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Resumen

El género Quercus esta ampliamente distribuido en el Holartico y en el Neotropico. En
México existen al menos 161 especies con afinidades ecoldgicas diferentes. Estudios
filogeograficos en diferentes especies de encinos han explorado los patrones de la
distribucion de la diversidad genética, encontrando patrones consecuentes con los
cambios climéaticos desde el Cuaternario en especies de la regidn paleértica; sin
embargo, las especies distribuidas tanto en la zona de transiciébn mexicana como en la
region neotropical muestran patrones complejos y contrastantes con respecto a aquellas
distribuidas a mayores latitudes. Con el fin de esclarecer los patrones de la distribucion
de la diversidad genética en especies de encinos de la parte central de México, se
realiz6 un estudio filogeografico y de genética de poblaciones para Quercus glaucoides,
una especie de afinidad a climas célidos y secos que habita la zona de transicién hacia
el bosque tropical caducifolio. Se amplificaron ocho loci de microsatélites nucleares y se
obtuvieron secuencias de la region trnC-trnD del ADN de cloroplasto (ADNcp) de las
poblaciones colectadas a lo largo de la distribucion de la especie. Ademas, con el fin de
establecer los efectos de las variaciones climaticas del Cuaternario en la distribucion de
la diversidad genética de Q. glaucoides, se realizé un modelo de nicho ecoldgico y se
proyectaron las condiciones climaticas favorables para la especie en escenarios del
pasado. Los resultados del analisis del ADNcp muestran una baja diversidad y una alta
estructura genética (11 = 0.00108, hs = 0.061; Fsr = 0.906) lo que, aunado a los analisis
de demografia histérica, sugiere un cuello de botella reciente. En contraste con los
resultados del ADNcp, se encontr0 una estructura genética muy baja en los
microsatélites nucleares (Fst = 0.029), posiblemente debido a la efectividad del flujo
génico via polen, en comparacion con el flujo génico mediado por semillas. Una
correlacion negativa entre los indices de diversidad genética en los nSSR y la latitud
muestra congruencia con un posible cuello de botella seguido de una colonizacion
reciente de la parte norte de la distribucion de la especie. La paleodistribucion de Q.

glaucoides muestra una contraccioén de su distribucién en el pasado seguida de una



expansion poblacional, lo que posiblemente explica la alta segregacion de la diversidad

genética en el ADNcp.



Abstract

The genus Quercus is widely distributed in the Holarctic and the Neotropical regions,
with almost 161 oak species with different ecological affinities occurring in Mexico.
Phylogeographical studies have explored the distribution patterns of genetic diversity in
different oak species, which are associated to the climatic changes in the Quaternary in
species distributed in the Palearctic region; however, species distributed in the Mexican
transition zone, and species distributed in the Neotropical region show complex and
contrasting patterns in comparison with oak species distributed in higher latitudes. With
the aim to clarify distribution patterns of genetic diversity in oak species in central Mexico,
a phylogeographic and population genetics analyses was carried in Q. glaucoides, an
oak species with affinity to warm and dry climatic conditions characteristic of the
transition zone to the tropical dry forest. Eight nuclear microsatellite loci were amplified
and sequences of the trnC-trnD region of the chloroplast DNA (cpDNA) were obtained
from collected populations across the whole distribution of the species. Also, with the
aim to establish the effects of the climatic variations in the Quaternary on the distribution
of the genetic diversity of Q. glaucoides, an ecological niche model was constructed and
projected into past scenarios. Results from cpDNA showed a low genetic diversity, and
high genetic structure (11 = 0.00108, hs = 0.061; Fsr = 0.906) which, in concordance with
of demographic history analysis suggest a recent bottle neck. In contrast, a very low
genetic structure was found in the nuclear microsatellites (Fst = 0.029), possibly
explained by high gene flow mediated via pollen, in comparison with gene flow mediated
via seed. A negative correlation among the genetic diversity index in the nSSR and
geographic latitude suggest a likely bottle neck and recent recolonization of the northern
portion of the distribution. The paleodistribution of Q. glaucoides indicated important
changes with respect to the present, a possible factor that promoted the high segregation

of the genetic diversity in the cpDNA



1. Introduccioén

1.1. Filogeografia

El campo de la filogeografia estudia los principios y procesos que determinan la
distribucién geografica de los linajes de genes, dentro y entre especies cercanamente
relacionadas (Avise 2000). Los estudios filogeograficos se centran en multiples
poblaciones distribuidas a través de un paisaje dado, en donde posibles barreras a la
dispersion, ya sean fisicas o ecoldgicas, ocurren u ocurrieron en el pasado, forjando asi
su distribucién y estructura genética actual (Avise 2009). Uno de los principales objetivos
de la filogeografia es determinar la estructura genética de las poblaciones, la cual se
refiere a la manera en que los diferentes linajes genéticos se distribuyen en espacio y
tiempo. Dicha estructura es moldeada por la forma de vida de los organismos (i. e.
longevidad, abundancia, capacidad de dispersion), eventos histéricos, como los
cambios climéticos o geoldgicos y por el mecanismo por el cual los genes migran (i. e.

movimiento por polen y semillas) (Schaal et al. 1998).

Originalmente, los estudios filogeograficos se centraron en la variacién en el ADN
mitocondrial, debido a que es relativamente facil de analizar pues no presenta elementos
transponibles, intrones o pseudogenes; tiene una Unica forma de transmision
(generalmente materna, excepto en Gimnospermas), sin recombinacién u otro re arreglo
genético, y presenta gran variacion a nivel intraespecifico (Avise et al. 1987). Dado que
el objetivo de la filogeografia es identificar el efecto de las barreras geograficas y de los
cambios del clima en el pasado, y debido a que los genomas citoplasmaticos tienen un
tamafo efectivo poblacional cuatro veces menor que los marcadores diploides
nucleares, estos genomas son mas susceptibles a los eventos estocasticos y a
desarrollar una mayor estructura poblacional a lo largo del tiempo, en comparacion con

los marcadores nucleares (Jaramillo-Correa et al. 2009).



En el caso de las plantas, particularmente las angiospermas, para los estudios
filogeograficos frecuentemente se analiza la variacion en el ADN de cloroplasto
(ADNCcp), debido a que la herencia del material genético de este organelo es por via
materna en la mayoria de los casos y por lo tanto exclusivamente dispersado por las
semillas (Avise 2009). Por estas razones, es posible reconstruir la genealogia de los
diferentes haplotipos en un taxén determinado y, debido al bajo potencial de dispersién
de las semillas, es posible encontrar una mayor estructura genética en el ADNcp que en
los genes nucleares (Petit & Vendramin 2007). Ademas, el ADNcp presenta un tamafio
mayor (135-160 kb) que el ADN mitocondrial (Downie & Palmer 1992), lo que permite

explorar una gran cantidad de nucleétidos.

1.2. Genética de poblaciones

El objetivo principal de la genética de poblaciones es determinar las frecuencias alélicas
en poblaciones naturales de las especies, asi como también establecer qué fuerzas
evolutivas determinan y cambian dichas frecuencias. Las fuerzas principales que
determinan la composicién genética de las poblaciones son la mutacién, el flujo génico,
la deriva génica y la seleccion natural. La mutaciéon hace referencia a todos los cambios
en el material genético; ya sean en un solo nucleétido, varios nucleétidos, una parte de
un gen, de un cromosoma 0 en un conjunto de cromosomas. La deriva génica es el
cambio aleatorio en las frecuencias alélicas que resulta del muestreo de gametos de
generaciéon en generacion en una poblacién finita. La seleccion natural es el resultado
de cualquier diferencia en adecuacion entre diferentes clases genotipicas de una
entidad biologica. Finalmente, el flujo génico, es el movimiento de genes entre
poblaciones producto de la migracion de individuos o gametos (Hedrick 2005). La
genética de poblaciones también describe la estructura genética de las poblaciones, es
decir, las diferencias en la variacién genética entre las partes que conforman una

metapoblacion (Hartl 2000).



Los estudios filogeograficos y de genética de poblaciones pueden ser
complementarios, debido a que por lo general se analiza el ADN de organelos
citoplasméticos en estudios filogeogréaficos, mientras que los marcadores moleculares
usualmente utilizados en genética de poblaciones son los microsatélites nucleares
(Wang 2010). Al analizar los microsatélites, que generalmente tienen una tasa de
mutacion alta, de aproximadamente 1 x 10* mutaciones por locus por generacion
(Azaiez et al. 2006), es posible reconstruir eventos poblacionales mas recientes,
mientras que al analizar el ADNcp, el cual tiene una menor tasa de sustitucion, de
aproximadamente 1 x 10° mutaciones por sitio por afio (Wolfe et al. 1987), es posible
explorar eventos mas histéricos. Es por eso por lo que al utilizar marcadores
moleculares con distintas tasas de sustitucion es posible observar sefiales de procesos

poblacionales en diferentes escalas temporales en la historia evolutiva (Wang 2010).

1.3. El género Quercus

Numerosos estudios tanto de genética de poblaciones, como filogeograficos, se han
llevado a cabo en diferentes especies del género Quercus (Fagaceae), el cual es uno
de los géneros arbGreos mas importantes en el hemisferio Norte. Las especies de este
género son miembros dominantes en una amplia variedad de habitats, como bosque
tropical caducifolio, bosque perennifolio templado y subtropical, bosque subtropical,
bosque de pino-encino, entre otros (Aldrich & Cavender-Bares 2011). Ademas de su
amplia distribucién y diversidad de habitats, el género Quercus también se ha utilizado
como fuente de diferentes recursos, como lefia, carbon, corcho, taninos, colorantes, etc.;
ademas de representar un hbitat para la vida silvestre y estar involucrado en
interacciones con hongos (p. e. Amanita spp. y Laccaria spp.) y plantas epifitas (p. e.

Bromelia spp., Orchidaceae) (Nixon 1993).

Las especies del género Quercus pueden ser perennifolias o caducifolias, la forma

de crecimiento suele ser arbdrea o arbustiva, las flores son unisexuales y polinizadas



por el viento. La dispersion de las semillas se da principalmente por zoocoria o por
barocoria (Aldrich & Cavender-Bares 2011). Las especies del género Quercus
presentan altas tasas de flujo génico debido a las débiles barreras reproductivas que
presentan, no solo entre poblaciones de la misma especie, sino entre especies
diferentes, es por lo que la estructura genética intrapoblacional es influenciada por el

flujo génico interespecifico (Schaal et al. 1998).

El género Quercus es el mas diverso de la familia Fagaceae, esta conformado por
aproximadamente de 400 a 500 especies, distribuidas principalmente en el hemisferio
Norte, lo cual representa al menos la mitad de las especies de la familia (Manos y
Stanford 2001). El género Quercus esté dividido en dos subgéneros; el subgénero Cerris
que se distribuye Gnicamente en la region Paleartica y esta compuesto por las secciones
Cyclobalanopsis, llex y Cerris; y el subgénero Quercus de origen Neértico; este Ultimo
se distribuye ampliamente en el hemisferio norte y el Neotrépico, donde se reconocen
cinco secciones diferentes; la seccidon Quercus (encinos blancos), la cual se distribuye
tanto en la region Holartica como en el Neotrépico en donde se reconocen cerca de 146
especies, la seccion Ponticae (Q. pontica y Q. sadleriana), la seccién Lobate (encinos
rojos), la seccién Protobalanus (encinos intermedios) y la seccién Virentes; estas tres

tltimas secciones son endémicas del continente americano (Denk et al. 2017).

