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Resumen

Mediante estudios de diversidad y estructura genética poblacional, es posible
determinar la rigueza genética de una especie e inferir su potencial evolutivo en
respuesta a los cambios ambientales naturales y/o provocados por las actividades
humanas. Su conocimiento y comprension permite desarrollar estrategias de
conservacion para poblaciones, especies y recursos genéticos. Pinus greggii Engelm.
es una especie endémica de México que presenta una distribucion aislada en dos
regiones geograficas y la IUCN la considera en categoria de vulnerabilidad. Para esta
especie Unicamente se han realizado dos estudios de variacion isoenzimatica y se ha
documentado alta diversidad genética, pero en los Ultimos afios su distribucion ha
tenido una severa fragmentacion debido a factores antropogénicos, lo que puede
provocar perdida de su diversidad genética.

Los resultados del presente estudio muestran que P. greggii posee una
moderada estructura genética Fst = 0.0673 y un alto nivel de diversidad genética, el
valor estimado de diversidad haplotipica fue Hd = 0.8315 y el nUmero promedio de
alelos por locus fue A =11.3, esta alta diversidad genética es similar a lo reportado en
pinos de zonas templadas pero no de pinos de distribucion subtropical y restringida, lo
gue en principio esta condicién le confiere la habilidad para evolucionar en respuesta a
cambios ambientales. Los analisis también muestran que hay mayor contribucion de
flujo génico de la poblacion de P. greggii var. greggii a la poblacién de P. greggii var.
australis. Sin embargo se encontr6 que P. greggii posee un alto coeficiente de
endogamia Fis = 0.6625 debido al alto grado de autofertilizacién, y estos datos sugieren
un posible purgamiento genético y en consecuencia es posible que el sistema de
apareamiento ha cambiado de ser un sistema cruzado a ser un sistema de
apareamiento intermedio. En este estudio también se modeld la distribucién geogréfica
de la actualidad de las poblaciones de P. greggii y a futuro bajo escenario de cambio
climatico. Los resultados de los modelos muestran que a futuro para los afios 2050 y
2070 ocurre desplazamiento de la distribucion de sus poblaciones hacia el norte de la
Sierra Madre Oriental, quedando en contacto sus poblaciones, que en la actualidad se

encuentran aisladas.



1 Introducciodn

1.1 El género Pinus en México y Pinus greggii

El género Pinus de la familia Pinaceae representa a los arboles de mayor
importancia ecologica y econdmica de las zonas templadas del mundo (Richardson
y Rundell, 1998). México es el pais con el mayor nimero de especies de este
género, ya que en el pais se distribuyen aproximadamente 50 de las 115 especies
reconocidas (Farjony Styles, 1997; Farjon, 2010; Gernadt y Pérez de la Rosa 2013).

Esta gran diversidad de especies en México, se ha interpretado por la
ubicacion del territorio que se encuentra en la zona de transicion entre las provincias
biogeogréficas nearticas y neotropicales (Rzedowski, 2005), resultado de diferentes
eventos geologicos, climaticos y ecoldgicos (Moreno-Letelier, 2009).

Pinus greggii Engelm. se distribuye en la Sierra Madre Oriental y es una
especie endémica de México (Donahue y Lépez-Upton, 1999; Parraguirre et al.,
2002). Esta especie forma parte del grupo de pinos de la seccion Trifoliae,
subseccion Australes de la familia Pinaceae (Gernandt et al., 2005). Su distribucion
se reporta en dos regiones geograficas en la Sierra Madre Oriental, aisladas por
aproximadamente 360 km. Al norte de su distribucién, P. greggii se encuentra en
los estados de Coahuila y Nuevo Ledn, y al sur en los estados de San Luis Potosi,
Querétaro, Hidalgo y Puebla. Asi mismo, se ha reportado que estas dos regiones
geograficas presentan diferentes condiciones climéticas (Donahue y Lopez-Upton,
1999; Parraguirre et al., 2002; Ramirez-Herrera et al., 2005).

Debido al aislamiento geogréafico y las diferencias climéaticas entre ambas
regiones, se ha planteado que existe poco flujo génico entre las poblaciones de P.
greggii y por tanto marcada diferenciaciéon genética (Parraguirre et al., 2002).
Estudios de variacibn morfolégica realizados por Donahue y Lopez-Upton (1999)
describen dos variedades taxonOmicas de esta especie: Pinus greggii var. greggii
qgue habita la region norte y Pinus greggii var. australis que habita la region sur

(figura 1). En su habitat natural, P. greggii se encuentra asociado a otras especies



de pinos como: Pinus leiophylla, Pinus teocote, Pinus montezumae, Pinus arizonica,
Pinus pseudostrobus y Pinus patula, asi como Juniperus, Liquidambar y Alnus
(Farjon, 2005; Ramirez-Herrera et al, 2005).
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Figura 1. Localizacion geografica de las variedades taxondémicas de Pinus greggii

Engelm.

1.1.1 Descripcion morfoldgica

Los arboles adultos de P. greggii alcanzan una altura de 25 metros de altura
y hasta 40 cm de diametro, por lo general poseen un solo tronco recto (Eguiluz-
Piedra, 1978). Su corteza es color café grisacea, aspera y dividida por profundas
fisuras verticales. Presenta hojas de forma acicular de color verde brillante, la copa
del arbol es abierta de follaje denso y redondeada con la edad, sus ramas son

ascendentes largas y delgadas que se extienden de manera horizontal al tronco.



Los estrobilos son subterminales pedunculados, solitarios o agregados, con
escamas armadas por una pequefia espina comunmente caediza. Presenta
semillas aladas que se encuentran dentro los conos que son serotinos, oblongo-
conicos, lustrosos de color ocre amarillento, son oblicuos ligeramente curveados y
se presentan en grupos de tres a seis y en ocasiones de hasta ocho formando
racimos nodales (Eguiluz-Piedra, 1978; Farjon y Styles, 1997; Musalém y Martinez,
2003).

Dohanue y Lépez-Upton (1999) describen a Pinus greggii var. australis con

aciculas significativamente mas grandes, con mayor numero de estomas por unidad
de longitud de hoja, semillas mas ligeras y cinco veces mas frecuentes los canales
de resina internos que en Pinus greggii var. greggii. Las diferencias morfolégicas
gue indican la existencia de dos variedades de la especie son los siguientes:
La variedad australis presenta hojas en fasciculos de 3, que miden de 10-15 cm de
largo, estas son asperas, erectas, de color verde claro brillante, anchamente
triangulares de 1.0-1.3 mm y presentan de 36-41 estomas por 3 mm de longitud de
hoja. Los canales de resina son en nimero de 3-4 predominantemente medios 'y 1.2
interno. La logitud del cono es de 8-13 cm y de ancho 3-5 cm. Las semillas miden
5-7 mm de longitud y 3-4 mm de ancho, la longitud del ala de la semilla es de 11-16
mm, y de ancho 6-8 mm.

La variedad greggii presenta hojas también en fasciculos de 3, que miden de
7-12 cm de largo y 1.2-1.4 mm de ancho, presentan de 34-37 estomas por 3mm de
longitud de hoja. Los canales de resina son de 2-4 medios. La longitud del cono es
de 8-12 cm y de ancho miden de 3-5 cm. Las semillas miden de 5-8 mm de longitud
y 3-4 mm de ancho, la longitud del ala de la semilla es de 13-16 mm y 5-7 mm de
ancho (Dohanue y Lépez Upton, 1996; 1999).
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1.1.2 Importancia econdmica y ecologica

Para las poblaciones humanas que habitan en las zonas aledafias de la
distribucion de P. greggii, los arboles representan gran valor econdmico.
Localmente se utilizan como lefia combustible y como postes para cercas, ademas
se aprovechan para obtencion de madera en la industria de la celulosa y aserrio
(Ramirez-Herrera et al., 2005).

En México, P. greggii es la cuarta especie de pino en términos de importancia
en plantaciones del Programa Nacional de Reforestaciéon (Ramirez-Herrera et al.,
2005), debido a que ha mostrado gran capacidad de supervivencia y desarrollo en
condiciones de humedad limitada, asi como altas tasas de crecimiento en altura y
diametro en ensayos de plantaciones (Lépez-Upton et al., 1999; Salazar et al., 1999;
Azamar et al., 2000; Ramirez-Herrera et al., 2005). Por esto ultimo, el interés de
forestales extranjeros ha ido en aumento debido su capacidad de supervivencia en
localidades con baja precipitacion, y se ha implementado para produccion forestal
en paises como India, Sudafrica, Zimbabwe, Argentina y Brasil (Farjon, 2010). Sin
embargo en las poblaciones naturales de P. greggii recientemente se ha
demostrado una severa fragmentacion por diferentes causas antropogénicas, como
la sobreexplotacién del bosque de pino del que forma parte, especialmente la
variedad australis, por lo que la Unién Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza (IUCN) la considera en categoria de vulnerabilidad (Farjon, 2013; IUCN,
2017).

El proceso de fragmentacion conlleva la perdida de habitat y en consecuencia
inmediata la reduccién del tamafio efectivo de la poblacion y de esta manera se
reduce la diversidad genética (Terborgh, 1992), ya que las poblaciones que
permanecen en fragmentos tienen un nimero menor de individuos que la poblacion
original y constituyen muestras que no representan el total de la diversidad genética
de la especie (Terborgh, 1992; Nafiez y Tapia, 2010; Arzate et al., 2016). Conocer
el nivel de diversidad genética presente en una especie, asi como su distribuciéon

dentro y entre las poblaciones es muy importante ya que permite implementar
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estrategias de conservacion para mantener la viabilidad de las poblaciones, ya que
la diversidad genética es la materia prima para la evolucion (Frakham et al., 2002;
Rocha y Gasca, 2007).

1.2 Estudio de parametros poblacionales en las
especies

La diversidad genética es el componente mas basico de la biodiversidad y se
define como las variaciones heredables que ocurren en cada organismo, entre los
individuos de una poblacién y entre las poblaciones de una especie. El resto de la
biodiversidad se deriva de procesos evolutivos que operan sobre estas variaciones
(Pifiero et al., 2008; Futuyma, 2009).

La genética de poblaciones es una disciplina que nos permite explorar la
variacion genética dentro y entre poblaciones de las especies. Su objetivo es
explicar los patrones de variacion y estructura genética en términos de las fuerzas
evolutivas a una escala ecoldgica, es decir cambios a corto plazo (Hedrick, 2011;
Equiarte et al.,, 2013). Para ello utiliza modelos matematicos que permiten
determinar la relacion entre las frecuencias alélicas y genotipicas de las poblaciones
en el proceso evolutivo (Hedrick, 2011).

1.2.1 Diversidad y estructura genetica

La estructura y diversidad genética actual de las especies son en gran
medida consecuencia de procesos demogréficos histéricos, como expansiones-
contracciones poblacionales dependientes de los cambios climéticos del pasado
(Hewitt, 1989; Comes y Kadereit, 1998; Moreno-Letelier, 2009), asi como de la
estructura espacial que los individuos presentan en la actualidad, de la interaccién
de la biologia reproductiva y del movimiento de flujo de genes (Terborgh, 1992; De
Lucas, 2009). El tamafio efectivo poblacional (Ne), es también uno de los factores

gue explican los niveles de diversidad genética encontrados en las especies, este
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se asocia al tamafio poblacional que es relevante en términos evolutivos (es decir
el namero de individuos reproductivos) que contribuyen a las siguientes
generaciones en términos genéticos y demograficos (Wright, 1930; Hedrick, 2011).
Si las poblaciones poseen alta diversidad genética, esto implica que el tamafio
efectivo poblacional es (o ha) sido muy grande, y/o que existe gran cantidad de flujo
génico entre las poblaciones. Si al contrario las poblaciones que forman una especie
son muy diferentes entre si es posible que el tamafio efectivo poblacional sea
pequefio 0 que exista bajo flujo génico entre ellas (Hedrick, 2011; Eguiarte et al.,
2013).

Estudios comparativos basados en marcadores moleculares, han encontrado
que los éarboles (como las coniferas) poseen alta diversidad genética y poca
diferenciacion entre sus poblaciones, a diferencia de plantas herbaceas y arbustos
(Hamrick y Godt, 1996; Nybom, 2004; Petit y Hampe, 2006). Esta alta diversidad
genética en las coniferas se ha interpretado como resultado de la longevidad que
caracteriza a este grupo, permitiéndoles preservar la diversidad genética durante
largos periodos de tiempo (Petit y Hampe, 2006; Pifiero et al., 2008), asi como de
su sistema genético y reproductivo que se considera exclusivamente sexual (ya que
son pocos los casos de reproduccion clonal dentro de este género), su sistema de
apareamiento cruzado y de los diferentes procesos demogréficos a los que ha
estado sujeto este grupo (Ledig, 1998; Moreno-Letelier, 2002; Moreno-Letelier,
2009).

