERMA Cha580 242 0.031
Cha591 158 0.031
Sb201 174 0.023
Sb201 208 0.045
Sb201 212 0.182
Sbh201 216 0.023
Sb233 230 0.053
Sb233 242 0.053
QUERENDARO Sb201 204 0.250
SAHUAYO/ITZICUARO Cha591 156 0.143
Cha475 132 0.100
Cha475 142 0.200
Sb233 202 0.050
ITZICUARO Sbh201 244 0.063
LAPAROTA Sbh233 194 0.250
YAUTEPEC Cha621 128 0.071
Cha621 136 0.036
Sb201 172 0.167
Sbh201 188 0.167
Sb233 246 0.125
AMACUZAC Sb201 248 0.042
Sb201 250 0.021
Sbh201 258 0.208
Sb201 262 0.021
Sb201 288 0.021
Sb233 210 0.083
AMECA Cha580 248 0.125

Cha528 168 0.500




Anexo 7a

Valores de Fisy frecuencia de alelos nulos para cada locus en cada grupo genético obtenido a partir de

Geneland. La frecuencia de alelos nulos para cada locus en cada grupo genético se muestra entre paréntesis.

Los valores en negritas indican un exceso o deficit de heterocigotos con una q<0.05. Los espacios vacios

representan que para dicha poblacion no fue posible calcular Fs debido a que hay muy pocos alelos

Ler Qe Sah Itzi Pa Yau Ama Am
Cha580 0.037 -1.000 0.344 0.050 - -0.425 0.218 0.229
(0.04) (0) (0.0961) (0) (0.001) (0) (0.0614) (0.0527)
Cha623 -0.648%"  0.412 -0.462 -0.471 -0.200 -0.349  -0.488%"  -0.412
(0) (0.1429) (0) (0) (0) (0) (0) (0)
Cha591 0.147 -0.579 0.192 -0.011 - -0.338 -0.094 -0.212
(0.038) (0) (0.0527) (0) (0.001) (0) (0) (0)
Cha528 -0.081 -0.539 0.020 -0.153 - 0.790°"  0.605"" -0.297
(0) (0) (0.0123) (0) (0.001) (0.1468)  (0.1633) (0)
Cha475 0.852 - 0.483°"  1.000"°" - 1.000 °H 1.000 -0.067
(0.3014) (0.001) (0.1784) (0.397) 0.001 (0.3286) (0.3332) (0)
SB201 -0.077 -0.200 0.065 -0.094 1.000°"  0.686°" 0.143 0.418
(0) (0) (0.0004) (0.0003) (0.269) (0.2488) (0.0809) (0.1277)
SB233 0.082 0.565 0.146 0.415 0.790°"  o.775"" -0.046 0.597 1
(0) (0.1709) (0.0446)  (0.1302)  (0.3301)  (0.3268) (0) (0.2297)

DH: deficiencia de heterdcigos; EH: Exceso de heterécigos.

indices de diferenciacion con y sin correccion ENA. Los valores de Fsr fueron calculados segun Weir y

Crockerham (1984) y después fueron recalculados (Fst.ena) Utilizando la correccion de ENA descrita en Chapuis

y Estoup (2007).

Locus Fst Fst-ena
Cha580 0.221762 0.209823
Cha623 0.019724 0.017536
Cha591 0.222605 0.223073
Cha528 0.395292 0.351698
Cha475 0.271104 0.253843
SB201 0.191973 0.161961
SB233 0.304794 0.305445
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Anexo 7b

Desequilibrio de ligamiento. Debajo de la diagonal se muestra el valor de Chi’y los grados de libertad, arriba de

la diagonal se muestran los valores de q que fueron corregidos con la prueba de False Discovery Rate.