De acuerdo con la evidencia fésil, se sugiere a la regién Paleartica como el centro de
origen del género, durante el Paleoceno (55 Ma), donde el fésil encontrado posiblemente
corresponda a Q. subfalcata (55 Ma) (Barrén et al. 2017). Para la seccién Quercus,
existe evidencia fésil de su origen neartico, hace aproximadamente 45 Ma. durante el
Eoceno medio, (Mclver & Basinger 1999), mismo que concuerda con las inferencias
filogenéticas del origen de esta seccién (Hipp et al. 2018). De igual manera, de acuerdo
con la evidencia foésil se estima que la seccion Quercus se distribuyé en todo el

hemisferio Norte durante el Nedgeno (Borgardt & Pigg 1999).



Las relaciones filogenéticas entre los grupos que conforman el género Quercus han
sido esclarecidas analizando sitios de restriccion del cpDNA y secuencias del
Espaciador Transcrito Interno (ITS) lo que pudo confirmar las relaciones monofiléticas
entre las secciones Protobalanus, Quercus sensu stricto y Lobate. La seccion
Protobalanus es considerada como el vinculo evolutivo entre la seccion Quercus s.S. y
la seccién Lobate. Ademas, se sugiere, de acuerdo con las evidencias paleoboténicas
y filogenéticas, que la seccidon Quercus s.s. evoluciond en el Continente Americano y
posteriormente migré hacia la region Paleartica durante el Mioceno Medio (Samuel et

al. 1998; Manos et al. 1999).

Sin embargo, debido principalmente a las altas tasas de flujo génico interespecificas,
las relaciones filogenéticas a nivel mas fino (especies dentro de los grupos principales)
no habian podido resolverse. Recientemente, gracias a la técnica RADseq (Restriction-
site Associated DNA sequencing) fue posible obtener las relaciones filogenéticas a nivel
de especies para los encinos americanos (Figura 1). Hipp et al. (2018) corroboraron que
la secciones Quercus, tuvo como centro de origen las regiones templadas del norte, y
subsecuentemente migraron hacia Mesoamérica durante el Mioceno (14.5-20.8 Ma),
donde tuvieron lugar altas tasas de diversificacion (Hipp et al. 2018). Por otro lado, este
estudio revela que la evolucion de las secciones Lobate, Protobalanus, Ponticae,

Virentes y Quercus tuvo lugar durante el Eoceno, hace aproximadamente 33 Ma.
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1.4. Quercus glaucoides

Se ha descrito a la especie Quercus glaucoides M. Martens & Galeotti, con las siguientes
caracteristicas principales: arbol de 4-10 m de alto con el tronco de 25 a 40 cm de
diametro, corteza gris y escamosa, hojas coriaceas de color verde-azuloso con el envés
glabro y glauco-acerado, pierde las hojas durante la estacién seca, presenta frutos
generalmente solitarios de forma ovoide, con la clpula gruesa y escamas fuertemente
tuberculadas; presenta cotiledones marginalmente fusionados (Figura 2A y 2B).
Ocasionalmente se suele encontrar asociado con otros encinos como Q. conspersa, Q.
castanea y Q. obtusata (Romero-Rangel et al. 2002). Quercus glaucoides, de acuerdo
con sus caracteristicas taxonomicas ha sido catalogada dentro de la subseccion
Glaucoideae (Nixon & Muller 1992). Las especies de esta subseccion en la que Q.
glaucoides ha sido catalogada, se caracterizan por ocupar habitats generalmente aridos,
ademas de que las caracteristicas embrionarias que separan a este grupo estan
asociadas al sindrome de germinacién, donde el eje embrionario se deposita mas
profundamente en el suelo, lo cual puede ser una adaptacion a la sequia o a los
incendios (Nixon 2002). Aunque hasta el momento no se ha analizado filogenéticamente
el grupo de 33 especies definido como la subseccion Glaucoideae (e. g. Q. engelmanni,
Q. oblongifolia, Q. subspathulata, Q. depressipes, Q. perpallida y Q. splendens) dos
especies pertenecientes a este grupo fueron analizados junto con otras especies de
encinos blancos (seccién Quercus) por medio del método de secuenciacibn masiva
RADseq, agrupandolas como especies muy cercanas en el mismo grupo (Hipp et al.
2014). Sin embargo, posteriormente se analizaron las relaciones filogenéticas utilizando
un mayor numero de especies de encinos mexicanos, lo que mostrd que la subseccion
Glaucoideae es aparentemente polifilética (Hipp et al. 2018). Sin embargo, para este
andlisis aun no se han tomado en cuenta especies mas relacionadas con Q. glaucoides,
como Q. depressipes y Q. splendens, lo que podria esclarecer los patrones de

diversificacién de los encinos en México.



Quercus glaucoides tiene una distribucion altitudinal media-alta ya que se
encuentra en las montafias de dos de las principales provincias fisiogréficas de México;
la Faja Volcanica Trans-mexicana (FVTM), y la Sierra Madre del Sur (SMS) (Figura 2C).
La distribucion altitudinal se encuentra desde los 1000 hasta los 2200 m, en sitios por lo
general expuestos; calidos y secos, ocasionalmente humedos; sobre suelos calizos,
pedregosos con roca basaltica, arcillosos, generalmente con poco humus (Valencia-A.
2004). Otra caracteristica destacable de Q. glaucoides es que es una especie de las
zonas de transicion hacia el bosque tropical caducifolio, que corresponde a una selva
de menos de 15 m de altura donde los arboles pierden su follaje en la época seca; la
cual se caracteriza por climas semisecos y cdalidos con temperatura media anual
superior a los 20 °C, precipitacion media anual de entre 500 a 1200 mm y temporada
seca larga y marcada (Miranda & Hernandez-X. 1963). En la zona de transicion es
donde Q. glaucoides forma comunidades bajas, desarrollandose en un intervalo de
temperatura media anual entre 12 a 29 °C. La vegetacion asociada suele ser Opuntia
sp.(Cactaceae), Acacia sp. (Fabaceae), Brahea sp. (Aracaceae), entre otras especies

comunes de la vegetacion xerdfila (Rzedowski 2006).

Figura 2. Quercus glaucoides A) Se muestra la forma de las hojas ovadas, el tamafio y forma del fruto B)
Forma de crecimiento del arbol de entre 4 a 10 m de altura C) El area de color verde muestra la distribucion
potencial de la especie.



2. Antecedentes
2.1. Filogeografia del género Quercus

Estudios filogeograficos realizados en diferentes especies de encinos (subgénero
Quercus, seccién Quercus) en Europa han revelado la presencia de refugios en la
peninsula Ibérica, Italica y Balcanica producto del descenso de la temperatura durante
los periodos glaciares del Pleistoceno, provocando una disminucién en el tamafio de las
poblaciones, asi como también en la diversidad genética. Una vez que las condiciones
climéticas fueron adecuadas, es decir, se produjo un aumento en la temperatura y la
precipitacién, en un periodo posterior a las glaciaciones, se crearon rutas de
colonizacion post-glacial a partir de los refugios mencionados (Dumolin-Lapégue et al.
1997; Petit et al. 2002; Lumaret et al. 2005). La dinamica de recolonizacion implicé una
importante interaccién entre las diferentes especies de encino, donde la hibridacion jugé
un papel principal. Por ejemplo, se propone que Quercus petraea pudo dispersarse en
lugares donde Quercus robur ya se encontraba establecido, por medio de flujo de polen.
Es decir, Quercus robur tiene la capacidad de dispersar sus bellotas mas eficientemente
en comparacion con Q. petraea; sin embargo, existe flujo de polen y la capacidad de
hibridar entre estas dos especies, y es por medio del flujo génico mediado por polen que
los genes nucleares de la especie Q. petraea pudieron transmitirse a partir de los

refugios a los que se vio restringida la especie durante el UMG (Petit et al. 2003).

En el Continente Americano, las evidencias filogeograficas y paleocliméticas
sugieren que los cambios climaticos del Pleistoceno-Holoceno repercutieron de manera
heterogénea en las diferentes especies de encinos. Para algunas especies distribuidas
en la region Neartica (p. e. Q. alba y Q. rubra) se tiene evidencia de que el area
geografica donde se encontraban las condiciones climaticas favorables para estas
especies se redujo durante el Ultimo Maximo Glacial (UMG), lo que provocé una pérdida

de diversidad genética y altos niveles de estructura genética en marcadores de



cloroplasto (Magni et al. 2005; Gugger et al. 2013). En contraste, otras especies
distribuidas en esta misma region (e. g. Q. lobata) parecieron tener pequefios cambios
en el area de distribucién potencial a través del tiempo, lo que posiblemente provocé
eventos de migracion local, lo que se refleja en una alta diversidad genética y valores
bajos de estructura genética (Grivet et al. 2006). Por otro lado, en la regién Neotropical,
especificamente en México, los efectos del cambio climatico del pasado han sido
bastante heterogéneos (Metcalfe 2006), debido a la gran diversidad de ambientes y la

compleja estructura orogréafica del pais.

En México, se ha mostrado que, para otros taxa de regiones montafosas, los
cambios climaticos del Cuaternario provocaron que dichos taxa experimentaran ciclos
de migracion latitudinal y altitudinal (Graham 1995). Las evidencias filogeogréaficas en
especies de encinos mexicanos (Q. affinis, Q. laurina, Q. hypoleucoides, Q. scytophylla,
Q. sideroxyla, Q. deserticola, Q. castanea, etc.) confirman que dichos eventos de
migracién altitudinal y longitudinal pudieron ocurrir, y a diferencia de las especies
distribuidas en el Neartico, estas especies Neotropicales posiblemente experimentaron
una expansion en el area de su distribucién potencial durante el UMG, lo que pudo dar
lugar a areas de contacto entre las especies de encino produciendo eventos de
hibridacion e introgresion entre las especies. Este tipo de procesos pueden explicar
cdmo estas especies han mantenido mayores niveles de diversidad genética a pesar de
los cambios climaticos y mantener valores muy bajos de diferenciaciébn genética
(Gonzéalez-Rodriguez et al. 2004; Pefialoza-Ramirez et al. 2010; Ramos-Ortiz et al.
2016; Rodriguez-Gomez et al. 2018). También se ha estudiado en el Continente
Americano cémo las diferencias climaticas han llevado a procesos adaptativos en la
fisiologia de los encinos en cuanto a la tolerancia a bajas temperaturas, llevando a las
especies a un proceso de especiacion (Cavender-Bares et al. 2011; Cavender-Bares et

al. 2015).
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Los cambios climaticos durante el Cuaternario han contribuido a forjar la distribucion
actual de las especies de encino, sin embargo, este factor no es el Unico que las
determina, siendo las barreras geograficas un elemento igualmente importante. Por
ejemplo, en Q. oleoides se ha demostrado que las poblaciones de Costa Rica se han
mantenido aisladas del resto como resultado de la formacion de barreras fisicas al
intercambio de genes producto de la actividad tecténica que provocoé la formacion de la
cadena montafiosa de la Cordillera de Guanacaste, aunado a la actividad volcanica
durante el Pleistoceno en esta zona. Igualmente, esta actividad volcanica pudo alterar
el clima en esta region promoviendo una adaptacion local para las poblaciones
distribuidas en esta region (Cavender-Bares et al. 2011). Otro caso que muestra la forma
en la que las barreras geograficas han sido una causa de aislamiento es el de Q.
brandegeei, especie en la que por medio de un andlisis filogenético y biogeogréfico se
determiné que una de las posibles causas que llevaron a su divergencia fue la formacién
del mar de Cortés, ademas de los cambios de temperatura en esta region y el
desecamiento en el interior de América del Norte, donde se distribuia la especie

ancestral (Cavender-Bares et al. 2015).