1.2.2 Flujo génico

El flujo génico es un término colectivo que incluye todos los mecanismos que
dan como resultado el movimiento de genes de una poblacion a otra (Wright, 1943;
Slatkin, 1985) y puede ser en mayor o menor grado, modificando las frecuencias
alélicas en las poblaciones. Los genes pueden ser transportados por el movimiento
de gametos como el polen, o por semillas. Cabe mencionar que los migrantes que

tienen éxito en reproducirse y dejan descendencia a las siguientes generaciones
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son quienes contribuyen al flujo génico (Slatkin, 1985; Hedrick, 2011). Este proceso
es uno de los factores determinantes de la estructura genética en las poblaciones
de una especie, ya que si existe gran cantidad de flujo génico entre poblaciones
locales todas ellas evolucionan de manera conjunta (a menos que sea
contrarrestado por seleccidén o deriva génica), pero si el flujo génico es bajo entre
las poblaciones, cada poblacion evoluciona en forma casi independiente (Wright,
1943; Slatkin, 1985; 1987; Hedrick, 2011).

En los pinos el flujo génico ocurre por la dispersion de polen y en muchos
casos de las semillas por accion del viento, permitiendo flujo génico a grandes
distancias y la fundacién de nuevas poblaciones (Aguirre-Planter, 2007). Pero en
otros casos de pinos, las semillas se dispersan por la accibn de animales
promoviendo que parientes se encuentren agrupados y pueda haber endogamia en
las poblaciones (Vander Wall, 1992; Farjon y Styles, 1997; Ledig, 1998; Moreno-
Letelier, 2002).

1.2.3 Sistema de apareamiento en pinos y efecto de la
endogamia

El sistema de apareamiento es el conjunto de estrategias e interacciones que
ocurren entre los individuos de una poblaciébn y determinan el patron de
apareamiento en las especies (Clegg, 1980; Vogler y Kalisz, 2001), es decir que
individuos se aparean con los demas y como sucede el apareamiento. En cambio,
el sistema reproductivo incluye en sentido amplio los aspectos de la expresion
sexual en las especies y hace referencia a la forma en que se encuentran
disponibles las estructuras reproductoras masculinas y femeninas en los individuos
(Darwin, 1887; Dafni 1992; Abarca y Lopez, 2007). Los pinos son especies
monoicas y en general tienen sistema de apareamiento cruzado, que se refiere a
los apareamientos con distintos individuos no emparentados y que ocurren al azar
(panximia) (Vogl et al., 2002; Moreno-Letelier, 2002).
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La endogamia es un proceso generado por el apareamiento entre parientes
y como consecuencia aumenta la homocigosis en las poblaciones sin alterar las
frecuencias alélicas (Futuyma, 2009; Hedrick, 2011). Este proceso puede ser
estimado directamente por medio de una genealogia (figura 2), particularmente
cuando se tiene informacion de los miembros fundadores de una poblacién y de su
descendencia. Pero debido a que generalmente no tenemos la genealogia de los
individuos y no sabemos si ha ocurrido apareamiento entre parientes en
generaciones anteriores, la endogamia también puede estimarse por medio de un

marcador morfolégico o molecular (Eguiarte y Pifiero, 1990; Abarca y Lopez, 2007).

Figura 2. Genealogia de un individuo endogamico L, producto del apareamiento de dos
primos hermanos N y M con un ancestro A heterdcigo. %2 se refiere a heredar un alelo
idéntico por descendencia. Tomado de Abarcay Lopez (2007).

La endogamia tiene diferentes efectos sobre las poblaciones: 1)
redistribucién de genes del estado heterdcigo al estado homdcigo sin alterar las
frecuencias alélicas; 2) aumento de la probabilidad de expresién de alelos
deletéreos; y 3) disminucion del tamafio efectivo poblacional (Kelly y Sork, 2002;
Hedrick, 2011). Aunado a esto, en el proceso de deriva génica, los alelos presentes

en un momento dado en una poblacion de individuos diploides, son solo una
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muestra de los alelos presentes en la generacion previa, ya que algunos de ellos no
fueron transmitidos a la siguiente generacion Unicamente por azar, y asi
sucesivamente (Futuyma, 2009). Con el paso del tiempo las siguientes
generaciones presentan cada vez menos copias de los alelos originales y cada vez
los individuos se vuelven mas homacigos (Hedrick, 2011). Por lo que si ademas en
las poblaciones existe una alta tasa de cruzamientos entre parientes, aumenta la
probabilidad de que alelos deletéreos en homocigosis puedan expresarse y
conducir a la depresion por endogamia, que es la reduccion de los valores promedio
de adecuacion en la progenie (Frankel y Soulé 1981; Barrett y Charlesworth, 1991;
Terborgh 1992; Hedrick 2011). El tamafio efectivo poblacional (Ne), también puede
ser reducido por acciéon de la endogamia y deriva génica. Como se ha mencionado
anteriormente, en ambos procesos las poblaciones cada vez presentan menos
copias de los alelos originales y ocurre el decaimiento de la heterocigosis, donde el
namero de heterocigotos en una poblacién disminuye a una tasa de (1/2N). Este
decaimiento que tiene mayor significancia en poblaciones pequefias, puesto que la
pérdida o fijacion alelos ocurre méas rapido que en poblaciones grandes (Wright,
1930; Hedrick, 2011).

1.3 Métodos para estimar la diversidad genética

Existen varios métodos para estimar la diversidad y estructura genética en
las poblaciones, pero es importante recalcar que todos los diferentes métodos se
relacionan entre si y se basan en el andlisis de las diferencias en las frecuencias

alélicas (Eguiarte et al., 2010).

La medida de variacion genética mas extendida en las poblaciones de una
especie es el nivel de heterocigosidad, dado que los individuos diploides son
heterocigos u homocigotos en un locus dado y esta medida es biolégicamente util
(Hedrick, 2011). Esta medida representa la frecuencia media de los individuos
heterdcigos esperados en condiciones de apareamiento aleatorio y es una medida
gue también nos permite evaluar la estructura genética de las poblaciones a partir

de la comparacion entre la heterocigosis observada (Ho) y heterocigosis esperada
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(He) (Nei, 1987). La heterocigosidad esperada (He) bajo equilibrio Hardy-Weinberg
en una poblacién para un locus particular con n alelos se estima con la siguiente
expresion: He = 1- ¥, p% vy la heterocigosidad observada (Ho) como: Ho = ¥; xiHi
(Hedrick, 2011).

Otras medidas que se emplean para cuantificar la variacion genética, y sirven
de manera complementaria son; la riqgueza alélica (A), y el porcentaje de loci
polimorficos (P; Hedrick, 2011). La riqueza alélica (A) es el numero medio de alelos
por locus y cuantifica el nUmero total de alelos diferentes detectados en los loci de
una poblacién. Esta medida basa su utilidad en la medicidén de la reduccion de la

variacion genética y en la deteccidon del efecto producido por deriva génica. La
expresion matematica para riqueza alélica es: A = %Z%:l a1 A < max a, donde L es

el numero total de loci analizados en la poblacion, y a; es el nimero de alelos
detectados en el locus I. El porcentaje de loci polimorficos (P) es la presencia en
una misma poblacién de dos o mas alelos en un locus, cada uno con frecuencia
apreciable, es decir el numero de loci variables en una poblacion y se calcula
dividiendo el numero de loci polimérficos de la poblacién entre el nimero total de

loci analizados; P = % donde x es el numero de loci polimérficos y m es el nUmero

total de loci (Hedrick, 2011).

Para el estudio del polimorfismo a nivel de secuencias de ADN, se utiliza el
pardmetro de diversidad genética, que es descrito por los estimadores pi (171) y theta
(6) (Kimura, 1968). Pi (1), hace referencia a la diversidad nucleotidica, que es el
namero de nucledtidos diferentes por sitio entre dos secuencias tomadas al azar
(Neiy Li, 1979) y se calcula con la siguiente expresion; TT=Zj pip; Ti;, donde (pi) es la
frecuencia de la secuencia i, (p;) es la frecuencia de la secuencia j, y (1) es la
proporcién de las diferencias nucleotidicas entre la secuencia i y la secuencia j
(Hedrick, 2011). Theta (6) hace referencia a la diversidad haplotipica y se calcula a
partir de la expresion 6 = 4Nepu (Kimura, 1968), sin embargo es dificil tener la
determinacion exacta de los parametros de Ne (tamafio efectivo poblacional) y p
(tasa de mutacion), por lo que de manera indirecta, theta (6) se estima utilizando el

namero total de sitios segregantes en un grupo de secuencias; 6 = k/a donde k es
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igual al nimero total de sitios segregantes en una muestra de secuencias dada, y
a= 1+1/2+...+1/n-1 (n= namero de secuencias de la muestra; Watterson, 1975;
Tajima 1983; Hedrick, 2011). Se deduce de estas expresiones que pi (1T) se ve
afectado mayormente por alelos que poseen mayor frecuencia y es independiente
del tamafio de muestra, mientras que theta (6) si se ve afectada por el tamafo de

muestra y por deriva génica (Tajima 1983).

1.3.1 Pruebas de neutralidad

La relacion que existe entre los estimadores de diversidad nucleotidica (1) y
diversidad haplotipica (6), permite analizar si las secuencias evolucionan bajo el
modelo neutral o si se desvian del mismo. Si ambos estimadores dan el mismo
resultado en cuanto a variacion genética, indican que el polimorfismo observado es
neutro. En cambio, si existen diferencias entre ambos, indican que la seleccion
afecta a alguno de ellos promoviendo su incremento o decremento: si existe
seleccién positiva, esta incrementara las frecuencias alélicas y se reflejaria en el
incremento de pi (1), pero si existe un mayor numero alelos raros o sitios

segregantes, theta (6) se vera incrementada (Watterson, 1975; Tajima, 1983, 1989).

La prueba de Tajima y el método de Fu-Li (que es una modificacion de la
prueba de Tajima) son algunos de los estadisticos que permiten el estudio de la
neutralidad en las secuencias (Tajima, 1989; Fu y Li, 1993; Castillo, 2007). La
prueba de Tajima, se basa en la deteccién de las diferencias entre los estimadores

pi (1) y theta (6) con la determinacion de la D Tajima, calculada a partir de la

n—0
Vv (m—-6)

siguiente expresion: D=

Si la D de Tajima resulta negativa indica exceso de alelos raros en la poblacion lo
cual es sefial de seleccion purificadora o expansion demografica. En cambio, si D
resulta positiva indica procesos de seleccion balanceadora o reduccion del tamafio
poblacional (cuello de botella). Si D resulta igual a cero indica que las frecuencias
génicas se encuentran en equilibrio neutral y hay estabilidad poblacional (Tajima,
1989; Perfectti et al., 2009).
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1.3.2 Métodos para evaluar la estructura genética

La estructura genética mide la variacion de las frecuencias alélicas entre las
poblaciones y por tanto la diferenciacion genética entre ellas. Para estimacion de la
estructura genética Sewall Wright (1951) desarrollo los estadisticos de F que parten
del coeficiente de endogamia en una poblacion subdividida (Fit), entre el
componente debido a los apareamientos no aleatorios dentro las poblaciones (Fis)

y la subdivisién entre poblaciones (Fst). La estructura genética puede ser estimada
Fit—Fis
1-Fis

con la siguiente expresion: Fst =

La estimacion de Fst es mas facil visualizar siguiendo la definicion de Nei

(1973): Fst = HTH_THS donde Hr es el promedio de la heterocigosis esperada en la

poblacion total para todos los loci, y Hs es el promedio de le heterocigosis esperada
para dentro de subpoblaciones para todos los loci (Hedrick, 2011).

La interpretacidn del estimador de estructura genética (Fst) va en escala de 0
a 1, si la Fst= 0 indica que las frecuencias alélicas son idénticas con nulas 0 muy
pocas diferencias entre las poblaciones de una especie, por lo que existe poca
estructura genética. Por el contrario si la Fst= 1, indica que las frecuencias alélicas
son muy diferentes en las poblaciones y por lo tanto existe alta estructura genética
(Hedrick, 2011; Eguiarte et al., 2010; 2013).

El estimador de estructura genética (Fst) tiene la ventaja adicional de que
pueden dar el estimado de la importancia relativa de deriva génica y flujo génico: la
tasa a la que un alelo se fija en una poblacién es inversamente proporcional al
tamafo efectivo de la poblacién (Ne) (Wright, 1969), y esta tasa de fijacion puede

ser contrarrestada por el flujo génico que llega de otras poblaciones a una tasa m.

Para estimar el flujo génico cuando Fst llega al equilibrio entre deriva génica y

migracion se utiliza la siguiente expresion:

Fst= 1/ (4 Nm + 1) para genomas diploides
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Fst= 1/ (2 Nm + 1) para genomas haploides
El flujo génico

Nm = 1/4 (1/ Fst - 1) para organismos diploides
Nm = 1/2(1/ Fst - 1) para organismos haploides

Bajo este modelo una tasa de migracion >1 en cada generacion es suficiente
para contrarrestar la diferenciacién genética en las poblaciones por accion de deriva
génica (Wright, 1969).