Cha 580 Cha621 Cha591 Cha528 Chad75 Sb201 Sb233
Cha 580 0.831 0.831 0.831 No info 0.783 0.831
Cha621 1.186 (8) 0.831 0.831 0.831 0.806 0.831
Cha591 0.196 (4)  6.437 (12) 0.783 No info 0.186 0.806
Cha528 1.505(4)  3.671(6)  8.340 (8) 0.4437 0.045* 0.145
Cha475 Not possible 0(2) Not possible  3.619 (2) 0.750 0.444
Sb201 3.712(4)  6.773(8) 18.496 (10) 21.628(8)  2.203 (2) 0.027*

Sb233 0.736 (2)  1.207(8)  3.176(4) 10.914(4) 3.560(2) 21.106 (6)

*<0.05 **(<0.01

Anexo 7c

Curvas de rarefaccion para cada grupo genético obtenido con Geneland.
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Anexo 8

Analisis de diversidad tomando en cuenta los rios de la region hidrol6gica del Lerma

Rio He Ho
Charo 0.733 0.796
Queréndaro 0.669 0.777
Lerma 0.70859 0.702
Duero 0.704 0.571
Sahuayo 0.66 0.696

76



Anexo 9

Matriz de diferenciacion genética obtenida para el estadistico Rst. Se tomaron en cuenta las doce cuencas hidrolégicas dentro de las regiones
hidrolégicas. Arriba de la diagonal se muestra la matriz de distancia geografica convertida a In y debajo de la diagonal los valores de estructuracion entre
cada par de cuenca. Cui: Cuitzeo; Que: Queréndaro; Ler: Lerma; Gua: Guanajuato; Sah: Sahuayo; ltzi: ltzicuaro; S.J: San Juanico; Par: Parota; Yau:

Yautepec, A. Ama: Alto Amacuzac; B.Ama: Bajo Amacuzac; Ame: Ameca.

Rst\In Cui Que Ler Gua Sah Itzi S.J Par Yau A. Ama B. Ama Ame
Cui 2.6086 4,712 3.846 5.177 5.177 5.207 4.607 5.426 4,979 5.217 5.788
Que 0.044 4.821 4.065 5.248 5.249 5.277 4.733 5.367 4.887 5.144 5.827
Ler 0.228 0.206 4.217 4.206 4221 4.292 3.366 5.824 5.548 5.689 5.373
Gua 0.004 0.112 0.112 4.904 4910 4,947 4173 5.605 5.250 5.435 5.645
Sah 0.251 0.243 0.026 0.168 1.730 1.914 4.381 6.002 5.775 5.889 5.008
Itzi 0.630 0.648 0.434 0.580 0.274 1.721 4.368 6.002 5.774 5.889 5.011
S.J. 0.620 0.628 0.443 0.581 0.229 0.021 4.436 6.015 5.791 5.904 4.974
Par 0.611 0.535 0.434 0.569 0.341 0.332 0.230 5.788 5.496 5.644 5.434
Yau 0.371 0.224 0.258 0.343 0.265 0.390 0.305 0.097 4.413 3.780 6.317

A. Ama 0.798 0.751 0.732 0.783 0.712 0.719 0.683 0.397 0.305 3.663 6.156

B. Ama 0.846 0.815 0.798 0.842 0.781 0.798 0.779 0.523 0.327 -0.012 6.236
Ame 0.403 0.476 0.358 0.372 0.153 0.339 0.297 0.506 0.433 0.785 0.841
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Anexo 10

Matrices de escenarios de migracion utilizados en el programa Migrate, para las regiones

hidrol6gicas de Ameca, Balsas y Lerma.

1) Migracion entre todas las poblaciones

Destino

Lerma Balsas

(0] Lerma [©] *
ri
Balsas % (©]
Ameca * *

3) Migracion entre Ameca y Balsas

Destino

Lerma Balsas

(0] Lerma (©]

Balsas [C]
g
e Ameca *
n

5) Migracion entre Lerma y Balsas

Destino

Lerma Balsas

o] Lerma @ ®
n Balsas * ©
g

e Ameca

n

2) Migracion entre Lerma y Ameca

Destino
Ameca
Lerma Balsas Ameca
o,
(o} Lerma © *
* #
ri
Balsas (O]
@
Ameca * ©
n

4) Migracion entre Lerma y Ameca y de Ameca a Balsas

Destino
Ameca Lerma Balsas Ameca
(0] Lerma (©] *
ri
* Balsas o] *
o] e Ameca * * (©]

Ameca
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Anexo 11

Lista de claves de proyectos y responsables que proveyeron informacién en esta consulta REMIB.