Por otro lado, por medio de analsis biogeograficos, en el Continente Americano se
han encontrado puntos de recambio de las especies de encino, que coinciden con
importantes accidentes geogréaficos como el Istmo de Tehuantepec, la depresiéon de
Nicaragua y el Istmo de Panama, los cuales posiblemente son una barrera a la
dispersion para algunas especies de encinos, principalmente para encinos blancos
(Rodriguez-Correa et al. 2015). Esta idea se ha visto apoyada por las evidencias
filogeograficas en Q. insignis (seccién Quercus) que se encuentra distribuida desde el
sur de México hasta el norte de Panama, pero en la que existen discontinuidades al flujo
génico en el Istmo de Tehuantepec y en la depresion de Nicaragua (Rodriguez-Correa

et al. 2017).
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Los estudios mencionados muestran la forma en la que diferentes procesos
climéticos (fluctuaciones climéticas durante el Pleistoceno), geograficos (actividad
volcénica, formacién de cuerpos de agua) y ecoldgicos (aislamiento reproductivo debido
a divergencia en tiempo de floracion inducido por cambios climéticos locales) tuvieron
un efecto directo en establecer los patrones de distribucion actual en las poblaciones de
las diferentes especies de encinos. Igualmente, algunos de los estudios filogeogréaficos
llevados a cabo en las especies mexicanas de encinos se han centrado en explorar la
forma en la que los procesos de hibridacion e introgresion y las migraciones altitudinales
han contribuido a mantener la diversidad genética a lo largo de su distribucion

(Gonzéalez-Rodriguez et al. 2004; Pefaloza-Ramirez et al. 2010).

Sin embargo, ain han sido pocos los trabajos que se han centrado en explorar los
efectos de los eventos recientes de vulcanismo y cambio climatico en el centro de
México sobre la distribucion de las especies de encino, ni tampoco ha surgido un
concenso en términos de los elementos geograficos que han actuado como barreras al
flujo génico en estas especies. En este sentido, el presente proyecto tiene como objetivo
contribuir a dilucidar el efecto de los cambios climaticos y geolégicos en el centro de
México sobre la distribucion de la diversidad genética en las especies de encinos,
utilizando como sistema de estudio a Q. glaucoides, considerando sus particulares

afinidades climaticas y ecoldgicas.

2.2. Heterogeneidad topografica y climatica en el centro de México

Las provincias morfotectonicas en la parte central de México corresponden a la Sierra
Madre Occidental (SMOc), la Faja Volcénica Trans-Mexicana (FVTM), la Sierra Madre
Oriental (SMOr) y la Sierra Madre del Sur (SMS) como sistemas montafiosos; la Planicie
Central de México (PCM), la Planicie del Pacifico (PP) y la Planicie del Golfo (PG) como

principales sistema de planicies (Lugo-Hubp & Coérdova 1992). La descripcion de las
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provincias ubicadas en la region central de México se centra en la SMS y en la FVTM,

mismas donde se distribuye la especie Q. glaucoides.

La provincia morfotectonica de la Sierra Madre del Sur se encuentra a partir del
suroeste de Jalisco, Colima, el sur de Michoacan y el estado de México, Morelos, Puebla
y Guerrero hasta el estado de Oaxaca (Ferrusquia-Villafranca 1993). El intervalo
altitudinal va de los 0 a los 3500 m. Las tierras bajas de esta zona corresponden a las
cuestas hacia el océano y a la cuenca del Balsas, mientras que la zona montafiosa
corresponde a la parte de Oaxaca-Puebla-Guerrero. El clima en la provincia es muy
heterogéneo, seguln la clasificacion de Kdppen en esta provincia se encuentran los
siguientes climas: clima de sabana tropical (Aw) en tierras bajas y en la cuenca del
Balsas; clima de estepa (BShw) en la parte occidental de la cueca del Balsas y en el
valle de Tehuacan-Cuicatlan, clima templado himedo con estacién invernal seca (Cwa)
en gran parte de Oaxaca, y clima templado sin estacion seca (Cfa) en las partes mas
altas de las Cuestas del Pacifico. Dada la compleja topografia, la SMS puede dividirse
en las subprovincias de: Planicie Costera del Pacifico, Cordilleras del Pacifico y
Cuestas, Depresion del Balsas, Tierras altas del norte del Balsas, Tierras altas de
Oaxaca-Puebla, Sierra Mixteca-Zapoteca, Depresibn de Tehuacan-Cuicatlan-
Quiotepec, Valles Centrales, cordillera de Miahuatlan, Cuestas del Pacifico, Cordillera

del Norte y Cuestas del Norte (Ferrusquia-Villafranca 1993).

Por otra parte, la FVTM ha experimentado diferentes episodios de vulcanismo
clasificados en cuatro principales etapas: Mioceno medio, Mioceno tardio, Mioceno-
Plioceno temprano y Plioceno tardio-Pleistoceno. Estos episodios de volcanismo
cambiaron la configuracion geologica en la parte central de México (Ferrari et al. 2012).
Producto de esta actividad volcénica, se ha considerado una subestructura dentro de
esta provincia, lo cual la separa en cuatro sectores, Occidental, Central, Oriental y
Extremo Oriental (Figura 3). Estos episodios volcanicos, especialmente el ultimo,

aunado a las fluctuaciones climaticas del Pleistoceno, han hecho que esta provincia sea
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considerada como un area de diversificacion de especies (Bryson et al. 2011; Ruiz-
Sanchez & Specht 2013), asi como también se ha propuesto como un area en la cual la
diversidad genética se ha mantenido in situ gracias a migraciones altitudinales a zonas
bajas durante los periodos glaciares del Pleistoceno, promoviendo zonas de contacto
entre poblaciones que se habian mantenido aisladas en tierras altas durante los
periodos interglaciares (Mastretta-Yanes et al. 2015). Climatolégicamente, esta
provincia es diversa. De este a oeste, los siguientes climas estan presentes: clima de
sabana tropical (Aw), clima templado hiumedo sin estacién seca (Cfa), clima templado
himedo con estacion invernal seca (Cwa), clima de estepa (BSh), clima templado
hamedo con estacion invernal seca (Cw), clima templado humedo sin estacién seca

(Cfb) y clima de sabana tropical (Aw) (Ferrusquia-Villafranca 1993).

De acuerdo con las evidencias paleobotanicas y filogeogréficas, dos modelos del
efecto de los cambios de clima durante el Ultimo M&ximo Glacial sobre la distribucién
de las especies de plantas montanas se han propuesto para el neotrdpico, en donde el
primer modelo establece que las condiciones eran mas himedas y por lo tanto especies
gue habitaban el bosque meséfilo de montafia tuvieron una migracion hacia tierras bajas
y se dio una conexién entre las poblaciones que se mantenian previamente aisladas en
“islas sobre el cielo”. Mientras que en el otro modelo propuesto, se manifiesta que
pudieron existir condiciones de una menor humedad y se establecieron zonas aridas
llevando a las especies de climas humedos a refugios; donde en un analisis
filogeografico se podria ver esta estructuracion. Sin embargo son muy pocos los trabajos
realizados para esclarecer cudl de estos dos escenarios fue el mas representativo del
UMG (Ramirez-Barahona & Eguiarte 2013). Esta dinAmica dada para las especies de
bosque de niebla durante el UMG pueden ser contrastantes con aquellas que ocurrieron
en zonas aridas, como puede ser el caso de Q. glaucoides. Por otro lado, esta especie
se distribuye en la FVTM donde se han planteado escenarios de condiciones
heterogéneas durante el UMG, segun los cuales en la parte central y oriental se
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establecieron condiciones secas, mientras que en la parte occidental de la FVTM se
proponen condicones de mayor humedad gracias a los vientos del Oeste y la alteracion

del monzon mexicano (Caballero et al. 2010).
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Figura 3. La Faja Volcanica Trans-Mexicana se delimita por la linea amarilla, representado los principales
estratovolcanes (tridngulos rojos) y las calderas (Circulos rojos). Las lineas blancas punteadas delimitan
los sectores de la FVTM. Tomado y modificado de Ferrari, et al. (2012).
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3. Hipotesis

1. Las fluctuaciones climaticas durante el Cuaternario y la actividad volcanica reciente
en la parte central de México han sido los eventos historicos que han moldeado la

distribucién actual de los linajes de genes en Quercus glaucoides.

2. Se espera encontrar una baja diversidad genética en aquellas areas de la distribucion
de Q. glaucoides que probablemente han sido colonizadas recientemente, mientras que
se espera encontrar mayores niveles de diversidad genética en las zonas en las que las

poblaciones han permanecido mas estables.
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4. Objetivo general

Inferir si los procesos geoldgicos, climaticos y ecoldgicos moldearon la distribucion
actual de Quercus glaucoides, mediante andlisis filogeogréficos y de genética de
poblaciones, utilizando microsatélites nucleares, secuencias del cloroplasto y modelos

de nicho ecolégico.
5. Objetivos especificos

1. Determinar la diversidad, estructura genética y filogeogréafica de las poblaciones de

Quercus glaucoides por medio de marcadores moleculares nucleares y de cloroplasto.

2. Inferir los patrones de flujo génico y la demografia histérica de las poblaciones de

Quercus glaucoides por medio de marcadores moleculares nucleares y de cloroplasto.

3. Asociar la distribucion de la diversidad genética en Q. glaucoides con la estructura

geogréfica provocada por actividad tectonica y volcanica en el centro de México.

4. Determinar los factores climéaticos que pudieron estar asociados con cambios en la

demografia histérica de Quercus glaucoides por medio de modelado de nicho ecoldgico.

6. Materiales y métodos

6.1 Extraccion de ADN y datos moleculares
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Se colectaron hojas de 166 individuos en un total de 22 poblaciones de Q. glaucoides
gue representan las regiones de la SMS, la parte oriental y la parte occidental de la
FVTM (Tabla 1). Se muestrearon alrededor de cinco hojas sin dafio fisico aparente de
individuos adultos seleccionados al azar y se colecté una rama de un individuo por
poblacion para prepararla como ejemplar de herbario, para posteriormente confirmar su

identidad taxondmica.

El material biolégico se almacené a -80°C hasta su procesamiento en el
laboratorio. La extraccion de DNA se realiz6 de acuerdo con el protocolo desarrollado
por Doyle & Doyle (1987). Posteriormente se cuantificé la concentraciéon del ADN
obtenido por medio del espectrofotometro Nanodrop (Empresa). Cada muestra se diluy6

hasta una concentracion final de ADN de 20 ng/pL.

Tabla 1. Nombre y datos geogréaficos de las localidades muestreadas de Quercus glaucoides

Localidad Longitud Latitud Altitud Estado Region
(msnm)
El Camardn 95.967 16.536 1152 Oaxaca SMS
Matatlan -96.361 16.833 1884 Oaxaca SMS
Tlazoyaltepec -96.843 17.071 1708 Oaxaca SMS
Tonaltepec 96.946 17.556 1819 Puebla SMS
Santa Maria Ayu -97.815 17.918 1830 Oaxaca SMS
Teotitlan -97.049 18.189 1878 Oaxaca SMS
Jolalpan -98.913 18.358 1340 Puebla FVTMor
Buena vista del Cuellar -99.41 18.485 1189 Guerrero FVTMor
Iz4car de Matamoros -98.408 18.514 1456 Puebla FVTMor
Valsequillo -98.108 18.91 2038 Puebla FVTMor
Cuernavaca -99.273 18.95 1860 Morelos FVTMor
Tacuitapan -100.249 19.165 1628 México FVTMoc
Jicalan viejo -102.068 19.285 1366 Michoacan FVTMoc
El Epazote -100.408 19.363 1767 Michoacan FVTMoc
Tecalitlan -103.185 19.39 1480 Jalisco FVTMoc
Tzitzio -100.909 19.516 1103 Michoacan FVTMoc
San Nicolas Obispo -101.302 19.649 1961 Michoacan FVTMoc
Chiquimitio -101.274 19.764 2392 Michoacan FVTMoc
San Bartolo de Coro -100.876 19.892 1904 Michoacan FVTMoc
Tarimoro -100.734 20.288 1930 Guanajuato FVTMoc
Abasolo -101.544 20.42 1828 Guanajuato FVTMoc
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Tequisquiapan -99.829 20.521 1876 Querétaro FVTMoc

FVTMor, Sector oriental de la Faja Volcanica Trans-mexicana; FVTMoc, sector occidental de la Faja
Volcénica Trans-mexicana; SMS, Sierra Madre del Sur.