Para evaluar el efecto de los factores que determinan la estructura génica se
utilizan diferentes métodos estadisticos, tales como el “modelo de aislamiento por
distancia” que examina la relacion de flujo génico entre pares de poblaciones con la
distancia geografica entre ellas (Wright, 1943). Este modelo permite explicar
posibles formas de dispersion y por lo tanto aspectos tedricos de las poblaciones
naturales (Slatkin, 1994). Uno de los métodos clasicos para evaluar el aislamiento
por distancia es la prueba de Mantel, que estima la relacion entre matrices de
distancia genética y distancia geogréfica (Hedrick, 2011; Garrido-Gardufio y

Vazquez-Dominguez, 2013).

Hoy en dia el desarrollo de nuevas herramientas y métodos informaticos han
permitido hacer ain méas explicita la variaciébn genética en las poblaciones. El
analisis de componentes principales (ACP) es un buen método que permite explorar
los datos y visualizar el patron de estructura génica basado en las frecuencias
alélicas (Manel et al., 2003). Sin embargo, el (ACP) no define grupos especificos,
por lo que no es posible obtener andlisis de patrones espaciales (Jombart et al.,
2010). Considerando esta limitante Jombart y colaboradores (2008) propusieron un
nuevo método; el andlisis de componentes principales espaciales (ACPs) para
evaluar los patrones espaciales de variabilidad genética y para ello incorpora la
variable de georreferenciacion de cada genotipo (Jombart et al., 2008; Garrido-

Garduio y Vazquez-Dominguez, 2013).
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Los analisis de agrupamiento como el implementado por STRUCTURE (software
libre; Pritchard et al., 2000) para el uso de datos multi-locus permite investigar la
estructura genética poblacional a través de métodos de asignacion bayesiana, e
infiere la presencia de estructura genética a través de asignacion de los individuos
a un numero especifico (K) de poblaciones distintas. Con este método también se
puede realizar el estudio de zonas hibridas, la identificacion de migrantes y de
individuos mezclados, asi como la estimacion de frecuencias alélicas por medio de
Cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC) (Pritchard et al., 2000), por lo que se
considera un programa adecuado para evaluar estructura génica y presencia de

migrantes.

1.3.3 Estimacion de la endogamia

Asociado a la estructura genética poblacional, en el proceso de endogamia
(Fis) aumenta la frecuencia de homocigotos en las poblaciones sin alterar las
frecuencias alélicas, generado por el apareamiento entre parientes de una
poblacion (Futuyma, 2009; Hedrick, 2011). Para la estimacién de este proceso,
Sewall Wright en 1951 desarrollo del coeficiente de endogamia (F) que supone que
en una poblacion ancestral todos los alelos eran Gnicos, es decir no habia

endogamia en esa poblacion (Futuyma, 2009).

La endogamia se denomina como la probabilidad de que un individuo tomado
al azar de una poblacion sea autdcigo, es decir que los dos alelos homélogos
heredados a la progenie sean idénticos por descendencia de un ancestro. Se puede
estimar a partir de la siguiente expresion: Fis = 1- :—: donde Ho corresponde a la
heterocigosis observada y He es la heterocigosis esperada cuando los
apareamientos ocurren al azar (Hedrick, 2011). Si la Fis tiene valor de 0, indica que
las poblaciones se encuentran en las proporciones esperadas si los apareamientos
fueran estrictamente al azar, el valor de Fis puede llegar hasta 1 si sélo se
encuentran individuos homdécigos en la poblacion, lo cual generalmente es

consecuencia de la endogamia extrema (autofertilizacion), pero si la Fis resulta
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negativa indica que hay un exceso de heterdcigos en la poblacién (Wright, 1969;
Hedrick, 2011).

1.4 Estudios genéticos en pinos

Estudios realizados para conocer la diversidad y estructura genética en
poblaciones de especies forestales han demostrado que las coniferas se
caracterizan por poseer alta diversidad genética y poca estructura poblacional al
estar poco diferenciadas genéticamente (Ledig et al., 2000; Petit y Hampe, 2006).
Utilizando marcadores isoenziméticos en Pinus se ha estimado en promedio un
valor de heterocigosidad bajo He = 0.251 al igual que utilizando microsatélites He =
0.296, en Picea el valor promedio de la heterocigosidad reportado es He = 0.110, y
en Abies He = 0.0975 este valor es aun menor. En cuanto a la estructura genética
en Pinus y Abies los valores promedio estimados son Fst = 0.158 y Fst = 0.179
ligeramente mayores que en Picea Fst=0.117 (Pifiero et al., 2008).

Para P. greggii se han realizado dos estudios sobre su diversidad genética y
estructura poblacional. El primer estudio realizado por Ramirez-Herrera y
colaboradores (1997), analizan la variacion isoenzimética de diez poblaciones de
Pinus greggii y reportan un alto nivel de diversidad genética en la especie. El
segundo estudio realizado por Parraguirre y colaboradores (2002), empleando
también marcadores isoenzimaticos (seis sistemas isoenzimaticos encontrando 15
loci), y utilizando tejido del megagametofito de las semillas, reportan que existe gran
diversidad genética en la especie (93% de loci polimorficos, 3.5 alelos por locus) y
alta diferenciacion entre sus poblaciones (Fst = 0.379), pero encuentran gque esta
diferenciacion no se asocia a las regiones geograficas donde se distribuye la
especie. Algunos autores reportan que las poblaciones de coniferas en México y
América Central muestran niveles mas elevados de diferenciacion en relacion con
lo encontrado para poblaciones de latitudes mayores (Delgado et al., 1999; Ledig et
al., 2000; Aguirre-Planter et al., 2000). Esto puede deberse a que las especies de
coniferas en México tienen distribuciones fragmentadas, lo cual ha ocasionado la
diferenciacion entre poblaciones por poco intercambio genético y accion de la deriva
génica (Ledig et al., 2000).
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1.5 Uso de secuenciacion de nueva generacion para
estudio de la diversidad genética

Para la determinacion de la variacion genética en especies forestales primero
se utilizaron marcadores isoenzimaticos (Pifiero, 2008), sin embargo estos
marcadores presentan algunas desventajas como: bajo polimorfismo, requerimiento
de grandes tamafios muestrales y que solo es posible analizar una decena de loci
con este método (Lian et al., 2001; Renteria, 2007; Eguiarte et al., 2013). Andalisis
mas detallados de diferenciaciébn genética pueden obtenerse secuenciando
regiones de interés para diferentes individuos, pero hasta hace poco tiempo el uso
extenso de secuencias de ADN para estudios de poblaciones no habia sido practico,
porque los fragmentos de ADN para cada individuo tenian que ser aislados para
librerias de ADN subgendmico después de haber sido identificados por “southern
blotting” e hibridizacién. Sin embargo, actualmente el uso de secuencias es muy
comun y se han aplicado en analisis de genética de poblaciones (Renteria, 2007;
Equiarte et al., 2013).

La tecnologia de secuenciacion de nueva generacion (“next generation
sequencing”, NGS) también conocida como secuenciacibn masiva paralela
“‘massive parallel sequencing”, ha permitido obtener datos de grandes secciones del
genoma o incluso genomas enteros de diferentes especies sin que sea un requisito
conocer marcadores previos (Beck y Semple, 2015) y es posible secuenciar
millones de fragmentos de ADN de forma paralela a un precio mucho mas bajo en
contraste con métodos de secuenciacion Sanger (Zhang et al., 2011; Escalante et
al., 2014). Los estudios moleculares con datos de secuenciacion de nueva
generacion permiten la determinacion de secuencias de regiones en el genoma o la
determinacién del genoma completo de la especie en cuestién (Turner y Hahn,
2007; Michel et al., 2010; Yi et al., 2010) y permiten establecer estudios sobre la
relacion genética y estructura entre individuos, poblaciones y especies. Estos

estudios se pueden también complementar con analisis ecoldgicos como los
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modelos de distribucion geografica, para comprender como la heterogeneidad
ambiental afecta los niveles de variacion genética y por lo tanto informar decisiones

sobre el manejo de la biodiversidad y su conservacion (Eguiarte et al., 2013).

1.6 Modelacion de la distribucion potencial como
herramienta para la conservacion

La conservacion de la diversidad biolégica y los procesos evolutivos que la
mantienen, son los principales objetivos de la genética de la conservacion, asi como
la comprension y disminucién de los problemas genéticos que enfrentan las
poblaciones pequefias (Moritz, 2002). Esto ultimo se logra al minimizar las
extinciones, evitando los problemas relacionados con tamafios efectivos pequeios,
como el efecto deletéreo de la endogamia, perdida de diversidad y la habilidad para
evolucionar en respuesta a cambios ambientales (Frankham et al., 2002; Rocha y
Gasca, 2007; Wegier, 2013).

Los sistemas de informacion geografica (SIG) se han sumado como una
herramienta para la conservacion (Manel y Holderegger, 2013), puesto que es
posible hacer uso de datos poblacionales georreferenciados y realizar analisis
espaciales de los procesos ecoldgicos y los factores estocasticos que modifican la
distribucién espacial de los individuos en las poblaciones y que potencialmente
afectan la distribucion de la diversidad genética en las especies (Etheringthon,
2011). Ademas, es posible realizar modelos que permiten predecir la distribucion
potencial de las especies bajo diferentes escenarios de cambio climatico (Manel y
Holderegger, 2013). Los modelos de circulacién global son algoritmos matematicos
qgue simulan el sistema de circulacién atmosférica bajo distintos escenarios de
cambio climatico y disponen de variables bioclimaticas del pasado, presente y futuro
(UCAR, 2016; WorldClim, 2017), con las cuales es posible realizar analisis del

impacto de cambio climético en la distribucion de las especies.
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El proceso de cambio climatico presenta un efecto negativo sobre la
biodiversidad en diferentes escalas sobre: a) variaciones en los rangos de
distribucion de las especies y en la composicion de las comunidades; b)
desplazamientos altitudinales de comunidades vegetales; c) cambios en el
funcionamiento de los ecosistemas (Peterson, 2001; Thuiller et al., 2005). Uno de
los problemas que enfrentan las poblaciones pequefias es que son mas propensas
a la extincion, debido a factores estocasticos (tanto genéticos como demograficos,
ambientales y catastroficos) que aceleran su decline y las llevan a los llamados
vortices de extincion (Figura 3; Primack et al., 2001; Frankham et al., 2002; Rocha
y Gasca, 2007).

Variacion ambiental
Eventos catastréficos
Cambio climatico
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Figura 3. Cuando una poblacién es muy pequefia, los fendbmenos estocasticos incrementan
el efecto de los problemas genéticos, y la poblacién sufre un vértice de extincion. Tomado
de Rocha y Gasca (2007).

Los analisis genéticos en las poblaciones, la integracién de acciones politicas
y programas existentes para proteccion de la biodiversidad, asi como la
incorporacion de la informacion que brindan los modelos de prediccion sobre el
impacto de cambio climatico en las especies, son muy importantes para la
realizacion de futuros programas de conservacion que sean exitosos y aseguren la

permanencia de las especies y de los procesos evolutivos (Moritz, 2002; FAO, 2007,
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Dominguez-Dominguez y Vazquez-Dominguez, 2009; Heller y Zavaleta, 2009), ya
que esta informacion es especialmente util para identificar lugares en los que

pueden llevarse a cabo programas de conservacion.
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1.7 Justificacion

En las poblaciones naturales de Pinus greggii se ha documentado una severa
fragmentacion debido a factores antropogénicos como la sobreexplotacion de la
especie por parte de la industria maderera y al cambio de uso de suelo en el bosque
de pino del que forma parte (Ramirez-Herrera et al., 2005; Gonzalez-Tagle, 2007;
Farjon, 2013). El proceso de fragmentacion ha afectado especialmente a la variedad
Pinus greggii var. australis por lo que la Unioén Internacional para la Conservacion
de la Naturaleza (IUCN, por sus siglas en inglés) la considera en categoria de
vulnerabilidad (Farjon, 2013; IUCN, 2017) basandose en tres criterios principales:
1) la disminucion de las poblaciones, refiriéndose a la reduccion del tamafio en un
50% durante los ultimos 10 afios o las ultimas 3 generaciones, 2) al area de
ocupacion por la especie no mayor de 2000 km? y 3) al tamafio poblacional (10,000

arboles) que se mide en numero de individuos maduros (IUCN, 2001).

Los andlisis genéticos permiten conocer cuales son los procesos que
determinan la diversidad y estructura genética presente en las poblaciones de una
especie (Hedrick, 2011). Asi como permiten evaluar el efecto de la fragmentacion,
gue en términos genéticos conlleva a la pérdida de la diversidad genética (Terborgh,
1992; Rocha y Gasca, 2007), y en consecuencia pérdida de la habilidad para
responder a cambios ambientales (Frankham et al., 2002).

El presente trabajo intenta vincular los datos de diversidad y estructura
genética presente en P. greggii utilizando secuencias de loci nucleares obtenidos
con secuenciacion de nueva generacion con el objetivo de obtener informacion
sobre el estado genético actual de las poblaciones de P. greggii. El segundo objetivo
es generar informacion sobre el impacto de cambio climatico en su distribucién, ya
gue se ha observado que a nivel de especie puede ocurrir desplazamiento de las
poblaciones, adaptacion o extincion local, y que existe una probabilidad mayor de
extinciones locales para especies que tienen distribucién restringida (endémicas),

tal es el caso de P. greggii. El conjunto de analisis sobre su estado genético actual
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y la realizacion de modelos de prediccion sobre el impacto de cambio climatico en
su distribuciéon sera util para desarrollar el trabajo futuro necesario para

conservacion de la especie.