Responsable del proyecto CONABIO: AC 2
54
Formacion del banco de datos del herbario (UCAM)
Morelos
Numero de registros aportados por el proyecto: 6
proyecto: 1
M en C. Pedro Zamora Crescencio
yecver@hotmail.com
Centro de Investigaciones Histéricas y Sociales
Universidad Autbnoma de Campeche
Morelos
Av Agustin Melgar s/n, Lindavista
Campeche, Cam, 24030, México
Tel/Fax: (981) 816 33 23
e-mail: pezamora@mail.uacam.mx
Afio: 2005

Responsable del proyecto CONABIO: AE 131
3
Catalogo electrénico de especimenes depositados en el Herbario de la
datos de la coleccién de herbario
Universidad de Texas en Austin, Fase IV
NuUmero de registros aportados por el proyecto: 37
proyecto: 3
Dr. José Luis Panero
Herbarium
The University of Texas
Plant Resources Center,
Austin, Texas, ND, TX 78713, Estados
tel:001(512)232 2796, 2232, 1990 Fax: 001(512)471
e-mail: panero@mail.utexas.edu
Afo: 2003
Responsable del proyecto CONABIO: B 123
7
Lista floristica de la Costa Grande del estado de Guerrero
Fase IV. Base de datos de la
Numero de registros aportados por el proyecto: 2
clase Magnoliopsida
M en C. Nelly Diego Pérez
Nacional de Ciencias Biol4gicas,

Laboratorio de Plantas Vasculares
Departamento de Biologia
proyecto: 68
Facultad de Ciencias
Universidad Nacional Autébnoma de México
Av Universidad # 3000, Ciudad
México, DF, 04510, México
Tel: 622 4921
e-mail: nelly@servidor.unam.mx
Afo: 1997
Responsable del proyecto CONABIO: B 140
Actualizacion de las bases de datos de colecciones, especies en peligro de
extincioén, colecta y propagaciéon de germoplasma
Numero de registros aportados por el proyecto: 3
Dr. Andrew Peter Vovides Papalouka
18
Departamento de Sistematica Vegetal
las regiones éaridas y semiaridas
Divisién de Vegetacion y Flora
Instituto de Ecologia AC
proyecto: 2
Km 2.5 Antigua Carretera a Coatepec #
351, Congregacion El Haya

Responsable del proyecto CONABIO: B
Inventario floristico de la Sierra de Huautla,
Numero de registros aportados por el

Dr. Oscar Roberto Dorado Ramirez
Departamento de Sistematica y Evolucion
Centro de Investigacion en Biodiversidad y
Universidad Autbnoma del Estado de

Av Universidad # 1001, Chamilpa
Cuernavaca, Mor, 62210, México
01 (777) 329-70 19
e-mail: odorado@uaem.mx

Afo: 1997

Responsable del proyecto CONABIO: BC
Actualizacién e incremento del banco de

del Jardin Etnobotanico de Oaxaca
NuUmero de registros aportados por el

Ing. César Chavez Renddén
jetnobot@prodigy.net.mx
Jardin Etnoboténico de Oaxaca
Centro Cultural Santo Domingo
Reforma s/n esq Constitucion, Centro
Oaxaca, Oax, 68000, México
01 (951) 51679 15y (951) 51 6 76 72
Afo: 2006
Responsable del proyecto CONABIO: BC

Computarizacién del Herbario ENCB, IPN.
familia Pinaceae y de distintas familias de la

depositadas en el Herbario de la Escuela

IPN
Numero de registros aportados por el

Dr. Rafael Fernandez Nava
rfernanmex@gmail.com

Departamento de Botanica

Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas
Instituto Politécnico Nacional
Prolongacién de Carpio y Plan de Ayala
s/n, Casco de Santo Tomas