Para estimar la diversidad genética en el ADN de cloroplasto (ADNcp) de las
poblaciones de Q. glaucoides se probaron siete microsatélites desarrollados para la
familia Fagaceae (Sebastiani et al. 2004), siete microsatelites desarrollados para el
género Quercus (Deguilloux et al. 2003) y la region intergenica del cloroplasto trnC-trnD
con tres pares de cebadores (trnC-ycféR, ycf6R-psbMR, psbMF-trnD) (Shaw et al.

2005).

Los microsatélites de cloroplasto se amplificaron en una reaccién multiplex
(TagPlatinum mastermix; Qiagen) en un volumen final de 6 uL. Se realizaron 4 grupos
diferentes, definidos por los marcadores con la misma temperatura de alineamiento y un
color de fluoroforo diferente; cmcs3, cmcs4, cmcs5 y cmcs6 en el primer grupo ; el
cmcs2, cmces7 y cmcesl10 en el segundo grupo; UCD4, CP2, UDTS3, y UCDS5 en el tercer
grupo; y UKK4, UDT4 y UKK3 en el cuarto grupo. Las condiciones en el termociclador
para la amplificaciébn de los microsatélites fueron las siguientes: un minuto a una
temperatura de desnaturalizacion de 94 °C, seguido de 35 ciclos de 30sa 94 °C, 45 s
a una temperatura de alineamiento de 55 °C, y un minuto a 72 °C. Al terminar los ciclos,
se mantuvo la temperatura a 72 °C durante diez min como fase de extensién final.
Debido a la ausencia de polimorfismo en los microsatélites de cloroplasto, estos no

fueron utilizados en los andlisis.

Las secuencias de la regién intergénica trnC-trnD fueron amplificadas en un volumen
final de 20 pL utilizando Tag PCR Master Mix (Qiagen). Se utilizaron las siguientes
condiciones en un termociclador para amplificar las secuencias: cinco minutos a una
temperatura de 94 °C, posteriormente se realizaron 35 ciclos de 1 min a 94 °C, 1.5 min

a una temperatura de alineamiento de entre 49 y 65 °C (49 °C para el fragmento ycf6R-
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psbMR y a 65 °C para los fragmentos trnC-ycf6R y psbMF-trnD) y 1.5 min a 72 °C. Al
finalizar los ciclos, se continud la extension final a una temperatura de 72 °C durante 10
min. Los productos de PCR fueron purificados y secuenciados por la empresa Macrogen

USA (www.macrogenusa.com). Las secuencias obtenidas fueron alineadas vy

concatenadas manualmente por medio del programa PhyDE 1.

Se amplificaron ocho microsatélites nucleares (quru-GA-1F02, quru-GA-0C11, quru-
GA-OMO05, quru-GA-0C19, quru-GA-2F05, QpZAG36, QpZAG1l10 y QrzZAG39)
originalmente disefiados para Q. rubra, Q. petraea y Q. robur (Steinkellner et al. 1997,
Kampfer et al. 1998; Aldrich et al. 2002) Los microsatélites nucleares se amplificaron en
una reacciéon multiplex (TagPlatinum multiplex, Qiagen) en un volumen final de 6 yL. Se
realizardn los grupos con base en el color del fluoroforo y a la temperatura de alineacion.
Las condiciones en el termociclador para la amplificacién de los microsatélites fueron
las siguientes: un min a una temperatura de desnaturalizacion de 94 °C, seguido de 40
ciclos de 30 s a 94 °C, 45 s a una temperatura de alineamiento entre 45 y 61 °C,
dependiendo de la combinacion de cebadores, y un minuto a 72 °C. Al terminar los
ciclos, se mantuvo la temperatura a 72 °C durante diez min como fase de extension final.

El andlisis de frafmentos se hizo en un secuenciador capilar ABI PRISM 3100.

6.2 Diversidad genética del ADNcp y relaciéon entre los haplotipos

Se estim6 la diversidad nucleotidica (1) y la diversidad haplotipica (h) poblacional y total
por medio del programa Arlequin 3.5 (Excoffier & Lischer 2010). EI nimero de sitios

polimorficos (S) fue obtenido por medio del programa DnaSP 6 (Rozas et al. 2017).

Se reconstruy6 la relacion entre los haplotipos utilizando un analisis de median joining
(Bandelt et al. 1999) implementado por el programa PopArt 1.7 (Leigh & Bryant 2015),

considerando el valor de épsilon como cero. Los indels no fueron incluidos en el analisis.

Se realizé una reconstruccion filogenética de los haplotipos de la region del cpDNA

trnC-trnD utilizando un método de inferencia bayesiana implementado en el programa
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MrBayes 3.2 (Ronquist et al. 2012). Para estimar el mejor modelo de mutacion se utilizé
el programa JModelTest (Posada 2008). Fueron utilizadas 20 millones de Cadenas de
Markov Monte Carlo muestreando cada 2,000 generaciones para evaluar las relaciones
filogenéticas. Este analisis se llevé a cabo hasta alcanzar la convergencia de los valores
de probabilidad menores a 0.01. Se amplificaron secuencias de la regién trnC-trnD de
la especie Q. deserticola, que se encuentra filogenéticamente cercana a Q.glaucoides,
como grupo externo. Ademas, se utilizaron secuencias obtenidas del genbank de la
misma region de siete especies de encino como grupos externo; Q. aquifolioides, Q.
baronii, Q. dolicholepis, y Q. variabilis de la seccion Cerris; Q. aliena, Q. petraea y Q.

robur de la seccion Quercus.
6.3 Estructura genética del ADNcp

Se estimaron los valores de diversidad haplotipica intrapoblacional (hs, vs) y total (hr,
vr) para alelos ordenados y no ordenados, asi como también el coeficiente de
diferenciacion genética para haplotipos no ordenados (Gsr) y ordenados (Nsr), utilizando
100,000 permutaciones para conocer si existe diferencia significativa entre estos dos
estimadores de diferenciacion genética (Gst # Nsr) con el objetivo de determinar si la
relacién genética entre los haplotipos contribuye a la estructura geogréfica lo que se
veria reflejado en valores significativamente mayores de Nst con respecto a los valores
de Gsr, exhibiendo estructura filogeogréfica. El andlisis fue realizado por medio del

programa Permut 1.2.1 (Pons & Petit 1996).

Se realizé un andlisis de varianza molecular (AMOVA) basado en diferencias
pareadas utilizando el programa Arlequin 3.5 (Excoffier & Lischer 2010) utilizando 1,000
permutaciones. EI AMOVA fue realizado con tres criterios diferentes para evaluar las
diferencias genéticas entre localidades. El primer analisis fue considerando Unicamente
las diferencias dentro y entre poblaciones, tomando todas las poblaciones como un solo

grupo; el segundo andlisis fue agrupando las poblaciones de acuerdo con las provincias
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biogeograficas propuestas por Morrone (2005) es decir agrupando las poblaciones
distribuidas en la SMS y en la FVTM, y el tercer andlisis se realiz6 agrupando las
poblaciones de la SMS, y las poblaciones distribuidas de la FVTM en grupos que

corresponden a la subestructura descrita por Ferrari et al. (2012).

6.4 Demografia histoérica

Para evaluar los cambios demogréficos en las poblaciones de Q. glaucoides a través
del tiempo utilizando la informacién de la secuencia intergénica trnC-trnD del cpDNA, se
utilizaron los siguientes métodos. En primer lugar, se estimaron los valores de Fs de Fu
(Fu 1997) y la D de Tajima para todo el grupo de datos y para cada poblacién, para
evaluar posibles eventos de expansion demogréfica con 10,000 permutaciones por

medio del programa Arlequin 3.5 (Excoffier & Lischer 2010).

Se realiz6 una prueba de distribucion mismatch utilizando el programa DnaSP 6, la
cual muestra la distribucién observada del nimero de diferencias entre todos los pares
de haplotipos y los valores esperados en una poblacién con una expansién demografica.
Las diferencias entre los valores observados y esperados fueron evaluadas
estadisticamente por medio de la suma de las desviaciones cuadradas (SSD, por sus
siglas eninglés), asi como también por el indice estadistico de Raggedness (Harpending

1994).

Ademas, se realizé un bayesian skyline plot para determinar la variacion del tamafio
efectivo poblacional a través del tiempo por medio de un andlisis bayesiano
implementado en el programa Beast 1.8.2 (Drummond et al. 2012). Se utiliz6 el modelo
de sustitucion HKY. Se realizaron tres corridas independientes con 10 millones de
generaciones, implementando un modelo de reloj estricto dado el nivel intraespecifico
de los datos y como prior un arbol bayesiano Skyline de tamafio constante. Los arboles
y los parametros fueron muestreados cada 1,000 iteraciones con un burn-in del 10%.

Se utiliz6 una tasa de sustitucién de 0.96x10° mutaciones por sitio por afio reportada
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para el género Quercus (Xu et al. 2015) como escala de tiempo para el eje X. Los
resultados fueron visualizados en el programa TRACER v1.5 para confirmar que los

valores convergencia se hubieran alcanzado.

6.5 Diversidad y estructura de microsatélites nucleares

Debido a problemas de amplificacion de los nSSR, solo fueron utilizadas 19 poblaciones
de Q. glaucoides para realizar los analisis de diversidad y estructura genética, asi
también para los analsis de demografia histérica. Se utilizdé el programa Microchecker
(Oosterhout et al. 2004) para determinar la probabilidad de la presencia de alelos nulos
o errores en el registro de los alelos provocados por el tartamuedeo de la polimerasa en
la PCR en un intervalo de confiaza del 95%, utilizando un tamafio maximo esperado

para los alelos de 320.

Debido a que la presencia de alelos nulos fue detectada en varios loci, se utilizo el
programa FreeNA (Champuis & Estoup, 2006) para estimar la frecuencia de alelos nulos
para cada locus y poblacion con el algoritmo de maximizacion de las expectativas (ENA,
por sus siglas en inglés) (Dempster et al. 1977). Se utiliz6 este programa para estimar
la diferenciacién genética (Fst) total y pareada de las poblaciones con el método de Weir
(Weir 1996) e implementando la correccion ENA para tomar en cuenta los alelos nulos.
Para llevar a cabo este analisis se utiliz6 un método de remuestreo para cada loci con

10,000 réplicas para obtener el valor de Fsty el intervalo de confianza del 95%.

Se estim6 el nivel de endogamia por medio de un modelo de endogamia individual
(1M, por sus siglas en inglés) implementado en el programa INEST 2.2 (Chybicki &
Burczyk 2009). El cual estima el indice de endogamia en presencia de alelos nulos (Fis)
mediante un enfoque bayesiano. Se realizaron comparaciones de los modelos
evaluando el efecto de los alelos nulos (n), la endogamia (f) y el error por genotipaje (b)

por medio del criterio de la desviacion de la informacién para el modelo (DIC, por sus
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siglas en inglés) utilizando 50,000 iteraciones, muestreando cada 50 iteraciones,

descartando 10,000 como “burn-in”.