1.8 Hipotesis

1. Debido que las poblaciones de Pinus greggii se encuentran aisladas en dos
regiones geograficas en la Sierra Madre Oriental y han presentado el proceso de
fragmentacion por diferentes causas antropogénicas, se espera encontrar baja
diversidad genética, asi como bajo flujo génico entre las poblaciones y posiblemente

este se ajusta al modelo de aislamiento por distancia.

2. Si existe poco flujo de genes entre las poblaciones, en consecuencia se espera
encontrar un coeficiente alto de diferenciacién genética indicando alta estructura

poblacional.

3. De acuerdo a las caracteristicas de distribucion espacial que tienen los individuos
de Pinus greggii en el sistema de bosque del que forma parte, donde los individuos
se encuentran aislados y en menor densidad de otras especies de pino y al proceso
de fragmentacion en sus poblaciones, se espera encontrar coeficientes altos de

endogamia.

4. Bajo escenario de cambio climatico se espera que en la distribucién de las
poblaciones de Pinus greggii ocurra el desplazamiento hacia latitudes mayores y
que el area de su distribucién pueda verse reducida, ya que anteriormente se ha
propuesto que los arboles pueden tener problemas para adaptarse a temperaturas
mas extremas comparados con otras plantas debido a sus largos ciclos de vida y

poca movilidad.
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1.9 Objetivos

1.9.1 Objetivos generales

1. Inferir cuales son los factores que han determinado los niveles de diversidad y
estructura genética en las poblaciones de Pinus greggii para establecer el grado de

flujo génico de las poblaciones y su sistema de apareamiento.

2. Modelar la distribucion geografica actual y a futuro en un escenario de cambio
climético de Pinus greggii, con la finalidad de predecir el impacto de cambio

climatico sobre su distribucién y conectividad para el afio 2050 y 2070.

1.9.2 Objetivos particulares

1. Estimar la diversidad genética de Pinus greggii, como: (diversidad nucleotidica
(1), diversidad haplotipica (8), riqueza alélica (A) y polimorfismo genético (P)), para

inferir su potencial evolutivo.

2. Determinar si los loci empleados en este estudio son neutrales o si se desvian
del modelo neutral, para conocer los cambios demograficos o selectivos ocurridos

en las poblaciones de Pinus greggii.

3. Estimar la estructura genética poblacional (Fst) y coeficiente de endogamia (Fis)

de Pinus greggii e inferir los posibles procesos y factores que la determinan.

4. Modelar la distribucién actual de Pinus greggii para analizar sus cambios en los

préximos afios (2050, 2070) en un escenario de cambio climatico.
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2 Materiales y métodos

2.1 Muestreo en campo y extraccion de ADN

El muestreo en campo para la colecta de material biolégico (ramas, hojas y
conos con semilla) se realiz6 en los estados de Nuevo Ledn y Coahuila para Pinus
greggii var. greggii y en los estados de Querétaro e Hidalgo para Pinus greggii var.
australis (figura 4), se colectdé material bioldégico de 19 individuos de la variedad
greggii y 20 individuos de la variedad australis y se realizd el registro de las
coordenadas geograficas en grados decimales para cada individuo (anexo 1), esta
informacion geografica forma parte del registro de coleccion del Dr. David S.

Gernandt, jefe del Herbario Nacional de México (MEXU).

-95.000 -92.000
1 1

T
00042

Puntos de Colecta de
Pinus greggii Engelm. '§

@ Pinus greggii var. greggii
® Pinus greggii var. australis
[ Sierra Madre Oriental

A
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T
00012

100 200 300 400 km

__ o~ :
-101.000 -92.000

Figura 4. Registro de los sitios de colecta para Pinus greggii vaR. greggii y Pinus
greggii var. australis.
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Para la extraccion de ADN de los individuos de P. greggii se utilizé tejido de
hoja (haploide) y del megagametodfito (tejido haploide de origen materno)
encontrado en la semilla (anexo 1). Para la extraccion de ADN a partir de tejido del
megagametofito se utilizd el protocolo del kit de extraccion Wizard Genomic DNA
Purification (Promega) (anexo 2) y para la extraccion de ADN a partir de hoja se
empled el método “Mini-Prep” protocolo modificado por Vazquez Lobo (1996), el
cual consiste en la trituracion de las hojas con buffer de extraccion CTAB2x que
permite el rompimiento de paredes celulares y la extraccion de ADN (anexo 3).
Para cuantificacion del ADN se emple0 el fluorémetro (Qubit Life Technologies) con
un kit de ensayo Qubit dsDNA BR, y para evaluacion de la calidad del ADN se utilizé
el espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). Las muestras de ADN se
mantuvieron en refrigeracion a -20°C hasta su posterior secuenciacion.

Este trabajo forma parte de un proyecto mas amplio sobre la genémica de Pinus, y
para la secuenciacion de las muestras de ADN (se empled tecnologia de
secuenciacion de nueva generacion (NGS) con el método Hyb-Seq que permite la
secuenciacion de loci de interés, la secuenciacion se realizo en la plataforma de

lllumina Hi-Segq.

2.2 Metodo de secuenciacion Hyb-Seq

El método Hyb-Seq representa un avance reciente para el desarrollo de
captura de secuencias de interés, basdndose en técnicas de hibridacion de ARN y
secuenciacion paralela. Este método se desarroll6 originalmente para la captura de
secuencias de interés en humanos (Gnirke et al., 2009) y adoptado posteriormente
para identificar polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP) en el genoma del maiz
(Fu et al., 2009). El método Hyb-Seq es un protocolo que combina el objetivo de
enriqguecimiento de bibliotecas de genes nucleares de baja copia y el uso de
secuencias de baja cobertura para reunir objetivos genémicos de alta copia,
utilizando el genoma vy transcriptoma de una especie para el disefio de sondas
(Weitemier et al., 2014).
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En este método el ADN de la especie en interés, es fragmentado en
segmentos con un sonificador (BioRuptor Sonificador, Diagenode, Inc.). Se realizan
reacciones de ligacion entre los fragmentos y adaptadores indexados, y a
continuacion se lleva a cabo enriquecimiento mediante reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). Las sondas de ARN, son etiquetadas con biotina y agregadas a
cada preparacion de ADN, la captura de loci gendmicos de interés se realiza con
cuentas (tipo esferas) cubiertas de estreptavidina. Las muestras resultantes se
secuencian en un equipo de secuenciacion de nueva generacion (Gnirke et al.,
2009).

Las secuencias cortas producidas a partir de los extremos de ADN con los
adaptadores se denominan lecturas o reads, el secuenciador genera lecturas a
partir de cada uno de los extremos del fragmento de ADN (el inserto) dando lugar a
lecturas pareadas y se hace a partir de la estrategia “paired end”, estas se generan
mediante la fragmentacion del ADN en pequefios segmentos (<300 pb) de los

cuales se secuencia el final de ambos extremos.

2.2.1 Preparacion de bibliotecas enriguecidas por genes
de interés y secuenciacion paralela.

Para la preparacion de bibliotecas enriquecidas por genes de interés,
previamente se seleccionaron 1000 regiones codificantes, resultando de los
ensambles mas largos (>850 pb) del transcriptoma de Pinus taeda (Neves et al.,
2013). Con base a estas secuencias se prepararon las bibliotecas genémicas para

secuenciacion paralela con el método Hyb-Seq.

Las bibliotecas gendmicas se disefiaron con 800-2000 ng de ADN gendmico
de P. greggii, que fue cortado en fragmentos de 500 pb usando un sonificador
(BioRuptor Sonificador, Diagenode, Inc.). Posteriormente, se ligaron adaptadores
de codigos de barras indexados de doble indice (8 + 8 pb) de tipo TruSeq para
secuenciar oligos en la plataforma lllumina Hi-Seq. Como parte de un proyecto mas

amplio sobre la gendémica de Pinus, esta muestra se enriquecié para 713 loci
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nucleares y dos loci de plastoma (UMt-6920, 729 pb entre cemA y ycf4, 0-8850, 687
pb en la porcion rio arriba de psaB) con ARN 120bp sondas basadas en el
transcriptoma de Pinus taeda (Neves et al.,, 2013). Las sondas de ARN fueron
etiquetadas con biotina y agregadas a cada preparacion de ADN. La captura de los
genes de interés se realiz6 con cuentas (tipo esferas) cubiertas de estreptavidina.
Las bibliotecas enriquecidas fueron purificadas, eluidas y sujetas a enriquecimiento
mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Se secuencio una mezcla de
biblioteca enriquecida y no enriquecida (50/50) en un carril de un lllumina Hi-Seq
con extremos pareados de 100 pb

2.2.2 Procesamiento de lecturas tipo paired end

Con el método de secuenciacion Hyb-Seq se obtuvo lecturas tipo “paired
end”, y como primer paso se realiz6 un analisis de calidad de las lecturas. La calidad
se determina por el nimero de veces que cada base del genoma esta presente en
las lecturas de secuenciacion y se denomina como profundidad de cobertura, para
ello se implementd el software FastqC (Andrews, 2010) que permite observar si las
lecturas se ajustan a una buena secuenciacion y verifica su calidad. Posteriormente
se realiz6 el “pareamiento” de las lecturas de secuenciacion utilizando el software
Geneious 9.1.3. (Kearse et al., 2012) y la eliminacion de lecturas duplicadas, ya que
en el momento de la captura de genes de interés y enriquecimiento por PCR, las
lecturas pueden encontrarse duplicadas en la secuenciacion. También como control
de calidad se realiz6 una filtracion de las lecturas y se eliminaron aquellas que no
presentaron un tamafio mayor a 50 pb.

Para la construccion de las secuencias de P. greggii se realizé el ensamble
de una secuencia de P. greggii usando como referencia 20 genes nucleares (anexo
4), estos genes fueron seleccionados tomando el criterio de buena cobertura de
ensamble y de no pertenencia al grupo de genes paralogos. Para cada uno de los
genes se genero su secuencia y se marcé la presencia de intrones en la secuencia.
Posteriormente se realizé un alineamiento multiple de las secuencias de los genes

y las lecturas pertenecientes de los individuos de P. greggii var. australis y P. greggii
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var. greggii respectivamente (utilizando la opcion Muscle en Geneious) y como

altimo paso se realizo la busqueda de los sitios variables en las secuencias.

Debido que el origen de unas de las secuencias provienen de muestra
haploide (megagametdfito) y otras son de muestra diploide (hoja), se procedi6 a
determinar las dos secuencias de nucleétidos para el caso de las secuencias
provenientes de tejido diploide (6 pertenecientes para Pinus greggii var. australis y
6 para Pinus greggii var. greggii, ver anexol), para ello se utilizé los programas
SeqPHASE y PHASE 2.1 (Stephens et al., 2001). De esta manera se obtuvo un
conjunto de 51 secuencias para cada gen (25 secuencias correspondientes a Pinus
greggii var. greggii y 26 secuencias correspondientes a Pinus greggii var. australis).
Dado que se obtuvo diferentes tamafios (pb) de cada secuencia, se implemento el
software Aliview 1.18 (Larsson A., 2014) para el alineamiento de las secuencias y
eliminacién del “ruido” en los extremos de cada una, asi las secuencias de cada

variedad de P. greggii que corresponden a cada locus, presentan el mismo tamafio
(pb).

2.3 Analisis de parametros poblacionales

2.3.1 Diversidad geneética y pruebas de neutralidad

El andlisis de polimorfismo se realiz6 para cada locus con el programa DNAsp Ver.
5.10.01 (Rozas y Rozas, 1999), se obtuvo estimacion de niumero de alelos por locus
(A), numero de sitios segregantes (S), diversidad haplotipica (©) y diversidad
nucleotidica (). De la relacion entre los estimadores pi (17) y teta (©) se realizé la
prueba de D Tajima y de D* Fu y Li, para conocer si los genes empleados en el
analisis de diversidad genética se desvian del modelo neutral (Tajima, 1989; Fu y
Li, 1993).
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2.3.2 Estructura genetica y endogamia

La estimacion de la diferenciacion genética (Fst pareada, Rousset F., 1997)
se realiz6 para cada locus y variedad de P. greggii con el paquete Hierfstat para R
(Jombart et al., 2008). Para este andlisis y los demas en relacion de la estructura
genética previamente se generd una matriz con informacion del numero de alelos
por locus de cada secuencia de los individuos de P. greggii, donde los alelos fueron
codificados en numeros de la siguiente manera (01, 02...n). Para las secuencias
provenientes de tejido diploide se determind las dos secuencias haploides de
nucleotidos con los software SeqPHASE y PHASE Ver. 2.1 (Stephens et al., 2001),
la codificacion del numero de alelos se integro de la tal manera (0101, 0202...n)
tanto para secuencias de origen haploide y diploide con el motivo de obtener los
genotipos en un solo individuo.