México, DF, 11340, México

5729 6000 6 5729 6300 ext. 62331
e-mail: rfernan@ipn.mx

Afo: 2007

Responsable del proyecto CONABIO: BE

Conservacion del germoplasma vegetal en

de México
Numero de registros aportados por el

Dra. Patricia Davila Aranda
Unidad de Biotecnologia y Prototipos
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Xalapa, Ver, 91070, México
01 (228) 842 1800 ext 3007; fax (228) 818 6009
e-mail: andrew.vovides@inecol.edu.mx
Afo: 1111
Responsable del proyecto CONABIO: A7
Flora de la Reserva de la Bidsfera Sierra de Manantlan, Jalisco-Colima,
México
Numero de registros aportados por el proyecto: 8
Ing. Francisco Santana Michel
Instituto Manantlan de Ecologia y Conservacion de la Biodiversidad
Departamento de Ecologia y Recursos Naturales
Division de Desarrollo Regional
Centro Universitario de la Costa Sur
Av Independencia Nacional # 151,
Autlan de Navarro, Jal, 48900, México
Tel: 01(317) 3825010; (317) 3810295 ext. 7152
e-mail: fsantanam@cucsur.udg.mx
Afno: 1111

Responsable del proyecto CONABIO: BE 5
28

Inventario Floristico de la Reserva de la Bi6sfera La Sepultura del Corredor

Fase
Biolégico Sierra Madre del Sur. Fase Il
proyecto: 2
Numero de registros aportados por el proyecto: 2
M en C. Mario Sousa Sanchez
Herbario Nacional MEXU
Departamento de Botanica
Instituto de Biologia
Universidad Nacional Auténoma de México
Av Universidad # 3000, Ciudad
México, DF, 04510, México
Tel: 622 9113 Fax: 5550 1760
e-mail: sousa@servidor.unam.mx
Afo: 2006
4
Responsable del proyecto CONABIO: BK 31

Unidad de Biotecnologia y Prototipos

Divisién de Investigacién y Posgrado
Facultad de Estudios Superiores Iztacala

Universidad Nacional Auténoma de México

Av de los Barrios # 1, Los Reyes Iztacala

Tlalnepantla, Mex, 54090, México

5623 1219; 5623 1134

e-mail: pdavilaa@servidor.unam.mx

Afo: 2006

Responsable del proyecto CONABIO: F
Flora del Valle de Tehuacan-Cuicatlan: Il
Numero de registros aportados por el

Dra. Patricia Davila Aranda
Herbario Nacional MEXU
Departamento de Botanica
Instituto de Biologia
Universidad Nacional Auténoma de México
Av Universidad # 3000, Ciudad
México, DF, 04510, México
5622 9113
e-mail: pdavilaa@servidor.unam.mx
Afio: 1998
Responsable del proyecto CONABIO: FE

La familia Asteraceae en México, fase V

Flora acuética vascular y de zonas inundables del area de proteccion de floray Numero de registros aportados por el

proyecto: 5
fauna Laguna de Términos, Campeche, México
Numero de registros aportados por el proyecto: 10
Dr. Jaime Raul Bonilla Barbosa
Laboratorio de Hidrobotanica
Departamento de Biologia Vegetal
Centro de Investigaciones Bioldgicas
Universidad Auténoma del Estado de Morelos
Av Universidad # 1001, Chamilpa
Cuernavaca, Mor, 62210, México
(777) 329-7029 extension 3215
141
e-mail: bonilla@uaem.mx
Morelos, México
Afio: 2007
proyecto: 8
Responsable del proyecto CONABIO: EC 9

Sistematizacion de la coleccién cientifica de flora del herbario Eizi Matuda

de la Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas: segunda etapa
Numero de registros aportados por el proyecto: 6
Dr. Miguel Angel Pérez Farrera

Morelos

perezfarreram@yahoo.com.mx

Herbario Eizi Matuda

Escuela de Biologia

Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas
Libramiento Norte Poniente s/n, Lajas

Tuxtla Gutiérrez, Chis, 29039, México

146

Tel y fax: 961-191210894

de la Peninsula de Yucatan

Dr. José Luis Villasefior Rios
Departamento de Botanica
Instituto de Biologia
Universidad Nacional Auténoma de México
Av Universidad # 3000, Ciudad
México, DF, 04510, México
Tel: 5622 9120, Fax: 5550 1760
e-mail: vrios@ibiologia.unam.mx
Afo: 2008
Responsable del proyecto CONABIO: H

Flora acuatica vascular del estado de
NUmero de registros aportados por el

Dr. Jaime Rall Bonilla Barbosa
Laboratorio de Hidrobotanica
Departamento de Biologia Vegetal
Centro de Investigaciones Bioldgicas
Universidad Autbnoma del Estado de