Se estimo el equilibrio de Hardy-Weinberg por medio del paquete Adegenet (Jombart
2008) en R (R Core Team, 2014). Se estimaron los valores del nimero de alelos (Na),
namero de alelos efectivos (Nag), heterocigosidad observada (Ho) y esperada (Hg), la
heterocigosidad esperada de manera imparcial tomando en cuenta las frecuencias
alélicas y el tamafio de muestra (uHg), el indice de Shannon (1) que estima la diversidad
alélica con base en sus frecuencias y el coeficiente de fijacion (F), por medio del
programa GenAlex (Peakall & Smouse 2006) con el fin de conocer la diversidad y
composicion genética de las poblaciones. Una vez obtenidos los valores de diversidad
genética, se realizé un analisis de correlacion con dichos valores de diversidad y las

variables geogréficas de latitud, longitud y altitud en R (R Core Team 2014).

Para determinar la estructura genética poblacional se realizé un analisis de varianza
molecular (AMOVA) por medio del programa Arlequin 3.5 (Excoffier & Lischer 2010).
Utilizando el modelo de mutacién de alelos infinitos y el modelo de mutacién por pasos,
utilizando 1,000 permutaciones para ambos modelos. Este analisis fue realizado con
tres criterios diferentes: el primero fue considerando todas las poblaciones como un solo
grupo, el segundo agrupando las poblaciones de la SMS y la FVTM y el tercero fue

agrupando las poblaciones de la SMS, la FVTMor y la FVTMoc.

Adicionalmente, se utilizé un algoritmo bayesiano de agrupamiento implementado en
el programa STRUCTURE 2.3.1 (Pritchard et al. 2000). Se utilizé el modelo “Admixture”.
La informacion de la procedencia de las poblaciones fue utilizada como prior. Se
recomienda utilizar esta opcion cuando existe una estructura genética débil (Hubisz et
al. 2009), como en este caso. Se evaluaron los valores de grupos genéticos supuestos
(K) de uno hasta cinco, con diez iteraciones para cada valor de K. Para cada corrida, el

periodo de “burn-in” fue de 100,000 iteraciones, seguido de 1,000,000 de réplicas de
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Cadena de Markov Monte Carlo. Se utilizé el método de Evanno, et al. (2005) para
determinar el valor de K méas probable, el cual es determinado un mayor valor de la
segunda derivada del logaritmo de la probabilidad para cada valor de K. De esta manera

el nimero de grupos genéticos mas probables esta dado por el valor maximo de AK,
6.6 Demografia historica de microsatélites nucleares

Para evaluar si las poblaciones de Q. glaucoides sufrieron una reduccion reciente en su
tamafio efectivo poblacional se utilizé el programa BOTTLENECK 1.2.02 (Piry et al.
1999). Este programa toma como principio que las poblaciones que han sufrido un
reciente cuello de botella exhiben un exceso de heterocigosidad, debido a que la
diversidad alélica se reduce mas rapidamente que la heterocigosidad. Para hacer este
andlisis el programa calcula la distribucion de la heterocigosidad esperada segun el
namero de alelos observados (k), para cada poblacion y para cada locus, dado el
tamafio de muestra (n) y el supuesto de un equilibrio mutacién-deriva. Dicha distribucién,
es obtenida mediante simulaciones del proceso de coalescencia de n nimero de genes
bajo los modelos mutacionales de Alelos Infinitos (MAI) y el de Mutacion por Pasos
(MMP). De acuerdo con el numero de loci utilizados, se realizaron las pruebas de

Wilcoxon y Sign usando 10,000 iteraciones (Cornuet & Luikart 1996).
6.7 Modelado de nicho ecolégico

Se construyé un modelo de nicho ecolégico (MNE) para inferir los cambios en el area
de distribucion potencial de Q. glaucoides entre el ultimo interglacial (UIG = 120 ka AP),
el dltimo maximo glaciar (UMG = 21 ka AP), el Holoceno Medio (HM = 6 ka AP) y el

presente.

Para poder modelar el nicho de Q. glaucoides, se obtuvieron los registros de la
Globlal Biodiversity Information Facility (GBIF,

http://data.gbif.org/species/browse/taxon/) y se utilizaron los registros del Herbario del

Instituto de Ecologia A.C. Centro Regional del Bajio. Para descartar los registros que
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posiblemente no correspondan a la especie, se utilizd como criterio la distribucién y el
intervalo altitudinal de la especie propuestos por Valencia-A. (2004). Aquellos registros

gue se encontraron fuera del limite de esta distribucion fueron descartados.

Para eliminar el posible sobreajuste del modelo debido a la correlacion espacial
(Boria et al. 2014) provocado por un esfuerzo de muestreo desigual en distintas areas
geograficas, se utilizaron registros que con una distancia minima igual o mayor a 40 km
entre ellos utilizando el paquete spThin (Aiello-Lammens et al. 2015) en R (R Core Team
2014). Luego de esos procesos, la distribucion potencial de Q. glaucoides fue modelada

con un total de 56 registros unicos.

El 4rea de accesibilidad (M) fue definida como las provincias biogreograficas
propuestas por Morrone (2015) en las que existen registros para la especie, las cuales
fueron la SMOr, la SMOc, la depresion del Balsas (DB) y la SMS. Se utiliz6 M como
mascara para reducir la sobreprediccién del area de favorabilidad ambiental, asi como

también para realizar una mejor validacion del modelo (Barve et al. 2011).

Para construir el MNE, se utilizaron 19 variables bioclimaticas derivadas de
temperatura y precipitacion mensual (Hijmans et al. 2005) obtenidas de WorldClim

Global Climate Data (http://www.worldclim.org/versionl) con una resolucién de 30

arcsec (~1 km). Para evitar la redundancia entre variables, se consideraron
simultdneamente aquellas variables con una mayor contribucion parcial a los primeros
dos componentes principales en un andlisis de componentes principales (PCA) y con
una correlacion pareada de Spearman menor a 0.9. Estos andlisis fueron realizados con
el programa JMP v13 (SAS Institute). De esta forma, las variables que se utilizaron para
construir el MNE fueron: Bio2 (intervalo medio diurno de la temperatura), Bio3
(isotermalidad), Bio4 (estacionalidad de la temperatura), Bio5 (temperatura maxima del
mes mas calido), Bio7 (intervalo anual de temperatura), Bioll (promedio de la

temperatura del trimestre mas frio), Biol2 (precipitacién anual), Biol5 (estacionalidad
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de la precipitacion), Biol7 (precipitacion del trimestre mas seco), Biol8 (precipitacion

del trimestre mas calido) y Bio19 (precipitacion del trimestre mas frio).

El algoritmo de maxima entropia implementado en MAXENT v3.3.3 (Phillips & Dudik
2008) fue utilizado para construir el MNE utilizando las 11 variables biocliméticas. Se
utilizé un subgrupo del 20% del total de registros Unicos para evaluar el modelo, asi
como para medir el area bajo la curva (AUC) del receiver operating characteristc (ROC).
Se hicieron 100 réplicas del modelo con una convergencia de 10° y 500 iteraciones. Se
deshabilitd la opcion de extrapolacion y clamping en el programa para evitar la
sobreprediccidn en el modelo. Para comparar la distribucion potencial de Q. glaucoides
entre diferentes tiempos, el MNE fue proyectado en tres modelos de circulacién global
general (MCG) usados como escenarios climaticos del pasado para el UMG y el HM:
the Community Climate System Model (CCSM); the Model for Interdisciplinary Research
on Climate (MIROC) y the Max Planck Institute for Meteorology Earth System Model
(MPI-ESM). Los datos de los MCG para el UMG y el HM, asi como también las capas

para el UIG se obtuvieron de WorlClim (htpp://www.worldclim.org/paleo-climatel).

7. Resultados

7.1. Diversidad genética del ADNcp

Se obtuvieron un total de 166 secuencias de la region del cpDNA trnC-trnD, con una
longitud de 1998 pb. Se obtuvo un total de 12 sitios polimorficos (S) dentro de esta
region. El intervalo de la diversidad haplotipica fue de 0 a 0.571, aunque se observo un
solo haplotipo para la mayoria de las poblaciones (tabla 2). El intervalo de diversidad
nucleotidica (1) fue de 0 a 0.0067.

N, Namero de muestras; h, Nimero de haplotipos; Hd, Diversidad haplotipica; 1, Diversidad nucleotidica; * P< 0.05
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7.2. Relacion entre haplotipos

Poblacion N h Hd T D de Tajima Fs de Fu

1 Chiquimitio 6 1 0 0 0 0
2 San Nicolas Obispo 4 1 0 0 0 0
3 San Bartolo de Coro 4 1 0 0 0 0
4 El Epazote 4 1 0 0 0 0
5 Tacuitapan 7 1 0 0 0 0
6 Buena vista del Cuellar 8 1 0 0 0 0
7 Santa Maria Ayu 11 1 0 0 0 0
8 Tecalitlan 9 1 0 0 0 0
9 Jicalan viejo 9 1 0 0 0 0
10 Teotitlan 9 1 0 0 0 0
11 Matatlan 10 2 0.2 0.0002 -1.4* 4.86
12 Tlazoyaltepec 9 1 0 0 0 0

Tzitzio 9 3 0.555 0.00067 -0.382 1.228

—
w
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La red de haplotipos construida por medio del andlisis “median joining” mostré 11
haplotipos (Figura 4). El haplotipo H1 fue el mas frecuente, distribuido ampliamente en
la parte este de la FVTM, asi como en la transicion hacia la depresion del Balsas y en
una pequefia porcion de la SMS. El haplotipo H5 fue el segundo mas frecuente, de igual

forma distribuido en la parte este de la FVTM y en la SMS. Por otro lado, en la parte
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oeste de la FVTM se observa una mayor diversidad de haplotipos. Se observaron
haplotipos privados en las poblaciones de Tarimoro (15), Tzitizio (13) y Tequisquiapan

(20).

Figura 4. Distribucion geografica y red de los 11 haplotipos del ADNcp obtenida por un analisis de median
joining. El tamafio de los circulos es proporcional al niUmero de muestras tanto en la red como en el mapa.
En la red de haplotipos se muestran los haplotipos hipotéticos como lineas perpendiculares entre los
haplotipos obtenidos. El niumero dentro de cada grafica de pastel en el mapa denota el nimero de la
poblacién de acuerdo con el orden de la tabla 2.

El andlisis bayesiano de las relaciones filogenéticas muestra que los 11 haplotipos
obtenidos de Q. glaucoides forman un solo grupo monofilético. Cabe resaltar que al
incluir secuencias de Q. deserticola, estas resultaron ser idénticas al haplotipo mas

frecuente en Q. glaucoides (H1) (Figura 5).
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Figura 5. Resultado del andlisis bayesiano de las relaciones filogenéticas entre los 11 haplotipos de
Quercus glaucoides, en los nodos se muestra los valores de las probabilidades posteriores.

7.3. Estructura genética del ADNcp

Los resultados mostraron niveles altos de estructura genética (®st= 0.906). La
diversidad haplotipica total con alelos no ordenados y ordenados (hr y vy) fue de 0.814
y 0.815, respectivamente, mientras que la diversidad haplotipica poblacional (hs y vs)
fue de 0.083 y 0.061, respectivamente. El coeficiente de diferenciacion genética para
alelos no ordenados (Gsr) fue de 0.898 (DE= 0.05), observandose un valor mayor para
alelos ordenados (Nst = 0.925; DE= 0.0344); sin embargo esta diferencia no es

significativa (P > 0.05).