La estimacion de heterocigosidad observada (Ho) y heterocigosidad
esperada (He) se realizdé en con Adegenet ver. 2.0.2 (Jombart, 2008) empleando
Unicamente las secuencias de origen de tejido diploide (hoja). El coeficiente de
endogamia (Fis) se estimo utilizando el programa GENEPOP ver. 1.2 (Raymond y
Rousset, 1995), y ademas se corrobor6 manualmente utilizando la siguiente

formula;

_ Ho
F=1-2

Para evaluacién del modelo de aislamiento por distancia se realiz6 una
prueba de Mantel en Rstudio (bibliotecas Adegenet y Vegan). Las distancias
genéticas se calcularon a partir de la formula Fst/ 1- Fst utilizando los valores de Fst
pareadas. La matriz de distancias geograficas (km) se obtuvo a partir de los puntos

de colecta georreferenciados con los paquetes ade4 y RgoogleMaps.

Ademas de estimar el coeficiente de diferenciacion genética (Fst) para

conocer la estructura poblacional de P. greggii, se implementé un analisis de
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componentes principales espacial (ACPs) para la identificacion de patrones
genéticos espaciales con la biblioteca Adegenet. También se implementé el método
de asignacion bayesiana del programa STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al., 2000),
para la asignacion de los individuos a grupos genéticos (K) y se eligio el modelo con
admixtura que indica que los individuos pueden provenir de varias poblaciones, este
programa se ejecuté con un “burnin” de 10,000 y 100,000 cadenas.

Una desventaja que ha mostrado STRUCTURE es que el nimero de grupos
identificados (K) no es consistente en cada corrida y puede estar influenciado por el
tamafio de muestra (Hubisz et al., 2009; Garrido y Vazquez 2013). Debido a esto,
para inferir el nUmero de grupos (K) que mejor se ajustan a los datos, se implemento
el método de Evanno (Evanno et al., 2005), donde el valor de (K) se elige por los
valores que tienen mayor verosimilitud. El método de Evanno fue implementado por
Structure Harvester (Earl y vonHoldt, 2012), y como resultado se obtuvo archivos
de entrada para CLUMPP 1.1.2 (Jakobsson y Rosenberg, 2007) este es un
programa que alinea el grupo de asignacion a través de una media de matrices
permutadas de todas las réplicas, finalmente se utilizé el programa DISTRUCT 1.1
(Rosenberg, 2004) para obtener la representacion visual de STRUCTURE.
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2.4 Analisis de informacion geografica

2.4.1 Distribucion potencial de Pinus greggii de la
actualidad y proyecciones a futuro

La modelacién de la distribucién geogréafica de P. greggii actual y a futuro
bajo escenario de cambio climatico (afio 2050 y 2070) se realiz6 con el enfoque de
maxima entropia de Maxent 3.3.3k (Phillips et al., 2008). El algoritmo de este
software busca la distribucién mas amplia (de maxima entropia) de la especie sujeta
a restricciones (variables ambientales) (Phillips et al., 2006; 2008). Para el modelado
se obtuvo una base de datos de registros de ocurrencia para P. greggii a partir de
los registros de colecta en campo y registros disponibles de Global Biodiversity
Information Facility. Esta base de datos se corrigi6 manualmente eliminando los
registros fuera de la distribucién informada de la especie (es decir, errores de
referencia probables) y los que se encontraron fuera del rango altitudinal reportado
para la especie, ademas se implement6 The Geographic Distance Matrix Generator
1.2.3. (Ersts, 2016) para eliminar los registros con cercania de 1 km de distancia y
evitar el remuestreo de pixel, ya que uno de los problemas de los modelos de
distribuciéon potencial para especies es la cantidad y calidad de informacion
georreferenciada disponible, ya que un porcentaje variable pero significativo
presenta errores de georreferenciacion, por lo gue en muchas ocasiones son una
representacion sesgada de la distribucién de las especies (Schulman et al., 2007).

Para el modelado se empled el conjunto de capas bioclimaticas de la
plataforma Worldclim (Hijmans et al., 2005) con resolucion de 30 arc/seg en formato
ascii y se realizé la identificacién de las variables ambientales que en la actualidad
determinan la distribucion de P. greggii, a partir de un analisis de componentes
principales (ACP). Para ello se elabordé una matriz a partir de la “extraccion de
valores” de los registros de la especie en la variables bioclimaticas de Worldclim,
este proceso se realiz6 en RStudio con las bibliotecas sp y raster.

Para la elaboracién de los modelos de distribucién potencial de P. greggii a

futuro se utilizé las capas bioclimaticas de escenario de cambio climatico CMIP5-
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rcp45 para el afio 2050y 2070. Las capas bioclimaticas CMIP5-rcp45, corresponden
a un modelo de circulacion global y establecen un escenario de cambios antropicos
y naturales en las propiedades del sistema climatico, denominados trayectorias de
concentracion representativas (RCP) (UCAR, 2016).

La eleccién de las variables climéticas para los modelos a futuro se realizé
con base al resultado del ACP que explica la distribucién geografica de P. greggii
en la actualidad. Para cada escenario se llevo acabo 30 réplicas tipo bootstrap y
1000 iteraciones en Maxent y el promedio de las réplicas se tomé como mejor
modelo. La sobre proyeccion de la distribucion de P. greggii se elimind haciendo
recorte de la capa ascii restringiendo a la Sierra Madre Oriental y el norte de la
sierra. Los modelos fueron reclasificados en QGIS 2.14.8, en 3 categorias de

idoneidad ambiental donde 1= més idoneidad y 3= menor idoneidad.
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3 Resultados

3.1 Diversidad genética y pruebas de neutralidad

El tamafio de las secuencias ensambladas para los loci analizados varia de
674 pb a 1358 pb (tabla 1). En los 20 loci analizados en P. greggii el nUmero
promedio de alelos por locus fue A = 11.3. El valor promedio estimado para la
diversidad haplotipica es Hd = 0.8315 y la diversidad nucleotidica T = 0.009817.

De los loci putativos de este estudio, el locus 0 13031 resulto ser el mas
polimorfico (tabla 1) respecto a los demas, ya que presento mayor numero de alelos
A= 49 y valores altos de diversidad haplotipica Hd = 0.999 y nucleotidica =
0.01974. Mientras que el locus 2_5632 mostrd el menor polimorfismo, con solo 2
alelos por locus asi como poca diversidad haplotipica (Hd = 0.344) y nucleotidica (1t
= 0.00066).

Tabla 1. Valores estimados del polimorfismo para los 20 loci analizados en Pinus

greggii.

Locus ID Tamaiio (pb) A S Hd (SE) n Ow
2202 1358 16 60 0.93 (0.006) 0.01135 0.01014
29822 1271 5 71 1.00(0.004) 0.00971 0.01247
0_10047 1100 16 54 0.987(0.008) 0.01339 0.01156
0_13246 1082 6 81 0.997(0.005) 0.01704 0.01683
0_10453 1064 4 4 0.285(0.080)  0.00032 0.00084
010282 1062 31 70 0.995(0.005) 0.02192 0.01824
0_10104 1057 3 32 0.990(0.007) 0.00703 0.00681
0_9068 1046 5 54 0.994 (0.006) 0.01189 0.01177
0_10001 1028 5 57 0.988(0.007) 0.01082 0.01235
0_18049 1012 12 27 0.800(0.060) 0.00418 0.00598
25632 1006 2 5 0.344(0.081) 0.00066 0.00111
0_16967 953 10 32 0.986 (0.007) 0.00579 0.00766
2_9708 941 6 36 0.997 (0.005)  0.00976 0.0087
0_17145 938 3 3 0.115(0.060)  0.00021 0.00071
0_12465 923 6 41 0.993 (0.006) 0.01069 0.01004
0_11655 826 5 48 0.981(0.011) 0.0094 0.01325
0_13031 824 49 46 0.999 (0.004) 0.01974 0.0159
0_15715 810 4 38 0.967(0.013) 0.01469 0.01081
0_1760 744 27 9 0.289(0.082) 0.00086 0.0028
0_3243 674 11 51 0.994 (0.005) 0.01689 0.01779
Promedio 11.3 40.95 0.8315 0.009817 0.009788

A= namero de alelos por locus; S= numero de sitios segregantes; Hd =diversidad
haplotidica; Tr=diversidad nucleotidica; ©w= theta de Watterson, DE= desviacion
estandar.
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De las pruebas de neutralidad (tabla 2) se encontraron 10 loci con valores
negativos, indicando que hay un exceso de alelos raros, y 10 loci con valores
positivos, indice de que hay una deficiencia de alelos raros. Sin embrago
anicamente los loci (0_1760y 2 _9708) resultaron ser estadisticamente significativos
(p>0.05) de los demas.

Tabla 2. Valores estimados de heterocigosidad y diferenciacion genética para los
20 loci analizados en Pinus greggii.

Locus ID Ho He Fst pareada Fis D Tajima DFuylLi FFuyli
gre/aus

2 202 0.25 0.85 0.03346 0.70588 0.41459 0.08977 0.24997
29822 0.17 0.46 0.08391 0.63043 -0.77575 -1.39715 -1.39363
0_10047 0.17 0.78 0.11332 0.78205 0.545 0.20319 0.39205
0_13246 0.17 0.64 0.04433 0.73437 0.04447 -0.07239 -0.03452
0_10453 0.08 0.08 0.08333 0 -1.39814 -1.2085 -1.47947
0_10282 0.33 0.9 0.10579 0.63333 0.70606 1.15113 1.1779
0_10104 0 0.28 0.05416 1 0.10807 -0.19067 -0.09986
0_9068 0 0.29 0.10184 1 0.03554 0.36677 0.29268
0_10001 0.08 0.71 0.05715 0.88732 -0.42925 -0.79188 -0.78601
0_18049 0.05 0.84 0.08273 0.94047 -0.99161 0.62335 0.06178
2 5632 0 0 0.09607 0 -0.97583 0.129 -0.25262
0_16967 0.17 0.84 0.05285 0.79761 -0.81429 -1.46968 -1.47047
29708 0.17 0.3 0.02343 0.43333 0.41274 1.66066 * 1.44319
0_17145 0 0.38 0.032 1 -1.46171 -0.41843 -0.85434
0_12465 0.17 0.63 -0.01105 0.73015 0.22043 -0.97728 -0.64774
0_11655 0.08 0.08 0.13229 0 -0.99814 -0.56541 -0.86268
0_13031 0.92 0.95 0.05693 0.03157 0.82705 1.02138 1.13355
0_15715 0 0.15 0.14306 1 1.21073 0.57935 0.96161
0_1760 0.05 0.91 -0.01723 0.94505 -1.93155 * -0.63556 -1.24657
0_3243 0 0.62 0.07818 1 -0.17612 0.61265 0.38658
Promedio 0.143 0.5345 0.0673275  0.662578

Ho= heterocigosidad observada; He= heterocigosidad esperada; Fst= diferenciacion
genética; gre= Pinus greggii var. greggii; aus= Pinus greggii var. australis; Fis= endogamia;
D Tajima; *valores significativos p<0.05.
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3.2 Endogamia y estructura poblacional

El valor promedio de la heterocigosidad esperada en los loci analizados fue
He = 0.5345 mayor al valor promedio de la heterocigosidad observada Ho = 0.143 y
se encontraron algunos loci con nula heterocigosidad: 0_10104, 0_9068, 2 5632,
0_17145,0_15715, 0_3243 (tabla 2).

En la mayoria de los loci analizados los coeficientes de endogamia (Fis)
resultaron muy proximos al valor méximo de la endogamia = 1, indicando un exceso
de homocigosis. En promedio el coeficiente de endogamia para P. greggii se estimo
como un valor muy alto Fis = 0.6625, sugiriendo una alta tasa de autofertilizaciéon en
el sistema de apareamiento y se encontrd que cinco de los loci presentan el maximo
valor de endogamia Fis = 1 siendo los mismos que reportan nula heterocigosidad
(tabla 2).

Los valores de Fst pareada para cada locus (tabla 2) en Pinus greggii var.
greggii y Pinus greggii var. australis muestran valores de Fst cercanos a cero,
indicando poca diferenciacidon genética entre los loci analizados presentes en
ambas variedades, donde el valor promedio es Fst = 0.0673.

Para evaluacién del modelo de aislamiento por distancia se realiz6 la prueba
de Mantel (figura 5) y se encontré una correlacion negativa (r = -0.0280, p-value =
0.8906) indicando que la diferenciacién genética no se explica por la distancia
geografica entre las poblaciones. La prueba de Mantel también se realizé para cada
variedad de forma independiente a manera de poder encontrar algin otro posible
patrén, sin embargo ambas pruebas para cada variedad resultaron ser no

significativas.
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Correlacion entre la distancia genética y geografica
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Figura 5. Prueba de Mantel de las distancias genéticas y geogréficas (r = - 0.0280, P <
0.05) en Pinus greggii var. greggii y Pinus greggii var. australis.