Av Universidad # 1001, Chamilpa
Cuernavaca, Mor, 62210, México
(777) 329-7029 extension 3215

e-mail: bonilla@uaem.mx

Afio: 1999

Responsable del proyecto CONABIO: H

Actualizacién del banco de datos floristico
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mailto:andrew.vovides@inecol.edu.mx
mailto:fsantanam@cucsur.udg.mx

e-mail: miguel.perez@unicach.mx
Afio: 1111
proyecto: 2
Responsable del proyecto CONABIO: F 19
Arboles de Chiapas: registro georreferenciado de los ejemplares depositados
en el herbario de la Academia de Ciencias de California (CAS)
Zootecnia
Numero de registros aportados por el proyecto: 18
Dr. Mario Gonzalez Espinosa
Departamento de Ecologia y Sistematica Terrestre
Division de Conservacion de la Biodiversidad
El Colegio de la Frontera Sur
Carretera Panamericana y Periférico Sur
s/n, Maria Auxiliadora
76
San Cristébal de Las Casas, Chis, 29290,
e-mail: mgonzale@sclc.ecosur.mx
proyecto: 7
Afo: 1998
Responsable del proyecto CONABIO: J 10
Catalogos floristicos de México por entidad federativa e informacion
etnobotéanica de la Coleccién del Herbario Nacional Biél. Luciano Vela
Galvez (INIF)
Numero de registros aportados por el proyecto: 1
Biol. Marcela Verénica Gutiérrez Gardufio
Herbario Nacional Forestal "Bi6l Luciano Vela Galvez"
Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria en Conservacion y
Mejoramiento de Ecosistemas Forestales
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias
Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Desarrollo Rural
Av Progreso # 5, Viveros de Coyoacan
México, DF, 04110, México
Tel: 554 3035, 554 0357, 554 7987, 658 3596 ext. 106, 554 3035 ext.
106 Fax: 658 3556, 658 0600
Afio: 1999

Responsable del proyecto CONABIO: J 2
222
Inventario nacional de especies vegetales y animales de uso artesanal
vascular de la reserva de la biosfera
Numero de registros aportados por el proyecto: 20
Antrop. Carlos Bravo Marentes
proyecto: 13
amacup@mail.internet.com.mx
Asociacion Mexicana de Arte y Cultura Popular AC
Rio Amazonas # 19, Cuauhtémoc
México, DF, 06500, México
Tel: 566 6482 Tel/Fax: 592 7360
Afio: 1999
Responsable del proyecto CONABIO: J 63
Sistema de apoyo a la toma de decisiones para la reforestacién rural en
México
Numero de registros aportados por el proyecto: 11
M en C. Diego David Reygadas Prado
85
dreygadas@yahoo.com.mx
region de Nizanda en el Istmo de

(BAFLOPY)
Numero de registros aportados por el

Dr. José Salvador Flores Guido
Departamento de Botanica
Facultad de Medicina Veterinaria y

Universidad Autbnoma de Yucatan
Km 15.5 Carretera Mérida-Xmatkuil s/n,
Mérida, Yuc, 97100, México
Tel: 01(999) 9423216 Fax: (999) 9423205
e-mail: fguido@uady.mx

Afo: 1999
Responsable del proyecto CONABIO: H

Flora acuatica de Querétaro
NuUmero de registros aportados por el

Dra. Mahinda Martinez y Diaz Salas
Licenciatura en Biologia
Facultad de Ciencias Naturales
Universidad Autbnoma de Querétaro
Cerro de las Campanas s/n, Juriquilla
Querétaro, Qro, 76010, México
Tel: 01(442) 192 1200 ext 5322
e-mail: gomezs@uag.mx

Afo: 1999

Responsable del proyecto CONABIO: L
Inventario de la vegetacion acuatica

Pantanos de Centla, Tabasco
NuUmero de registros aportados por el

Dr. Alejandro Novelo Retana
Herbario Nacional MEXU
Departamento de Botanica
Instituto de Biologia
Universidad Nacional Auténoma de México
Av Universidad # 3000, Ciudad
México, DF, 04510, México
Tel: 5622 9121(directo) Fax: 5622 9093
e-mail: Finado
Afo: 2000
Responsable del proyecto CONABIO: L