Los resultados del AMOVA para los datos considerando un solo grupo, muestra que
el mayor porcentaje de variacion se encuentra entre las poblaciones (90.62%) y un muy

bajo porcentaje de variacion dentro de las poblaciones (9.38. Al hacer el analisis
30



considerando las diferencias entre las provincias de la FVTM y la SMS, el porcentajde
de variacion fue de 12.92% pero no significativo (®cr = 0.129, P = 0.066). El analisis
considerando tres grupos muestra resultados similares con una baja y no significativa

diferenciacion entre grupos (®cr= 0.08, P = 0.098) (Tabla 3).

Tabla 3. Analisis de Varianza Molecular de las poblaciones de Quercus glaucoides basados en
el polimorfismo del ADNcp.

Grupos Fuente de variacion g.l. Porcentaje de variacion indice de fijacion
Entre poblaciones 21 90.62

Global ®sr = 0.906*
Dentro_de las 143 938
poblaciones
Entre grupos 1 12.92 ®cr =0.129

FVTMy Entre poblaciones

SMS 20 78.35 @sc = 0.899*

dentro de grupos
Dentro de las

poblaciones 143 8.73 ®st = 0.912
Entre grupos 2 8.43 ®cr = 0.08
IE\'I{I/II\(;ISE/ Entre poblaciones
SMS dentro de grupos 19 82.45 ®sc = 0.9
Dentro de las 143 9.12 e = 0.908"

poblaciones

g.l, grados de libertad; *, P < 0.0001

7.4. Demografia histérica

El valor de D de Tajima para el total de las secuencias fue positivo, sin embargo, no
fue significativamente diferente de cero (D = 0.089, P > 0.1). De igual forma el valor de
Fs result6 positvo, pero no fue significativamente diferente de cero (Fs=2.543, P > 0.1).

A nivel poblacional, la mayoria de los valores fueron iguales a cero, a excepcion de las
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poblaciones de Matatlan, Tzitzio, Tarimoro y Tonaltepec (Tabla 2), de las cuales solo

Matatlan present6 un valor de D negativo significativamente diferente de cero.

Los resultados de la distribucion mismatch muestran una forma bimodal, rechazando
la hipbtesis nula de una repentina expansién poblacional reciente, de acuerdo con la

evaluacién por medio de la SSD (P < 0.5) y por medio del valor del indice de Raggedness
(P <0.5).
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Figura 6. Distribucion de las diferencias pareadas por medio del andlisis mismatch. La linea verde muestra

la distribucién de las diferencias pareadas esperadas bajo un escenario de expansion poblacional; la linea
roja muestra las diferencias pareadas observadas.
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A pesar de que los resultados obtenidos por los valores de D de Tajimay Fs de Fu
no muestan evidencia de una reduccion en la demografia, el analisis bayesiano de

Skyline plot muestra un declive en los valores de Ne desde finales del UMG (15 ka)
hasta el presente (Figura 7).
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Figura 7. Resultado del analisis de Bayesian Skyline Plot. La linea negra muestra el tamafio efectivo
poblacional a través del tiempo, utilizando una tasa de sustitucion de 0.96x10°° s/sly

7.5. Diversidad genética de microsatelites nucleares

El andlisis del programa Microcheker mostro una probabilidad de alelos nulos en los
locus quru-GA-0C11, QpZAG36 y QrZAG39 a nivel global. El coeficiente de endogamia
estimado por el programa INEST fue de Fis = 0.0496 bajo el modelo completo nfb de
acuerdo al criterio DIC el cual exbibe la contribucion de los alelos nulos y el error de
genotipado al calculo del coeficiente de endogamia en comparacion con los modelos fb
y nf. El intervalo del 95% de mayor densidad posterior es de 0.0118 a 0.0936 lo que
muestra un gran soporte a cierto grado de endogamia en las poblaciones de Q.

glaucoides.

El promedio del numero de alelos por poblacion (Na) vario entre 4.25y 7.38 y el
nuamero de alelos efectivos (Ng) entre 2.8 y 4.97. Los valores de Ho fueron de 0.32 a
0.65, mientras que los valores de He estuvieron entre 0.53 y 0.78. Las poblaciones con
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los valores mas bajos de diversidad genética fueron Tequisquiapan, Cuernavaca y San
Nicolas Obispo (Tabla 4). El indice de fijacion, para todas las poblaciones, muestran
valores altos y positivos, lo que puede ser el reflejo de cierto grado de endogamia la cual

es evaluada mas adelante (Tabla 4).

Tabla 4. Diversidad genética estimada mediante ocho nSSR

Poblacién N Na Ne | Ho He UHE F
1 San Nicolas 10 513 358 137 032 070 0.73 0.55
Obispo
3 Tacuitapan 10 650 448 161 054 0.75 0.79 0.28
4  BuenaVista del 12 7.00 448 166 061 076 079 021
Cuellar
5  Sta. Maria Ay( 12 650 472 156 046 073 0.77 0.39
6 Tecalitlan 9 6.00 433 147 065 069 0.73 0.06
7 Jicalan Viejo 9 600 429 148 053 070 0.74 0.31
8 Teotitlan 10 638 496 157 057 074 078 0.22
9 Matatlan 10 738 497 172 065 078 0.82 0.16
10  Tlazoyaltepec 9 588 459 154 052 074 0.78 0.30
11 Tzitzio 11 650 408 151 058 070 0.73 0.17
12 Abasolo 10 6.25 467 157 063 074 0.78 0.16
13 Tarimoro 10 588 420 150 060 073 0.77 0.16
14 Izcar de 9 6.13 449 157 057 075 079 0.25
Matamoros
15 Jolalpan 9 663 438 158 051 073 0.78 0.30
16 Cuernavaca 9 538 376 138 055 067 072 0.21
17  Tequisquiapan 8 425 2580 1.06 049 053 058 0.07
18 El Camaron 9 6.63 477 163 047 075 0.80 0.39
19 Tonaltepec 9 6.00 3.82 142 047 067 0.71 0.30

N, Numero de muestras; Na, Nimero de alelos; Ne, Nimero de alelos efectivos; I, indice de Shannon; Ho,
Heterocigosidad observada; He, Heterocigosidad esperada; uHe, Heterocigosidad esperada corregida por
el tamafio de muesta; F, indice de fijacion
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El andlisis de correlacion mostré Unicamente una relacion significativa entre la latitud y
el nimero promedio de alelos por locus (R?= 0.29, P = 0.009) y entre la latitud y el indice
de diversidad de Shannon (R?= 0.29, P = 0.0105), para ambos casos se mostré un

correlacion negativa, es decir, a mayor latitud, menor diversidad genética (Figura 8).

Figura 8. Analisis de correlacion entre los indices de diversidad genética y la latitud. A) Se muestra la
correlacion entre el nimero de alelos y la latitud (R?=0.292, P = 0.009), B) Se muestra la correlacién entre
el Indice de Shannon y la latitud (R?= 0.29, P = 0.0105).

7.6. Estructura genética en marcadores nucleares

El valor de diferenciacién genética (Fsrt) entre todas las poblaciones implementando la

correccion ENA fue de Fst= 0.028, mientra que el valor no corregido fue de Fst = 0.026.

A) - T

16

R2=0.292, P=0.009 . R2=0.29, P=0.0105

B)

T T T T T T T T
17 18 19 20 17 18 19 20

Latitud Latitud
El intervalo de confianza del 95% para el valor de Fsr corregido despues del metodo de

remuestreo fue de 0.022 a 0.037; mientras que el intervalo no corregido fue de 0.02 a

0.0352.

El resultado del AMOVA mostr6 valores muy bajos de diferenciacion genética (®sr =
0.029, P =0.003; Rst = 0.051, P =0.016), siendo la variacion dentro de las poblaciones
la que mostré un mayor porcentaje. Por otro lado, el andlisis mostré que no existe
diferencia comparando las poblaciones de la region de la FVTM contra aquellas

distribuidas en la SMS (®cr = 0, P = 0.533). Al considerar las diferencias entre la SMS,
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la FVTMor y la FVTMoc en el andlisis de varianza molecular resultdé una direfenciacion

muy baja (Pcr= 0.004, P = 0.105) entre estos tres grupos (Tabla 5).

Tabla 5. Analisis de varianza molecular de Q. glaucoides basada en las frecuencias alelicas
de ocho microsatelites nuclearea.

MAI MMP
Grupos '?/:?ir:(i (,;jne g.l. Porcentaje de variacion indice de fijacion  Porcentaje de variacion indice de fijacion
Entre poblaciones 18 2.03 5.18
Global Dentro de las Fst= 0.029* Rst=0.051
poblaciones 355 97.07 94.82
Entre grupos 1 -0.04 Fer=0 -1.07 Rct =-0.107
“ems’  Entre poblaciones 2.95 Fsc=0.029 5.66 Rsc = 0.055
dentro de grupos . sc= . sc =
Dentro de las _ _
poblaciones 355 97.09 Fsr=0.029* 95.42 Rst = 0.045
FVTMor, Entre grupos 2 0.41 Fcr=0.004 1.51 Rcr=0.08
FVTMocy Entre poblaciones _ _
SMS dentro de grupos 16 2.65 Fsc=0.026 4.14 Rsc = 0.042
Dentro de las 355 96.94 Fsr=0.03* 94.35 Rsr = 0.056

poblaciones

g.l., grados de libertad; MAI, Modelo de Alelos Infinitos; MMP, Modelo de Mutacion por Pasos; *, P < 0.01

Los resultados obtenidos por el programa STRUCTURE muestran un valor maximo
para AK= 2, sugiriendo la existencia de dos principales grupos genéticos. Sin embargo,
las graficas muestran una carencia de estructura genética entre las poblaciones de Q.
glaucoides a lo largo de su distribucion (Figura 9), lo cual es congruente con los valores

bajos de diferenciacion genética.
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Figura 9. Resultados deI andlisis de asignacion de grupos por inferencia bayesiana por medio de
STRUCTURE, donde se muestra el histograma de asignacién para un valor de K=2.
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De acuerdo con los resultados obtenidos por el programa BOTTLENECK, la prueba sign

muestra que la poblacion de Tarimoro para el modelo mutacional MAI y Jolalpan para el

modelo mutacional MMP tienen sefal significativa de un cuello de botella reciente.

Igualmente, la prueba de Wilcoxon muestra que las poblaciones de Santa Maria Ay,

Teotitlan, Matatlan, Tlazoyaltepec, Tarimoro e lzucar de Matamoros muestran un exceso

de hetorocigosidad significativa para el modelo mutacional MAI,

mientra que las

poblaciones de Tzitizio y Tonaltepec muestran una deficiencia de la heterocigosidad

significativa (Tabla 6). Es decir, nueve de las poblaciones mostraron sefiales de un

cuello de botella reciente para la prueba de Wilcoxon bajo el modelo MAL.