Mediante el analisis de componentes principales espaciales (ACPs) para la
evaluacion de patron espacial de la variabilidad genética, se encontr6 que los

individuos correspondientes a P. greggii var. greggii y los individuos de P. greggii
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var. australis forman un solo grupo genético (figura 6) esto es un resultado
interesante ya que al omitir los datos para los loci que son estadisticamente
significativos (p<0.05) en las pruebas de seleccion (D Tajima, D* y F de Fu y Li;
tabla 2) los individuos de la variedad greggii y variedad australis logran diferenciarse
un poco en dos grupos genéticos (figura 7). Esto sugiere que los loci que se
encuentran bajo seleccién natural, modifican la forma en que se agrupan los
individuos, y se observa ademas algunos individuos con valores atipicos indicando

la presencia de alelos raros.

Analisis de Componentes Principales Espaciales (ACPs)

PC1

B Pinus greggii var. greggii

Pinus gregqii var. australis

PC2

Figura 6. Resumen de las posiciones de los individuos de cada variedad de Pinus
greggii de acuerdo al primer y segundo eje de dispersion del ACPs basado en la matriz
de correlacion de las frecuencias alélicas todos los loci (20) analizados.

43



PC1

Pinus greggii var. greggii

Pinus greggii var. austrakis

PC2

Figura 7. Resumen de las posiciones de los individuos de cada variedad de Pinus
greggii de acuerdo al primer y segundo eje de dispersion del ACPs basado en la matriz
de correlacion de las frecuencias alélicas omitiendo los loci que resultaron ser
estadisticamente significativos en las pruebas de neutralidad (D Tajima y D* de Fuy

Li).

El andlisis de agrupacion de individuos realizado con el programa STRUCTURE

diferencia claramente dos grupos genéticos que corresponden a cada variedad,;

greggii y australis de acuerdo al valor 6ptimo de K = 2 segun el método de Evanno

(figura 8), y puede observarse elevado flujo génico entre ambas variedades, sobre

todo parece ser que ocurre mayor contribucion del flujo génico de la poblacion de

P. greggii var. greggii a la poblacion de P. greggii var. australis (figura 9).
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Figura 8. Numero de grupos genéticos (K=2) en Pinus greggii, encontrados con el
método de Evanno.
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0.40

0.20

0.00

Pinus greggii var. australis Pinus greggii var. greggii

Figura 9. Andlisis de agrupacién de individuos realizado con el programa STRUCTURE
para un niamero Optimo de agrupaciones K =2.
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3.3 Modelos de distribucion potencial actual vy
proyecciones a futuro CCSM-rcp45 (ano 2050 y 2070).

De las 19 variables bioclimaticas de la plataforma WorldClim se realizé un
andlisis de componentes principales (ACP) para determinacién de la variables
bioclimaticas que explican la varianza ambiental de Pinus greggii. Se obtuvieron
seis componentes que resuelven la contribucion de cada variable en la distribucion
de la especie, y resulto siete variables ambientales informativas que explican su
distribucion (tabla 3).

Tabla 3. Variables bioclimaticas (WorldClim) que contribuyeron significativamente
a la varianza para la distribucion de Pinus greggii.

Abreviacion |Variable

BIO1 Temparetura media anual

BIO 3 Isotermalidad

BIO12 Precipitacion anual

BIO 13 Precipitacion del mes mas humedo
BIO 16 Precipitacion del cuarto mas lluvioso
BIO 18 Precipitacion del cuarto mas célido
BIO 19 Precipitacion del cuarto mas frio

El modelo de distribucién potencial de P. greggii en la actualidad (figura 10),
muestra claramente que las poblaciones de la variedad greggii y variedad australis
ocupan diferente area geografica y ambiental en la Sierra Madre Oriental y que no
hay contacto entre sus poblaciones ya que no se presentan traslapes en su

distribucion.
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Figura 10. Modelo de distribucion geogréfica en la actualidad de las poblaciones de
Pinus greggii.

En el modelo de distribucién potencial de P. greggii bajo escenario de cambio
climatico (afio 2050), se observa desplazamiento altitudinal y expansion de la
distribucion para ambas variedades de la especie hacia el norte en la Sierra Madre
Oriental (figura 11), quedando en contacto ambas poblaciones. Ademas, en el caso
de la variedad greggii se observa desplazamiento de su distribucién hacia el sur.
En el caso del modelo de distribucién potencial para el afio 2070, se observa que
las poblaciones de ambas variedades de P. greggii mantienen contacto (como
también lo predice el modelo para el afio 2050), y que ademas incrementa la
expansion en la distribucion de ambas variedades en la regién norte de la sierra, y
en el caso de la variedad greggii su distribucidon ya no se observa en el sur de la

sierra (figura 11).
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Figura 11. Modelos de distribucién geografica de las poblaciones de Pinus greggii
bajo escenario de cambio climatico, arriba distribucién potencial para 2050 y abajo
distribucion potencial para 2070.



4 Discusion

4.1 Diversidad genética y analisis de las pruebas de
neutralidad

En la mayoria de las coniferas y en el género Pinus en particular, se han
reportado altos niveles de diversidad genética (Hamrick et al., 1992; Pifiero et al.,
2008; Sork et al., 2013). Esto es el resultado de un conjunto de factores como su
sistema genético y reproductivo exclusivamente sexual con entrecruzamiento
(Moreno-Letelier, 2002), asi como el tiempo generacional que presentan y la
longevidad que caracteriza a las coniferas permitiéndoles preservar su diversidad
genética durante largos periodos de tiempo (Petit y Hampe, 2006). Sin embargo, el
aislamiento geografico entre poblaciones de una especie y el proceso de
fragmentacién pueden disminuir el valor de diversidad genética (Hedrick, 2011). Por
lo anterior, en P. greggii se esperaba encontrar poca diversidad genética ya que sus
poblaciones estan fragmentadas y presentan aislamiento geogréfico (Farjon, 2013).
Los resultados muestran el caso contrario, ya que los analisis de diversidad genética
en las secuencias de los 20 loci nucleares de este estudio, revelan niveles altos de
diversidad genética en P. greggii, donde el nimero promedio de alelos por locus fue
A =11.3 mayor al valor A= 3.5 reportado por Parraguirre y colaboradores (2002).

El valor estimado de diversidad haplotipica Hd = 0.8315 indica alta diversidad
genética y coincide también con lo reportado por Parraguirre y colaboradores
(2002), pero el valor estimado de diversidad nucleotidica T = 0.009817 estimado es
bajo con respecto a la diversidad haplotipica, pero alto comparado con otros pinos.

Una alta diversidad haplotipica acompafiada de una baja diversidad
nucleotidica, significa que los haplotipos difieren en un ndmero reducido de
nucleotidos, lo cual es caracteristico de efectos de expansion demografica
poblacional en un tiempo relativamente reciente (Hamilton, 2009). Los valores
negativos en las pruebas de neutralidad D Tajima y D* de Fu y Li (tabla 2), indican
la presencia de alelos raros y son mas numerosos de lo esperado, y sugiere una

expansion demografica reciente (Tajima, 1989; Hamilton, 2009). Sin embargo el
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tamafo de muestra en el analisis puede generar un sesgo en la estimacion de estos
paradmetros poblacionales, por lo que la expansion demografica de P. greggii debe

tomarse como una hipotesis que requiere ser sometida a prueba en estudios futuros.

4.2 Estructura genética

En general, un valor de Fst mayor a 0.10 se considera como indicador de alta
diferenciacion genética entre poblaciones, situacibn poco comun en especies
alégamas y de polinizacion favorecida por el viento como es caso del género Pinus
(Hamrick et al., 1996; Ledig et al., 1998).

En el caso de P. greggii se esperaba encontrar alta diferenciacion genética
entre la variedad greggii y la variedad australis, ya que sus poblaciones se
encuentran aisladas por aproximadamente 360 km, situacidon que puede favorecer
el poco flujo de genes entre ambas variedades. Por el contrario, en este analisis se
encontré poca diferenciacion genética Fst = 0.0673 entre las variedades de P.
greggii, lo cual indica que la distancia geografica entre las dos regiones donde se
encuentran las variedades de P. greggii no representa una barrera al flujo de genes.
Se realizd la prueba de Mantel para evaluacion del modelo de flujo génico de
aislamiento por distancia, y se encontr6 una correlacion negativa entre las distancias
genéticas y geograficas r = -0.0280, p-value = 0.8906 (figura 5), esto indica que la
distancia geogréfica entre las poblaciones no se explica la diferenciacién genética
en las variedades de P. greggii y sefala que esta puede deberse a otros factores.

El origen reciente de la subseccién Australes (5 m.a.) al que pertenece P.
greggii (Gernandt et al.,, 2005), puede ser causa posible del bajo grado de
diferenciacion genética, que debido a las caracteristicas de tiempo generacional y
longevidad del grupo, el tiempo estimado no ha sido lo suficiente para encontrar
grandes diferencias genéticas en las variedades P. greggii var. greggii y P. greggii
var. australis.

La poca estructura encontrada en P. greggii, puede atribuirse a que la
mayoria de los loci empleados muestran poca diferenciacion genética entre ellos

(Tabla 2). Kremery Le Corre (2012) demostraron que en loci implicados con rasgos

50



fenotipicos como en el caso de varios de los loci utilizados en este estudio, pueden
mostrar niveles modestos de diferenciacion genética (Fst) en las poblaciones

incluso cuando puede existir una fuerte diferenciacion.

Con el andlisis de componentes principales espaciales (ACPs, figura 6) y
empleando los 20 loci de este estudio, no se logro resolver la estructura genética,
ya que los individuos de P. greggii var. greggii y P. greggii var. australis forman un
solo grupo genético. Pero al omitir del andlisis de ACPs los loci que se desvian del
modelo neutral y que resultaron ser estadisticamente significativos (tabla 2), el
comportamiento de agrupacion de los individuos de ambas variedades es distinto y
estos se recuperan en dos grupos genéticos, aunque su diferenciaciéon no es muy
grande (figura 7). Esta situacion sugiere que los loci que se desvian del modelo
neutral generan un comportamiento distinto en la posicion de los individuos.

De acuerdo a un estudio mas amplio sobre la gendmica de Pinus desarrollado
en el laboratorio (datos aun no publicados) que incluye a P. greggii y utilizando loci
Unicamente neutrales, se encontro valores mayores de diferenciacion genética (Fst)
que reflejan alta estructura poblacional. Es por ello que se propone en este caso
gue los loci que se desvian del modelo neutral, generan un sesgo en la informacién
respecto a la estructura poblacional. En otras especies de coniferas como Picea
mariana, Pinus palustris, Pinus strobus y Pinus taeda no se han encontrado
patrones consistentes en la estructura de la diversidad genética al comparar
resultados de loci isoenziméaticos con loci asociados a caracteristicas morfologicas

o adaptativas (Parraguirre et al., 2002).

La presencia de dos grupos genéticos encontrados con el (ACPs), se
confirmd con el analisis bayesiano de STRUCTURE que determino un valor 6ptimo
de K = 2 segun el método de Evanno (figura 8), y que corresponden a Pinus greggii
var. greggii y Pinus greggii var. australis. Ademas, con este analisis se puede
observar flujo génico entre ambas variedades y parece ser que hay mayor
contribucion de la variedad greggii que se encuentra en la regidén norte de la Sierra

Madre Oriental a la variedad australis que se ubica en la regién sur de la sierra
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(figura 9). Esto puede deberse por la direccion de las masas de aire que viajan
desde latitudes altas hacia el sur y al este en la Sierra Madre Oriental (Osorio, 2015)
y que facilitan el movimiento de polen y semillas en las coniferas en dicha direccion.

El polen de coniferas puede recorrer distancias de mas de 600 km (Di-
Giovanni et al., 1996), mientras que las semillas viajan distancias mas cortas entre
12 y 90 m, dependiendo del tamario, forma del ala y direccion del viento (Savolainen
et al., 2007; Castilleja et al., 2016). Esto ultimo puede provocar el establecimiento
de grupos de arboles que estén genéticamente emparentados y promover la
endogamia (Castilleja et al., 2016), que en poblaciones pequefias y aisladas la
probabilidad del apareamiento entre parientes se incrementa alun mas que en

poblaciones grandes.
4.3 Endogamia

A excepcion de tres loci que presentaron valor de cero de Fis, cinco loci
presentaron el valor maximo de endogamia Fis =1 y el resto de los loci mostro
valores muy proximos de 1 (tabla 2), y se estimé el valor promedio de endogamia
de Fis = 0.6625. Esto confirma la deficiencia de individuos heterocigos en P. greggii
descrito anteriormente por Parraguirre y colaboradores (2002), quienes reportan un
alto coeficiente de endogamia de Fis = 0.271. Es poco comin que se presente
deficiencia de individuos heterocigotos en especies de polinizacion cruzada como
los pinos (Ledig et al., 2002; Parraguirre et al., 2002), pero cuando las poblaciones
de una especie se encuentran aisladas entre si y presentan fragmentacion, es
probable que exista limitaciones significativas en la dispersion de polen y de las
semillas, ya que en el proceso de fragmentacion el tamafio de las poblaciones
disminuye y aumenta la distancia entre grupos remanentes (Rathcke y Jules, 1993;
Artz y Waddington, 2006), favoreciendo la polinizacion entre individuos cercanos.