Estudio de la diversidad floristica de la

Centro Nacional de Investigacién Disciplinaria en Conservacion y Mejoramiento Tehuantepec, Oaxaca

de Ecosistemas Forestales
proyecto: 1
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,
Tel: 554 3035 ext. 111, 554 5833, 554 7987 ext. 111,
658 3596 ext. 111 Fax: 554 8849

Afio: 1999
Responsable del proyecto CONABIO: J 84

Arboles mexicanos potencialmente valiosos para la restauracion ecoldgica y la

reforestacion
Numero de registros aportados por el proyecto: 19

NUmero de registros aportados por el

Dr. Jorge Arturo Meave del Castillo
Laboratorio de Ecologia

Departamento de Biologia

Facultad de Ciencias

Universidad Nacional Auténoma de México
Av Universidad # 3000, Ciudad

México, DF, 04510, México

Tel: 5622 4835 Fax: 5622 4828
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Dr. Carlos Vazquez Yanes
Laboratorio de Ecologia Fisiologica
Degartamento de Ecologia Funcional y Aplicada
17
Instituto de Ecologia
Herbario del Instituto de
Universidad Nacional Auténoma de México
Av Universidad # 3000, Ciudad
proyecto: 77
México, DF, 04510, México
e-mail: Finado
Afio: 1999
Responsable del proyecto CONABIO: K 4
Actualizacion de las bases de datos del Herbario del Instituto de Ecologia,
AC (XAL)
Numero de registros aportados por el proyecto: 63
1321, 91(28)18
Dr. Francisco Lorea Hernandez
Herbario XAL
Division de Vegetacion y Flora
38
Instituto de Ecologia AC
Catazaja-Emiliano Zapata
Km 2.5 Antigua Carretera a Coatepec #
proyecto: 3
351, Congregacion El Haya
Xalapa, Ver, 91070, México
Sociales
Tel: 01(228) 842 1800 ext 3003;
e-mail: francisco.lorea@inecol.edu.mx
Afio: 1111
Responsable del proyecto CONABIO: L 138
Flora de la reserva de la biésfera de los Pantanos de Centla, en el estado de
Tabasco, México
Numero de registros aportados por el proyecto: 2
Bi6l. Maria de los Angeles Guadarrama Olivera
Herbario
Division Académica de Ciencias Biol6gicas
Universidad Juarez Auténoma de Tabasco
Km 0.5 carretera Villahermosa-Cardenas
entronque Bosque de Saloya,
Villahermosa, Tab, 86000, México
Tel/Fax: 01 (93)54 4308
e-mail: molivera@cicea.ujat.mx
Afo: 2000
Responsable del proyecto CONABIO: P 140
Sistematizacion del Herbario Nacional Forestal Bidl Luciano Vela
Numero de registros aportados por el proyecto: 13

e-mail: jorge.meave@ciencias.unam.mx
Afo: 2000
Responsable del proyecto CONABIO: Q

Etapa final de la captura y catalogacion del

Ecologia, AC, Centro Regional del Bajio
Numero de registros aportados por el

Lic Comp. Lamberto Aragén Axomulco

Division de Vegetacion y Flora

Instituto de Ecologia AC

Km 2.5 Antigua Carretera a Coatepec #
351, Congregacioén El Haya

Xalapa, Ver, 91070, México

Tel: 91(28)16 0000, 91(28)18 6000 ext.

e-mail: aragonl@ecologia.edu.mx
Afo: 2001
Responsable del proyecto CONABIO: R

La vegetacion y flora de las Lagunas de
Numero de registros aportados por el

Bidl. Celso Gutiérrez Baez
Centro de Investigaciones Histéricas y

Universidad Autbnoma de Campeche

Av Agustin Melgar s/n, Lindavista

Campeche, Cam, 24030, México

Tel/Fax: 91(981)1 3070

e-mail: Cgutierr@balamku.uacam.mx
Afo: 2001

Biol. Marcela Verénica Gutiérrez Gardufio, Herbario Nacional Forestal "Biél Luciano Vela Galvez", Centro Nacional de
Investigacion Disciplinaria en Conservacion y Mejoramiento de Ecosistemas Forestales, Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias, Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Desarrollo Rural, Av Progreso # 5,