Tabla 6. Resultado de pruebas de una reduccion en el tamafio efectivo poblacional.

g oo e vy oo
Poblacion M.AL M.M.P. M.A.L M.M.P.
He/Hd P He/Hd P Phd Phe Phd Phe

1 6/2 0.296 6/2 0.322 0.986 0.0195 0.679 0.371
2 5/3 0.584 3/5 0.168 0.726 0.32 0.097 0.962
3 711 0.105 4/4 0.412 0.962 0.097 0.472 0.0578
4 6/2 0.311 3/5 0.192 0.875 0.156 0.23 0.808
5 711 0.099 5/3 0.601 0.998 0.003 0.769 0.273
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6/2 0.286 4/4 0.421 0.902 0.125 0472 0.578
6/2 0.278 5/3 0.548 0.875 0.156  0.679 0.371
6/2 0.258 6/2 0.314 0.986 0.019 0.962 0.097
6/2 0.305 3/5 0.184 0.98 0.027 0.23 0.808
6/2 0.303 6/2 0.29 0.994 0.009 0.962 0.09
4/4 0.409 3/5 0.168 0.628 0.421  0.037 0.97266
7/1 0.094 6/2 0.31 0.962 0.097 0.875 0.156
8/0 0.015 5/3 0.575 1 0.001 0.371 0.742
7/1 0.091 5/3 0.59 0.998 0.003 0.679 0.371
6/2 0.333 2/6 0.04 0.726 0.32 0.097 0.962
6/2 0.297 5/3 0.553 0.902 0.125 0.371 0.679
4/3 0.560 3/4 0.306 0.406 0.656  0.234 0.812
7/1 0.099 5/3 0.588 0.998 0.003 0.628 0.421
4/4 0.388 2/6 0.057 0.472 0578 0.013 0.99

He, nimero de loci con exceso de heterocigosidad; Hd, nimero de loci con deficiencia de heterocigosidad,;
M.A.l,, modelo de alelos infinitos; M.M.P., modelo de mutacion por pasos. Los valores con un valor de
P<0.05 se muestra en negritas.

7.8. Modelado de nicho ecolégico

La evaluacion del MNE mostré un buen rendimiento del modelo (AUC > 0.905). De
acuerdo con el modelo, las condiciones ambientales mas favorables para Q. glaucoides
en la geografia se encuentran alrededor de la Cuenca del Balsas y hacia la zona
montafiosa de la SMS, asi como también parte del valle de Tehuacan-Cuicatlan;
disminuyendo la favorabilidad en la parte oriental de la FVTM y hacia mayores latitudes,
y limitando la distribucién potencial en el Istmo de Tehuantepec (Figura 10A). La
proyeccion del modelo para el UIG muestra que el area geografica con mayor
favorabilidad ambiental se contrajo a Gnicamente un area restringida en lo que hoy es la
parte suroeste de la Depresion del Balsas y parte norte de la SMS (Figura 10B). Por otro
lado, las proyecciones para el UMG muestran que las condiciones con mayor
favorabilidad ambiental se desplazaron hacia el suroeste con respecto al presente,
principalmente en la DB y en la SMS; los escenarios MPI y CCSM muestran resultados
similares, contrastando con MIROC, en donde se observa una reduccion del area de
distribucién potencial con respecto a los dos escenarios mencionados anteriormente
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(Figura 10C). Las proyecciones para el Holoceno Medio muestran un desplazamiento
hacia la cuenca del Balsas y las zonas montafiosas de la SMS de las condiciones
favorables para la especie, con una configuracion mas similar a la del presente, tanto el
modelo MPI y CCSM muestran resultados similares, con pequefias diferencias con

respecto al modelo MIROC (Figura 10D).

Figura 4. Modelos de nicho ecoldgico de Quercus glaucoides. Los colores calidos representan valores mas
altos de favorabilidad ambiental. A) se muestran las condiciones con mayor favorabilidad ambiental en el
presente. C1, C2 y C3 muestras las proyecciones hacia el Holoceno medio utilizando tres diferentes
modelos de circulacién global. D1, D2 y D3 muestran las proyecciones hacia el UMG con tres diferentes
MCG; B muestra la proyeccion del MNE durante el UIG.
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8. Discusion

La especie de encino endémica del centro de México, Quercus glaucoides, tiene un
nicho muy particular con respecto a otras especies de encino, habitando la zona de
transicion hacia el bosque tropical caducifolio, es decir en un habitat por lo general calido
y seco. Lo que provoca que esta especie no suela encontrarse con otras especies de
encino en simpatria. Los estudios sobre esta especie de encino en particular han sido
escasos, principalmente enfocados en sus usos como recurso natural forestal (Luna-
José et al. 2003); en los efectos de patdégenos (Tainter et al. 2000); en las caracteristicas
de las flores de esta especie de encino (Romero-Rangel et al. 2000) y en su delimitacion

taxondémica (Nixon & Muller 1992).

Este estudio presenta por primera vez un analisis filogeogréafico para Q. glaucoides,
determinando su estructura y diversidad genética poblacional a lo largo de su
distribucion y evaluando los cambios histéricos en su distribucion potencial. De esta
manera, explorando los efectos de la configuracion geoldgica y de los cambios
climéticos histéricos en la formacién de la estructura genética poblacional para una

especie con un nicho muy caracteristico.

8.1 Diversidad genética inferida en el ADNcp y en ADNn

La distribucion de la diversidad genética de las especies del género Quercus han sido
ampliamente estudiadas tanto en la regiéon Paleartica (Petit et al. 2002; Magri et al. 2007;
Chen et al. 2012; Xu et al. 2015), en la region Neartica (Grivet et al. 2006; Gugger et al.
2013; Cavender-Bares et al. 2015) como en la region Neotropical (Cavender-Bares et

al. 2011; Rodriguez-Correa et al. 2017). En este estudio filogeografico se estimé la
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diversidad genética de Q. glaucoides, endémica de la zona de transicion mexicana;
misma zona donde existe una alta diversidad de encinos, con afinidades ecoldgicas
diferentes. En este sentido, al comparar la diversidad genética encontrada en Q.
glaucoides con los patrones de diversidad en la especie de la misma seccion Q.
deserticola (Rodriguez-Gomez et al. 2018), la cual se distribuye en la zona de transicion
mexicana; se observa una menor diversidad genética en Q. glaucoides, ya que, a pesar
de que fueron utilizados los mismos marcadores de microsatélites de cloroplasto para
ambas especies, se encontré una escasa o nula cantidad de polimorfismos en la especie

Q. glaucoides.

Al estimar la diversidad genética del ADNcp para Q. glaucoides analizado las
secuencias de la region trnC-trnD es posible observar niveles bajos de diversidad
genética (Tabla 2) en comparacién a otras especies que han sido estudiadas en la zona
de transicibn mexicana como el complejo Q. affinis-Q. laurina y Q. deserticola. Esta
pérdida de diversidad genética en las poblaciones de Q. glaucoides puede estar

asociada a un declive en la demografia histérica.

Analizando los patrones de diversidad genética de los nSSR, se puede observar que
en la mayoria de las poblaciones el indice de fijacion muestra valores positivos,
posiblemente ligado a eventos de endogamia. Lo que de acuerdo con Nei et al. (1975),
gue menciona que el aumento en la homocigosidad puede ser provocado por un declive
en el tamafio poblacional. Estos resultados muestran un patrén singular, ya que a pesar
de que los mismos marcadores de nSSR han sido utilizados para analizar especies de
encino en México (Q. castanea, Q. affinis-Q. laurina, Q. scytophylla, Q, hypoleucoides y

Q. sideroxyla) no ha sido reportado evidencia de posibles eventos de endogamia.

8.2. Patrones contrastantes de flujo génico mediado por polen (nSSR) y

por semillas (ADNcp)
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Al analizar la diversidad y estructura genética mediante nSSR y secuencias de
ADNCcp, se observan claros patrones contrastantes entre el flujo génico mediado por
semillas y por polen. Los altos valores de diferenciacion genética global y de estructura
genética del ADNcp (Gst=0.898, Nst=0.925, ®sr=0.906), son reflejo de pocos eventos
de colonizacién y de la baja capacidad de dispersion de las semillas, como se ha
observado en otras especies de encinos blancos (Magni et al. 2005; Okaura et al. 2007,
Magri et al. 2007; Rodriguez-Gémez et al. 2018), aunque, solo en algunas especies de
encino se ha observado una diferenciacion genética alta (Fst ADNcp = 0.98) (Chen et

al. 2012; Du et al. 2017).

En contraste con la alta estructura genética en el ADNcp, los valores de
diferenciacion genética de los nSSR (Fst = 0.028, ®sr = 0.029) muestran una carencia
de estructura genética, como es confirmado por el analisis de inferencia bayesiana
STRUCTURE (Figura 9), reflejo del flujo génico a largas distancias via polen,
caracteristico de especies anemdfilas, que generalmente presentan una mayor
diversidad genética y una baja diferenciacion genética (Hamrick & Godt 1996). En
diferentes especies de encino se han encontrado resultados similares de niveles bajos
de estructura genética a nivel intraespecifico (Cavender-Bares et al. 2011; Gugger et al.
2013) e inclusive a nivel interespecifico (Gonzéalez-Rodriguez et al. 2004; Craft & Ashley
2006; Curtu et al. 2007; Penaloza-Ramirez et al. 2010; Owusu et al. 2015; Ramos-Ortiz
et al. 2016). Sin embargo, cabe destacar que han sido escasos los casos de una
carencia total de estructura genética como se muestra en los resultados de este trabajo.
Estas diferencias en el flujo génico en nSSR y las secuencias del ADNcp pueden ser
explicadas por los mecanismos asimétricos de dispersion y de flujo génico como se ha
reportado en otras especies de encino (Du et al. 2017). La dispersion de las semillas en
esta especie se da principalmente por barocoria, es decir, que el potencial de dispersion
se ve restringida a una corta distancia, ademas, el flujo génico entre las poblaciones
mediado por las semillas depende de la conectividad del habitat entre estas, ya que a
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pesar de que las semillas tengan el potencial de dispersarse grandes distancias, estas
dependen de que encuentren las condiciones favorables para su germinacion y
crecimiento. Mientras que, para el caso del flujo génico mediado por polen, es posible
que el movimiento del polen se vea favorecida su dispersion dadas las condiciones de
poca humedad en donde habita la especie, pudiendo recorrer grandes distancias gracias
a las corrientes de viento produciendo un alto flujo génico entre las poblaciones como

sugieren los resultados de este trabajo.

8.3. Efecto de la configuracion geoldgica en la distribucion de la diversidad

genética en Q. glaucoides

El centro de México es identificado como la Zona de Transicibn Mexicana (Halffter,
1978), donde interactlian elementos nearticos y neotropicales. EI componente neartico
dentro de esta zona de transicion esta constituido por especies que se diversificaron en
las montafias de México durante el Plioceno, siendo el Istmo de Tehuantepec el limite
de distribucion austral (Morrone, 2004). La especie Q. glaucoides se distribuye dentro
de la zona de transicion, y tiene una afinidad hacia climas tropicales. La distribucion de
la especie estd limitada al sur por el Istmo de Tehuantepec, mismo que ha sido evaluado
como un punto importante de recambio de especies en la distribucién de los encinos
(Rodriguez-Correa 2015). El origen la especie Q. glaucoides no se ha establecido
claramente, sin embargo, es posible especular que haya tenido su origen durante el
Mioceno, época en donde especies de encino diversificaron en México (Hipp et al. 2018)
mismo periodo donde se produjo un incremento en la temperatura global (Zachos et al.

2001) y se ha propuesto el origen del bosque tropical seco en México (Becerra 2005).

Las provincias biogeograficas donde se distribuye Q. glaucoides son la SMS y la
FVTM. El origen de la SMS es antiguo, datado durante el Oligoceno, con cierta actividad
geologica durante el Mioceno temprano (Moran-Zenteno et al. 2007). Por su parte, la

FVTM ha tenido una formacion compleja y una actividad volcanica reciente. Las etapas
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que dieron origen a esta provincia fisiogréafica fueron durante i) el Mioceno temprano al
Mioceno medio, ii) el Mioceno tardio, iii) Mioceno tardio al Plioceno y iv) el Plioceno
tardio al Pleistoceno. Esta actividad geolégica intermitente provocd una

subestructuracién de dicha provincia (Gémez-Tuena et al. 2007; Ferrari et al. 2012).