En poblaciones de pinos que presentan tamafos poblacionales pequefios y
gue tienen baja densidad de individuos maduros en comparacion de otros arboles,
se ha reportado que ocurre bajo nivel de entrecruzamiento y se favorece la

autopolinizacion (Mitton, 1992). En estos casos cada arbol es polinizado por su
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propio polen puesto que en pinos no hay barreras precigéticas que eviten que el
polen de un mismo arbol fertilice sus 6vulos (Ledig, 1998), y ademas los individuos
pueden ser parcialmente polinizados por el polen de arboles vecinos, aumentando
los niveles de endogamia (Mitton, 1992; Castilleja et al., 2016). En particular, P.
greggii que ademas de tener poblaciones aisladas y fragmentadas, la disposicion
espacial de los arboles maduros en campo se observan distanciados unos de otros
y en baja densidad, rodeados por individuos de otras especies de pinos en mayor
densidad como; P. teocote, P. montezumae, P. arizonica, P. pseudostrobus y P.
patula (Farjon, 2005; Ramirez-Herrera et al, 2005).

Otra de las causas que pueden explicar los altos niveles de endogamia en P.
greggii es el fenomeno de serotinia, caracteristico de la especie y de la asociacion
a los eventos de incendios forestales. En la Sierra Madre Oriental donde se
distribuye P. greggii se ha reportado una fuerte actividad de incendios forestales
durante el periodo del afio 1860 a 2002 (Gonzalez et al., 2007). Cada afio P. greggii
produce semillas y las acumulan en su copa (al menos una parte de la produccion)
encerradas en los conos y las libera cuando se produce un incendio, ya que el calor
del fuego abre los conos ser6tinos y permite la dispersion de las semillas en el
ambiente pos incendio, donde existe una elevada disponibilidad de recursos que
facilitan el reclutamiento de nuevos individuos (Pausas y Keeley, 2009). Esta
situacion favorece el incremento de los niveles de endogamia, ya que la dispersion
de semillas que dan origen a nuevos individuos no es muy amplia (Savolainen et
al., 2007), y favorece el establecimiento de grupos de arboles genéticamente

emparentados.

Debido a los altos niveles de endogamia Fis = 0.6625 encontrados en P.
greggii y la disposicién espacial del arbolado maduro que se encuentran en menor
densidad respecto a los otros arboles que forman parte del sistema de bosque
(Farjon, 2005; Ramirez-Herrera et al, 2005), se propone el caso de cambio de
sistema de apareamiento cruzado a sistema de apareamiento intermedio. El sistema
de apareamiento intermedio representa tasas variables de entrecruzamiento y

autofertilizacién, y se presenta en poblaciones aisladas, y en procesos de
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colonizacion (Brown, 1990). En coniferas se ha reportado que dentro una misma
especie el sistema de apareamiento puede variar en distintas poblaciones debido a
factores ambientales y demogréficos (Brown, 1990; Moreno-Letelier, 2002).

Generalmente la autofertilizacion en pinos ocurre en tasas bajas debido que
son especies alégamas y de polinizacion favorecida por el viento (Vogl et al., 2002),
pero dado las condiciones de pequefio tamafio en las poblaciones y bajo niumero
de individuos maduros de una especie en un sistema de bosque, la autofertilizacion
puede presentar una tasa mayor, ya que los pinos no cuentan con barreas
precigoticas asi la autofertilizacion en los pinos es una consecuencia natural de su
reproduccion y su tasa puede ser en realidad mas alta que la reportada (Mitton,
1992; Moreno-Letelier, 2002).

Este patrén se ha observado en otras coniferas, como las poblaciones
mexicanas de Pseudotsuga menziesii que presenta distribucion fragmentada y
restringida, Cruz Nicolas y colaboradores (2008) en un analisis de las frecuencias
alélicas del polen y dvulos, reportan que no hay diferencias significativas en sus
frecuencias alélicas, e indican que el polen proviene de la misma comunidad de
arboles madre y que la autofertilizacion es la principal forma de endogamia en las
poblaciones de P. menziesii.

En otras coniferas como Picea chihuahuana, Picea mexicana y Pinus
rzedowskii, también se ha reportado el caso de autofertilizacion en su sistema de
apareamiento y ademas una proporcion elevada de semillas vanas (Ledig et al.,
1997; Ledig et al., 2002; Castilleja et al., 2016). En las poblaciones de P. greggii,
Parraguirre y colaboradores (2002) también reportan un elevado porcentaje de
semillas vanas y problemas de germinacion de las semillas en ambas variedades
de la especie, e incluso reportan la presencia de algunas plantas albinas y lo

relacionan a la alta carga genética debida a la endogamia.

En los pinos, la carga genética debida a la endogamia es tan alta que es poco
probable que los individuos producto de autofertilizacion sobrevivan, pues la
depresion por endogamia contrarresta la ventaja de la autofertilizacion (Vogl et al.,

2002). La depresién por endogamia en los pinos puede visualizarse en diferentes
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estadios y generalmente se presenta en etapas tempranas; durante el desarrollo de
la semilla dando como resultado semillas vacias, una alta tasa mortalidad de
plantulas, disminucion de la tasa de crecimiento de los individuos y disminucién en
la tasa de fecundacion (Remington y O"Malley, 2002).

Sin embargo el proceso de purgamiento genético sobre los alelos deletéreos
hace posible que individuos producto de la autofertilizacién sobrevivan y lleguen a
la etapa reproductiva con altos niveles de endogamia (Remington y O"Malley, 2002;
Hedrick, 2011). En especies con sistema de apareamiento intermedio con alto nivel
de autofertilizacion, los alelos deletéreos en estado homaocigo son expuestos a la
seleccién natural (Vog et al., 2002) y esta exposicién puede conducir a la purga de
alelos deletéreos recesivos solo si el coeficiente de seleccion es alto y si la tasa de
mutacion no es lo suficientemente alta como para restaurar la carga genética
(Remington y O"Malley, 2002). Un ejemplo de purgamiento genético es el caso de
las poblaciones de Pinus radiata, que presenta sistema de apareamiento intermedio
con una alta tasa de autofertilizacion (Vogl et al., 2002). La historia demografica de
esta especie indica que sus poblaciones han sufrido fragmentaciones y cuellos de
botella histéricos, por lo que en principio el primer paso debi6 ser el purgamiento de
la depresiéon por endogamia, una vez que el nivel de depresién por endogamia ha
disminuido, una endogamia mas reciente es posible y en consecuencia el sistema
de apareamiento exclusivamente cruzado cambié a un sistema de apareamiento
intermedio con un alto nivel de autofertilizacién (Vogl et al., 2002).

El purgamiento de los alelos deletéreos que explique la alta tasa de
endogamia de P. greggii es todavia una hipétesis, que deberd ser evaluada en
estudios futuros, ya que el material bioldgico colectado para este trabajo pertenece
Unicamente a individuos adultos y se encontré un coeficiente de endogamia muy
alto (Fis = 0.6625).
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4.4 Distribucion potencial de Pinus greggii en la
actualidad y a futuro (afo 2050 y 2070)

Los modelos de distribucién potencial presente y a futuro de P. greggii
reflejan que la distribucion de la especie responde en gran medida a las condiciones
ambientales. En el modelo de distribucion potencial de la actualidad (figura 10) se
observa que la variedad greggii y variedad australis no presentan traslapes en sus
distribuciones potenciales, lo cual coincide con lo reportado por Donahue y Lopez-
Upton (1999) sobre el area de distribucion de la especie, que la registran en dos
regiones geograficas aisladas.

El modelo de distribucién potencial para la actualidad (figura 10) representa
el nicho fundamental de la especie, es decir representa el conjunto de condiciones
gue le permiten sobrevivir y sefiala también la probabilidad de encontrar individuos
de P. greggii en lugares donde no se ha reportado su presencia, como al sureste
del estado de Veracruz, ya que de acuerdo al modelo existen las condiciones
ambientales adecuadas para su desarrollo. Sin embargo, la distribucion actual de
P. greggii puede ser menor y ocupar solo una parte del area de la proyeccion de
distribucion potencial, esto puede deberse a factores asociados a diferentes
actividades humanas como el cambio de uso de suelo, incendios forestales, asi
como las interacciones bioticas, como la competencia interespecifica con otros
pinos (Leal-Nares et al., 2012) y que en la realizacion de este modelo no se
incluyeron.

Una aplicacion de los sistemas de informacioén geogréfica (SIG), es que es
posible predecir la distribucibn geografica de las especies bajo diferentes
condiciones ambientales (Manel y Holderegger, 2013) y hace de los modelos de
distribucion potencial una herramienta importante para la toma de decisiones sobre
la gestion y conservacion de las especies (Heller y Zavaleta, 2009; Leal-Nares et
al., 2012; Morales y Narkis, 2012).

En las proyecciones de cambio climatico se espera a futuro que las
temperaturas medias anuales sean mayores, lo que modificara las pautas pluviales

y la presencia cada vez mas frecuente de fendbmenos climaticos extremos (FAO,
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2006), lo cual puede afectar de manera negativa la distribucién de los sistemas de
bosque de coniferas, generando reduccibn del area de distribucion,
desplazamientos altitudinales y modificacion en la dindmica ecologica (Heller y
Zavaleta, 2009).

Debido a los efectos esperados en los bosques de coniferas por el proceso
de cambio climatico, se plantedé como hipotesis que a futuro la distribucion de P.
greggii pudiese verse reducida en tamafo, ya que las coniferas son arboles que
viven por periodos de mucho tiempo en un mismo lugar y su capacidad de
desplazamiento es limitada en contraste con especies de animales que son
altamente moviles y plantas herbaceas que pueden dispersarse anualmente y
ocupar nuevos ambientes (Petit y Hampe 2006).

Sin embargo bajo la prediccién de los modelos de distribucién potencial de
P. greggii bajo escenario de cambio climético para el afio 2050 y 2070 se observa
que la distribucion de la especie no se ve reducida en tamafio (figura 11y 12) y
ademas se observa traslape entre la distribucidon de la variedad greggii y australis
por el desplazamiento de la poblacion de la variedad australis hacia el norte de la
Sierra Madre Oriental. Es posible que a futuro bajo escenario de cambio climatico
las poblaciones de P. greggii puedan sobrevivir y ocupar diferentes ambientes, ya
gue se ha reportado que la especie tiene gran capacidad de supervivencia en
condiciones de baja precipitacion y tolerancia a un amplio rango de climas (Vargas
y Mufioz, 1998; Lépez y Muiioz, 1991; Dvorak et al., 1996).

Esta informacién sobre el desplazamiento hacia el norte de la variedad
australis debe tomarse en cuenta en caso de que se desarrolle un programa de
conservacion in situ para la especie, ya que en la actualidad no hay traslape entre
la distribucién de las variedades de P. greggii (Donahue y L6pez-Upton, 1999;
Parraguirre et al., 2002; Ramirez-Herrera et al., 2005) y a futuro las poblaciones de
estas variedades podrian estar nuevamente en contacto como ocurrié en el pasado.
Sin embargo es necesario que en la actualidad se tomen acciones de conservacion
en P. greggii para asegurar su permanencia en el futuro puesto que actualmente las
poblaciones de la especie presentan severa fragmentacion, poniendo en riesgo su

permanencia.
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4.5 Conservacion de Pinus greggii

Una estrategia adecuada de conservacion para los recursos genéticos
forestales requiere mantener las condiciones en que la estructura genética de una
especie pueda continuar evolucionando en respuesta a los cambios ambientales en
su area de distribucion natural (Ledig, 1998).

Medidas de conservacion in situ en P. greggii deben considerar como se
distribuye la diversidad genética de la especie, en este trabajo y en estudios
anteriores (Parraguire et al., 2002) se ha encontrado que existe alta diversidad
genética, que le confiere la capacidad para seguir evolucionando y se ha encontrado
ademas que existe un elevado porcentaje de alelos raros y privados (Parraguire et
al., 2002). Sin embargo, debido a la distribucion geografica que tiene P. greggii en
dos regiones aisladas en las Sierra Madre Oriental, es dificil la conservacion
mediante la proteccion de toda su area de distribucion, por lo que una manera de
proteger a las poblaciones de manera in situ podria ser mediante el establecimiento
de areas prioritarias con base a diferentes criterios, como el grado de diversidad
ecologica y genética de especies arboreas, arbustivas y herbaceas que se
encuentran asociadas a P. greggii (Ramirez-Herrera et al., 2005). Para proyectos a
futuro sobre el establecimiento de areas prioritarias de conservacion, en esta tesis
se propone deben ser considerados los modelos que predicen el impacto que
ejercera el cambio climatico en la distribucion de las poblaciones de P. greggii,
puesto que en los resultados de nuestros modelos modelos bajo dos escenarios de
cambio climatico, se espera el desplazamiento hacia latitudes mayores de P.
greggii.