Viveros de Coyoacan, México, DF, 04110, México

Tel: 554 3035, 554 0357, 554 7987, 658 3596 ext. 106, 554 3035. 106 Fax: 658 3556, 658 0600

AR0:1999
Péagina 3 de Responsable del proyecto CONABIO: S 133

12

Inventario de la vegetacién acuatica vascular de cuatro regiones hidrolégicas
focal), Chiapas, México

prioritarias del centro de México

proyecto: 2

Numero de registros aportados por el proyecto: 10

Dr. Alejandro Novelo Retana

Herbario Nacional MEXU

Departamento de Botanica

Instituto de Biologia

Universidad Nacional Autébnoma de México
Av Universidad # 3000, Ciudad

Responsable del proyecto CONABIO: Y
Inventario floristico de la Frailescana (zona
NuUmero de registros aportados por el

Dr. Miguel Angel Pérez Farrera
perezfarreram@yahoo.com.mx

Herbario Eizi Matuda

Escuela de Biologia

Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas
Libramiento Norte Poniente s/n, Lajas
Tuxtla Gutiérrez, Chis, 29039, México
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México, DF, 04510, México Tel y fax: 961-191210894

Tel: 5622 9121 (directo) Fax: 5622 9093 e-mail: miguel.perez@unicach.mx
e-mail: Finado Afio: 2004
Afo: 2002

Responsable del proyecto CONABIO: S 58
Flora acuética vascular de las regiones hidrolégicas R66 (Lagos Crater del
Nevado de Toluca) y R67 (Rio Amacuzac-Lagunas de Zempoala), México
Numero de registros aportados por el proyecto: 11
Dr. Jaime Radul Bonilla Barbosa
Laboratorio de Hidrobotanica
Departamento de Biologia Vegetal
Centro de Investigaciones Bioldgicas
Universidad Auténoma del Estado de Morelos
Av Universidad # 1001, Chamilpa
Cuernavaca, Mor, 62210, México
(777) 329-7029 extensién 3215
e-mail: bonilla@uaem.mx
Afo: 2002
Responsable del proyecto CONABIO: S 78
Flora vascular acuética de la cuenca del Rio Tamesi
Numero de registros aportados por el proyecto: 24
Dr. Arturo Mora Olivo
Instituto de Ecologia Aplicada
Universidad Autbnoma de Tamaulipas
Division del Golfo # 356, Libertad
Ciudad Victoria, Tam, 87019, México
Tel.: 01 (834) 3181800 Ext. 1607
e-mail: amorao@uat.edu.mx
Afio: 2003
Responsable del proyecto CONABIO: T 4
Base de datos para la xiloteca del Instituto de Biologia de la UNAM
Numero de registros aportados por el proyecto: 1
M en C. Josefina Barajas Morales
Departamento de Botanica
Instituto de Biologia
Universidad Nacional Autébnoma de México
Av Universidad # 3000, Ciudad
México, DF, 04510, México
Tel: 5622 5692 al 95 ext 235 Fax: 550 1760
e-mail: barajas@mail.ibiologia.unam.mx
Afio: 2001
Responsable del proyecto CONABIO: T 19
Bases de datos del proyecto andlisis de la riqueza y el endemismo de la flora de México,
con fines de su conservacion, usando grupos y métodos
selectos
NuUmero de registros aportados por el proyecto: 1
Dr. Oswaldo Téllez Valdés, Herbario Nacional MEXU
Departamento de Botanica, Instituto de Biologia, Universidad Nacional Autbnoma de México
Apartado Postal 70-367, Coyoacén, México, DF, 04510, México
Tel: 622 5695 ext 228 Fax: 550 1760
e-mail: tellez@servidor.unam.mx
Afo: 2002
Responsable del proyecto CONABIO: V 46
El banco de datos del Herbario HCIB en linea (Fase I): Implementacion del
Sistema Bidtica
Numero de registros aportados por el proyecto: 1
M en C. José Juan Pérez Navarro
Division de Biologia Terrestre
Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste SC
Mar Bermejo # 195, Playa Palo de Santa
La Paz, BCS, 23090, México
Tel: 91(112)5 3633 ext 139, 01(112)5 3633 ext 185
e-mail: jnavarro04@cibnor.mx
Afo: 2005
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