Los analisis filogeogréaficos han mostrado una discontinuidad en el flujo génico entre
la seccién este y la seccion oeste de la FVTM, posiblemente atribuible a la reciente
actividad geoldgica en esta provincia (Matos & Schaal 2000; Jaramillo-Correa et al.,
2008; Bryson et al. 2011; Parra-Olea et al. 2012; Ruiz-Sanchez & Specht 2013) o debido
a su conectividad e interaccién con elementos de otras provincias (Corona et al. 2007).
En contraste, estas discontinuidades debido a la diferencia entre provincias o a la
reciente actividad volcanica parecen no haber influido en la distribucion de la diversidad
genética en Q. glaucoides tanto para las secuencias del ADNcp como para los nSSR.
Este patron de escasa diferenciacion entre las provincias y subsecciones de la FVTM
ha sido evidenciado por medio de estudios filogeograficos en otras especies (Gonzalez-
Rodriguez et al. 2004; Moreno-Letelier & Pifiero 2009; Rodriguez-Gomez et al. 2018), y
ha sido atribuido a contracciones y expansiones poblacionales producto de las
fluctuaciones climaticas que tuvieron lugar durante el Pleistoceno (Ornelas & Gonzalez

2014; Mastretta-Yanes et al. 2015; Rodriguez-Gémez et al. 2018).

El origen de las provincias, tanto de la SMS como de la FVTM datan del Oligoceno,
misma época en la que divergia la seccion Quercus (Hipp et al. 2018). Fue hasta el
Neogeno cuando la seccién Quercus se dispersé en todo el hemisferio Norte. Bajo este
escenario, se vuelve evidente que la formacién de ambas provincias fisiogréficas tanto
la SMS y FVTM no propiciaron eventos de vicarianza en la distribucién de la diversidad

genética como sugieren los resultados del AMOVA.

Los siguientes episodios de la evolucion de la FVTM fueron principalmente durante el

Mioceno, y dado que fue hasta el Mioceno medio cuando surge el linaje de encinos
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mexicanos en la seccion Quercus (~18 Ma AP) es posible que haya sido el mas reciente
episodio geoldgico en la evoluciéon de la FTVM durante el Plioceno-Pleistoceno en el
gue pudo tener un efecto sobre la estructura genética de Q.glaucoides, sin embargo los
resultados del AMOVA en este estudio muestra que existe muy poca diferenciacion
genética entre las poblaciones distribuidas en las diferentes secciones de la FVTM,
sugiriendo que la actividad geolégica de la FVTM tuvo un reducido efecto en la
distribucién de la diversidad genética de la especie Q. glaucoides. Estos resultados son
contrastantes con aquellos estudios filogeogréficos realizados en la FVTM donde se
encuentra un patrén de estructura genética este-oeste para diferentes taxones (Bryson
et al. 2011; Ruiz-Sanchez & Specht 2014), por otro lado, el estudio filogeografico
realizado en Q deserticola muestra este mismo patron que el reportado en este trabajo
de una alta estructura genética local sin una barrera geogréfica evidente (Rodriguez-

Gomez et al. 2018).
8.4. Efecto de las fluctuaciones climaticas del Cuaternario en la demografia

En este estudio filogeogréfico, se utilizan por primera vez secuencias de la regiéon trnC-
trnD en encinos del continente americano. Esta regién del cpDNA ha sido identificada
como una regiébn potencial para estudios filogenéticos por su gran tamafio y
polimorfismo (Demesure et al. 1995). Sin embargo, en este estudio, a pesar de la gran
longitud del fragmento analizado, se encontraron niveles muy bajos de diversidad
nucleotidica y haplotipica de esta regién del ADNcp en Q. glaucoides (Tabla 2). Los
resultados obtenidos en este estudio muestran la diversidad méas baja en comparacion
de analisis previos de secuencias de otras regiones del ADNcp y con otras especies de
encino (Cavender-Bares et al. 2011; Chen et al. 2012; Xu et al. 2015; Cavender-Bares
et al. 2015; Du et al. 2017). Estos valores bajos de diversidad genética pueden ser
producto de un cuello de botella relativamente reciente (~15 000 AP). El patrén de la
distribucion de la diversidad genética del ADNcp muestra una alta estructura genética

donde por lo general existe Unicamente un solo haplotipo por poblacion (Tabla 2).
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Los andlisis de la demografia histérica a partir de los valores de la D de Tajimay la
Fs de Fu no mostraron signos de un cuello de botella. Sin embargo, dado que eslos
valores se estiman a partir de la diversidad haplotidica y haplotipica, no es posible inferir
si realmente se muestra un patrén de un cuello de botella reciente, ya que, para este
caso, en la mayoria de las poblaciones, la diversidad nucleotidica y haplotipica fueron
iguales a cero. Por otro lado, el andlisis mismatch descarta una expansion poblacional
en las poblaciones de Q. glaucoides (Figura 6). El analisis bayesiano que implementa el
método de coalescencia para estimar la demografia a través del tiempo “Bayesian
skyline plot” muestra una reduccion en el tamano efectivo poblacional de la especie.
Evidenciando un posible cuello de botella que inicié hace alrededor de 15 ka y contindia

hasta la actualidad (Figura 7).

El analisis de la variacidbn de nSSR mostrd un patrén similar de un reciente cuello de
botella para algunas poblaciones de acuerdo con los resultados de BOTTLENECK tanto
en poblaciones de la FVTM (Tarimoro e IzGcar de Matamoros) y la SMS (Sta. Maria Ay,
Teotitlan, Tlazoyaltepec y Matatlan). Cabe destacar que todas estas poblaciones
ademas presentan Unicamente un solo haplotipo, a excepcion de Tarimoro y Matatlan
(Tabla 5). Sin embargo, para todas las demas poblaciones no se detecté un posible
evento de cuello de botella. Es necesario considerar el modelo bajo el cual esta
construida la prueba, segun la cual se espera un exceso de heterocigosidad en
poblaciones que hayan tenido una reduccién en su tamafio efectivo poblacional, debido
a que la pérdida de alelos es mas rapida que la perdida de heterocigosidad (Cornuet &
Luikart 1996). Sin embargo, se ha demostrado que si existe un fuerte cuello de botella
es posible que exista un alto grado de homocigosidad debido a que posterior al cuello
de botella, posiblemente las poblaciones quedaron fragmentadas y la recolonizacion se
da a partir de algunos refugios restringidos donde puede darse o no el flujo génico entre
los diferentes refugios (Hewittb 1996), o puede darse un alto flujo génico de las
poblaciones durante el tiempo que se vean restringidas a una area limitada debido a la
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escases de ambientes propicios para la especie (Petit, et al. 2002), homogenizando las
frecuencias alélicas, provocando una falta de estructura genética (Figura 9) y un alto
grado de homocigosidad provocando cierto grado de endogamia en las poblaciones

como se observa en los resultados de este trabajo para Q. glaucoides.

La paleodistribucion de Q. glaucoides muestra claramente que los cambios climaticos
durante el Cuaternario han producido constantes contracciones y expansiones de las
condiciones favorables para la especie. La mayor reduccion de la distribucién potencial
con respecto al presente se dio durante el UIG (Figura 10B), posteriormente se dio una
mayor favorabilidad ambiental durante el UMG con respecto al UIG, pero en un area
restringida al suroeste de la distribucién actual. Un desplazamiento de la distribucion
potencial tuvo lugar durante el Holoceno medio con respecto al UMG, con una
configuracion mas similar al presente, donde se dio una expansién de las condiciones
favorables a la especie hacia mayores latitudes y hacia la regién Oriental (Figura 10).
Estas contracciones y expansiones de la distribucion potencial, asociadas con la baja
capacidad de dispersion de las semillas, pueden ser responsable de la distribucion
segregada de los haplotipos en las poblaciones de Q. glaucoides. En este mismo
escenario es posible explicar que a pesar de los altos valores de diferenciacién, no se
muestra una sefial de estructura filogeografica (Gsr = Nsr). Este patrén puede ser
explicado ante un escenario de fragmentacion del habitat, como se ha visto en otras
especies que habitan en el bosque tropical caducifolio en el Neotropico. Esta
fragmentacion del bosque tropical caducifolio durante el UMG y el HM esta asociada
con el alto numero de endemismos en estas regiones, es decir que esta fragmentacion
produjo eventos de vicarianza en otros taxa de esta regién (Pennington et al. 2000. El
andlisis de correlacion entre la diversidad genética con los nSSR muestra cierta
congruencia con el escenario de un reciente cuello de botella y una recolonizacién hacia
mayores latitudes donde se observa una disminucion en el nimero de alelos en la region
del limite norte de la distribucion de Q. glaucoides (Figura 8).
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Estos patrones se han observado en especies de encino distribuidas principalmente
en zonas Holarticas (Petit, et al., 2002; Magri, et al., 2007; Gugger, et al., 2013), aunque
es contrastante con los patrones observados en especies de encino distribuidas en la
region neotropical (Gonzélez-Rodriguez et al. 2004; Rodriguez-Correa et al. 2017;
Rodriguez-Gémez et al. 2018;). Sin embargo, se ha observado que, las especies
distribuidas en regiones semiaridas en México, como en los valles centrales de Oaxaca,
sufrieron una contraccion y fragmentacion de la distribucién potencial en mdltiples
refugios durante el UMG (Ornelas et al. 2018). Este patron puede sugerir que existio
una contraccion en la extensiéon geogréfica de las condiciones climaticas calidas y secas
durante los cambios climaticos del Cuaternario, aunque, es necesario recopilar una

mayor cantidad de evidencia que sustente dicho escenario.

Ya que los cambios climéaticos del UMG y del UIG han repercutido de manera
diferente en las regiones del Neotropico (Metcalfe 2006), e hipotesis sobre posibles
refugios de los bosques neotropicales han sido explorados con mayor profundidad
sugiriendo un escenario alternativo donde posiblemente se experimenté una expansion
de dichos bosques neotropicales (Leite et al. 2016). De acuerdo con lo que sugieren los
resultados de este trabajo de investigacion, es necesario llevar a cabo una exploracién
mas profunda de los efectos del cambio climéatico en especies con afinidad a climas

calidos y secos como en la especie de encino Q. glaucoides.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran los posibles efectos de un cuello de
botella, es decir, los signos de endogamia biparental en los marcadores nucleares y la
reduccion reciente del tamafio efectivo poblacional y la alta estructura genética en los
los marcadores de ADNcp. Este cuello de botella puede estar fuertemente relacionados
con los ciclos glaciares experimentados en el Cuaternario, puesto que existe evidencia
de que en las zonas donde actualmente existe un clima calido y con vegetacion xerdfila,

durante el UMG estas estuvieron ocupadas por bosques templados, debido a un
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aumento en la precipitacién y un importante decremento el area del bosque tropical

caducifolio (Prentice et al. 1993; Wu et al. 2007).

9. Conclusiones

e Se observa una baja diversidad genética en el ADNcp y una carencia de
estructura genética en los marcadores nSSR en las poblaciones de Q.
glaucoides a lo largo de su distribucion.

e Existen diferencias claras entre el flujo génico mediado por polen y por semillas.
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e Los eventos geoldgicos en la parte central de México parecen no tener un efecto

en la distribucion de la diversidad genética de los linajes de los genes para Q.

glaucoides.

e Los resultados sugieren una disminucion del tamafio efectivo poblacional

reciente y de la extension de la distribucién potencial, producto de los cambios

climéticos del Cuaternario, aunque, es necesario realizar un estudio a mayor

detalle para confirmar este patron.
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