Por otra parte acciones inmediatas para la conservacion pueden ser las de
tipo ex situ para mantener la diversidad genética en huertos semilleros o bancos de
semillas (Amaral et al., 2007). La Cooperativa CAMCORE (Dvorak et al., 1996;
Dvorak et al., 2000), el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales y
Agropecuarias (INIFAP), el Centro de Genética Forestal A.C. y el Instituto de
Genética Forestal de la Universidad Veracruzana (Alba et al., 1998; Azamar et al.,
2000) han recogido semillas de la mayoria de las poblaciones naturales de P. greggii
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con el propdsito de iniciar un programa de conservacion ex situ (Ramirez-Herrera
et al., 2005). En la actualidad el Dr. Javier Lépez-Upton, profesor investigador titular
en el posgrado de Ciencias Forestales del Colegio de Posgraduados (COLPOS)
encabeza el proyecto; “Establecimiento de huertos semilleros con material
genéticamente superior de Pinus patula y Pinus greggii”, con el objetivo de generar
huertos semilleros de alta calidad, para producir nuevas plantas de P. patula 'y P.
greggii que sirvan en programas de reforestacion (Lopez-Upton, 2016). Sin
embargo, a pesar de los esfuerzos de colecta de semilla para P. greggii en México
no existe un programa integrado de conservacion a nivel nacional y los proyectos
existentes tratan mas bien de intentos particulares de produccion de germoplasma
para abastecer programas locales de plantaciones y no con el propdsito estricto de

conservacion ex situ (Ramirez-Herrera et al., 2005).
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5 Conclusiones

Los resultados de este estudio muestran que P. greggii posee alta diversidad
genética a pesar tener un alto indice de endogamia y distribucién restringida
y fragmentada, esta alta diversidad genética es ademas similar a lo
reportado en pinos de zonas templadas, pero no de pinos que tienen
distribucion subtropical y restringida, o que en principio esta condicién le
confiere la habilidad para evolucionar en respuesta a cambios ambientales.
El bajo grado de diferenciacion genética encontrado en los loci empleados,
con estos marcadores, impactan en la estructura genética poblacional de P.
greggii, por lo que esta fue estimada como poca diferenciacion genética
aunque esta puede ser mayor. El andlisis de ACPs y STRUCTURE
confirman la presencia de dos grupos genéticos, los cuales corresponden a
las variedades taxondmicas; Pinus greggii var. greggii y Pinus greggii var.
australis.

La alta endogamia encontrada en P. greggii se debe al alto grado de
autofertilizacién y al posible purgamiento genético. En consecuencia, es
posible que el sistema de apareamiento ha cambiado de ser un sistema
cruzado a ser un sistema de apareamiento intermedio con alto grado de
autofertilizacion.

Los modelos de distribucién potencial a futuro bajo el escenario de cambio
climatico para el afio 2050 y 2070 muestran que en las poblaciones de Pinus
greggii var. australis hay desplazamiento de su distribucion hacia el norte de
la Sierra Madre Oriental y queda en contacto con las poblaciones de Pinus
greggii var. greggii. Ademas los modelos muestran que no hay reduccion

significativa del area de distribucién de la especie.
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6 Glosario

Alogamia: Tipo de reproduccion sexual en plantas que consiste en la polinizacion

cruzada y fecundacion entre individuos genéticamente diferentes.

Organismo monoico: Las funciones reproductivas (femenina y masculina) se

encuentran separadas en diferentes estructuras en la misma planta.

Organismo dioico: Las funciones reproductivas se encuentran completamente

separadas en diferentes plantas.

Plastoma: Genoma de cualquier miembro de una familia de organelos presentes
anicamente en el citoplasma de las células vegetales, que desempefian una funcion
de reserva, de fotosintesis o de biosintesis de moléculas esenciales para el

funcionamiento celular.

Proceso estocastico: Proceso que involucra una variable aleatoria y tiene un
namero de valores definidos llamados espacios de muestreo, donde cada resultado
tiene una probabilidad asociada. Los procesos estocasticos o “procesos al azar’

pueden ser procesos genéticos, ambientales y catastroéficos.

Serotinia: Retencion de las semillas en conos cerrados después de su maduracion

dentro del dosel de la planta por mas de un afio.

Sonificador: Procesador basado en ultrasonido para procesar muestras de
laboratorio pequefias. La sonificacion es la aplicacion de corriente eléctrica para
transmitir energia a un sistema mecanico convirtiéndose en vibraciones de alta

intensidad (ondas de ultrasonido), y se emplea para fragmentar moléculas de ADN.
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{ Anexos

1. Informacion geografica de Pinus greggii Engelm.

Ubicacion geogréfica de los individuos colectados de P. greggii var. greggii y P. greggii
var. australis, en los diferentes estados que forman parte de la Sierra Madre Oriental y

tipo de tejido que se empled para extraccion de material genético.

ESPECIE ESTADO MUNICIPIO LATITUD LONGITUD TEJIDO HAPLOIDE TEJIDO DIPLOIDE
Pinus greggii var. greggii Coahuila Coahuila 25.454278 -100.574702 *
Pinus greggii var. greggii Coahuila Coahuila 25.453934 -100.57372 *
Pinus greggii var. greggii Coahuila Coahuila 25.453796 -100.572892 *
Pinus greggii var. greggii Coahuila Coahuila 25.453616 -100.570352 *
Pinus greggii var. greggii Coahuila Coahuila 25.453478 -100.56947 *
Pinus greggii var. greggii Coahuila Coahuila 25.453162 -100.568727 *
Pinus greggii var. greggii Coahuila Coahuila 25.455577 -100.580176 *
Pinus greggii var. greggii Coahuila Arteaga 25.366913 -100.899675 *
Pinus greggii var. greggii Coahuila Arteaga 25.376959 -100.506549 *
Pinus greggii var. greggii Coahuila Arteaga 25.378061 -100.511189 *
Pinus greggii var. greggii Coahuila Arteaga 25.380245 -100.519655 *
Pinus greggii var. greggii Coahuila Arteaga 25.372959 -100.493609 *
Pinus greggii var. greggii Coahuila Arteaga 25.375713 -100.502055 *
Pinus greggii var. greggii Coahuila Arteaga 25.367928 -100.484344 *
Pinus greggii var. greggii Nuevo Leén  Galeana 24.889417 -100.217986 *
Pinus greggii var. greggii Nuevo Leén  Galeana 24.889515 -100.21832 *
Pinus greggii var. greggii Nuevo Leén  Galeana 24.889531 -100.21869 *
Pinus greggii var. greggii Nuevo Leén  Galeana 24.897661 -100.213714 *
Pinus greggii var. greggii Nuevo Leén  Galeana 24.887456 -100.186816 *
Pinus greggii var. australis Queretaro Pinal de Amoles 21.133193 -99.687627 *
Pinus greggii var. australis Queretaro Pinal de Amoles 21.133269 -99.687686 *
Pinus greggii var. australis Queretaro Pinal de Amoles 21.161995 -99.57701 *
Pinus greggii var. australis Queretaro Pinal de Amoles 21.162025 -99.577329 *
Pinus greggii var. australis Queretaro Pinal de Amoles 21.179707 -99.576649 *
Pinus greggii var. australis Queretaro Pinal de Amoles 21.182584 -99.571503 *
Pinus greggii var. australis Hidalgo Jacala de Ledezma 21.086163 -99.173617 *
Pinus greggii var. australis Hidalgo Jacala de Ledezma 21.083498 -99.171266 *
Pinus greggii var. australis Hidalgo Jacala de Ledezma 21.081471 -99.170101 *
Pinus greggii var. australis Hidalgo Jacala de Ledezma 21.079741 -99.171523 *
Pinus greggii var. australis Hidalgo Jacala de Ledezma 21.057497 -99.176321 *
Pinus greggii var. australis Hidalgo Jacala de Ledezma 21.052107 -99.172356 *
Pinus greggii var. australis Hidalgo Xochicoatlan 20.794609 -98.69603 *
Pinus greggii var. australis Hidalgo Xochicoatlan 20.798859 -98.698582 *
Pinus greggii var. australis Hidalgo Xochicoatlan 20.798253 -98.698134 *
Pinus greggii var. australis Hidalgo Xochicoatlan 20.797928 -98.697918 *
Pinus greggii var. australis Hidalgo Xochicoatlan 20.797077 -98.697034 *
Pinus greggii var. australis Hidalgo San Bartolo Tutotepec 20.397626 -98.247496 *
Pinus greggii var. australis Hidalgo San Bartolo Tutotepec 20.399483 -98.249153 *
Pinus greggii var. australis Hidalgo San Bartolo Tutotepec 20.396438 -98.255999 *
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2. Extraccion de ADN / Wizard Kit

Protocolo para extraccion de DNA a partir del tejido haploide del megagametdfito

encontrado en la semilla.

e Prender bafios 65°C y 37°C

e Isopropanol y etanol 70% a temperatura ambiente

1) Moler 5-10 mg de tejido
2) Agregar 600 ul de Nuclei Lysis Solution, vortexear 3 segundos
3) Incubar 15 minutos a 65°C

e Etiquetar nuevos tubos 1.5 ml.

4) Agregar 3 yl de RNAse Solution, invertir tubo 5 veces

5) Incubar 15 minutos a 37°C

6) Dejar enfriar a temperatura ambiente 5 minutos

7) Agregar 200 pl de Protein Precipitation Solution, vortexear maxima velocidad 20 s.
8) Centrifugar 5 minutos a 13000 rpm.

9) Transferir sobrenadante 550 pl a nuevo tubo 1.5 ml

10)Centrifugar 5 minutos a 13000 rpm
e Etiquetar nuevos tubos 1.5 ml. Ponerles 600 ul isopropanol

11) Transferir el sobrenadante 400 pl a nuevo tubo 1.5 ml con isopropanol

12) Invertir suavemente los tubos. Dejar reposar 1 h a -20°C

13) Centrifugar 2 minutos a 13000 rpm

14) Decantar el sobrenadante, agregar 600ul de etanol 70%, invertir suavemente
varias veces

15) Centrifugar 1 minuto a 13000 rpm

16) Retirar etanol por decantacion. Dejar secar boca abajo o en vacufuga

17) Agregar 50 pl de DNA Rehydration Solution, incubar a 65°C durante una hora o

toda la noche a temperatura ambiente. Almacenar 2-8°C.
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3. Extraccion de ADN en plantas Método “Mini-Prep”

Protocolo modificado por Alejandra Vazquez-Lobo, 1996. Filogenia de hogos enddfitos

del género Pinus: Implementacion de técnicas moleculares y Resultados preliminares.

Tesis de Licenciatura. Facultad de Ciencias, UNAM.

1)

2)
3)
4)

5)
6)

7
8)

9)

Moler finamente las hojas en un mortero con 600 pl de buffer de extracciéon
CTAB2x (Tris-HCI 100mM pH8, NaCl 1.4M, EDTA 20Mm, CTAB 2% y b-ME 0.3)
con el objeto de romper las paredes celulares y extraer el ADN. La cantidad
puede variar de 0.1g a 1g dependiendo del tipo de planta.

La mezcla de CTAB2x y tejido se recupera en un tubo eppendorf de 1.5 ml.

Se centrifugar a 10,000 rpm durante 8 min a 4°C.

Se elimina el sobrenadante y el pellet se resuspende en 600 pl de buffer
CTAB2x.

Incubar a 65°C durante 15 minutos. Conservar en hielo de 10 a 15 minutos.
Posteriormente se agregan 600 ul de cloroformo: octanol 24:1 y se agita hasta
homogeneizar.

Se centrifuga a 1300 rpm durante 15 min.

Recuperar el sobrenadante en un tubo limpio y repetir el paso 7 hasta que el
sobrenadante quede transparente.

El sobrenadante se recupera (aproximadamente 600 pl) y traslada a un tubo

nuevo con una pipeta de 200 pl.

10) Anadir 2/3 volumen (aproximadamente 600 pl) de isopropanol frio y dejar

reposar de 30 min a 12 horas a -20°C.

11) Se centrifuga a 13000 rpm durante 8 min a 4°C y se elimina el sobrenadante.

12) Agregar al ADN (pellet) 1 ml de etanol 70% frio y centrifugar a 13000 rpm

durante 8 min a 4°C.

13) Eliminar el sobrenadante sin perder de vista el pellet.

14) Por ultimo, se deja evaporar el etanol (30 min aproximadamente) y el pellet se

resuspende con 40 pl de TE o en ddH20.
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4. Loci putativos analizados en Pinus greggii Engelm.

Relacion de funcioén de los 20 loci putativos analizados.

Locus ID

Funcion

2202

2 9822
010047
0 13246
010453
0_10282
010104
0_9068
0_10001
0_18049
2 5632
0_16967
29708
0_17145
0_12465
0_11655
0_13031
0_15715
0_1760
03243

Respuesta a estrés salino

Respuesta de defensa por deposicion callosa en la pared celular
Proceso metabdlico del ADN

Pared celular

Formacién de patrones de tejido vascular foliar

Pared celular

M embrana peroxisomal

Ensamble de la pared del polen

Desarrollo de laraiz

Actividad de transporte transmembrana de carbohidratos
Resistencia adquirida sistémica, via de sefializacié n mediada por &cido salicilico
Morfogénesis de lahoja

Pared celular

Ensamble de la pared del polen

Respuesta a estrés salino

Respuesta a estrés

Respuesta a estrés

Respuesta a estrés salino

M embrana peroxisomal

Actividad de transporte transmembrana de cationes
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