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RESUMEN

En la actualidad se desconoce la mayor parte de la biodiversidad fungica, especialmente
en lo que se refiere a las comunidades de endofitos. Con ayuda de los estudios genéticos
se ha descubierto la historia evolutiva de muchas especies. Este estudio se enfoca en la
reconstruccion de la demografia historica del hongo endéfito Lophodermium nitens
Darker en la Sierra Madre Occidental (SMOcc). Al mismo tiempo, se introduce el
indice de biodiversidad S, de uso comun en ecologia para estimar la diferenciacion

interespecifica; como un estimador de la diferenciacion genética entre subpoblaciones.

Usando como marcadores moleculares dos loci de DNA nuclear, CHS-1 (298pb)
y ACT (193pb) en una muestra de siete subpoblaciones de L. nitens en la SMOcc, se
encontro que las subpoblaciones de L. nitens tienen alta diversidad haplotidica y poca
diversidad nucleotidica (Hd = 0.7470, = = 0.0054, 6 = 0.0110 para el locus CHS-1 y
Hd = 0.7550, = = 0.0065, 6w = 0.0219 para ACT) lo que sugiere una expansion
demograéfica en el pasado. Por su parte, se encontraron patrones complejos de
diferenciacion entre subpoblaciones; existe alta diferenciacion entre las poblaciones El
Salto y Bolafios usando ambos loci, con Fst = 0.2177 Sy, = 0.8064 y £ = 0.8000 para el
locus CHS-1y Fst = 0.6615, Sy, = 1.0 and 8 = 1.0 para el locus ACT. El analisis
comparativo de los diferentes estimadores de la diferenciacion poblacional revelé una
alta correlacion entre Fsr y Snn, (rxy = 0.9478 con P = 0.0003) y que el indice f es mas

sensible que Fst Y Snn.

La inferencia de los tiempos desde la expansion corresponde a dos diferentes
periodos glaciales del Pleistoceno. El Nested Clade Phylogeographic Analysis (NCPA)
también concluy6 expansiones poblacionales, el TMRCA asociado con las inferencias
demogréficas es 710,000 afios para el locus CHS-1 y 7150,000 afios para el locus ACT,
ambos corresponden a un periodo interglacial. Asimismo, el NCPA sugiere aislamiento
por distancia entre algunas subpoblaciones. La demografia historica de L. nitens es
similar en otras regiones biogeogréficas de México como la FVTM, ademas de que es
complementaria con otras especies de afinidad templada en la SMOcc como Pinus

strobiformis Engelmann y Picea chihuahuana Martinez.



ABSTRACT

Currently, most of the fungal biodiversity is unknown, specially the communities of
fungal endophytes. Recent genetical techniques allowed the discovery of the
evolutionary histories of many fungal species. This study focuses in the reconstruction
of the historical demography of the fungal endophyte Lophodermium nitens Darker in
populations of the Sierra Madre Occidental. At the same time, we introduce the use of
the index of biodiversity £, commonly used in ecology for interespecific differentiation;
to detect genetic differentiation among subpopulations.

We amplified and sequenced two DNA nuclear loci, CHS-1 (298bp) and ACT
(193bp) from individuals sampled in seven subpopulations of L. nitens in the SMOcc.
These markers revealed high haplotype diversity and low nucleotide diversity and
population mutation rate for both loci (Hd = 0.7470, = = 0.0054, 6 = 0.0110 for the
locus CHS-1 and Hd = 0.7550, = = 0.0065, 6w = 0.0219 for ACT) which are suggestive
of past population expansion. On the other hand, we found complex patterns of genetic
differentiation among subpopulations. For instance, there are high levels of gene flow
between most of the subpopulations but populations El Salto and Bolafios are higly
differentiated using both loci (Fst = 0.2177 Sy, = 0.8064 and = 0.8000 for the locus
CHS-1 and Fst = 0.6615, Sy = 1.0 and g = 1.0 for the locus ACT). The comparison
between genetic differentiation estimates showed that there is a high correlation
between Fst and Snn, (rxy = 0.9478 with P = 0.0003) and that index $ is more sensible
than Fst and Spn.

The inferred times since population expansion correspond to two different
glacial periods of the Pleistocene. Nested Clade Phylogeographical Analysis also
concluded population expansions, the TMRCA associated with this demographic
inference is 710,000 years for CHS-1 locus and 715,000 years for locus ACT, which
corresponded to an interglacial period. Also, the NCPA suggest isolation by distance
among some populations. The historical demography of L. nitens is similar to that
observed for the same species in other biogeographical regions of Mexico, such as the
Trans-Mexican Volcanic Belt. Moreover, information from this study is complementary
to other species of similar habitat affinity in SMOcc, specifically Pinus strobiformis

Engelmann and Picea chihuahuana Martinez.



INTRODUCCION
Los hongos endofitos

La diversidad de hongos ha sido estimada en 1.5 millones de especies, considerando a
las que no se conocen y apenas se han empezado a estudiar, como a las comunidades de
endoéfitos (Hawksworth 2001, Arnold 2007). Los hongos enddéfitos se denominan asi por
desarrollar parte de su ciclo de vida dentro de las plantas sin causar un dafio aparente
(Arnold 2007, Finlay y Clay 2007). La mayoria de los end6fitos conocidos pertenecen a
la Divisién Ascomycota y algunos a la Divisiones Basidiomycota y Zygomycota
(Higgins et al. 2007). Por su parte, los Ordenes Helotiales y Rhystimatales,
pertenecientes a la Division Ascomycota, son dominantes de las comunidades de
hongos endofitos en las gimnospermas (Wang et al. 2006, Arnold 2007).

Existen dos grandes grupos de hongos endoéfitos, los denominados
clavicipetéceos y los no-clavicipetaceos (Arnold 2007). La principal diferencia entre
ambos grupos es el modo de transmision, pues los primeros se transmiten generalmente
por via vertical (de padres a hijos); mientras que los segundos se transmiten via
horizontal, es decir que cada nueva generacion adquiere sus hongos endofitos de novo.
Existen otras diferencias entre ambos grupos. Los hongos clavicipeticeos estan
circunscritos a algunos géneros de pastos donde son capaces de beneficiar a sus
hospederos incrementando su tolerancia a condiciones adversas del ambiente, como la
termotolerancia y tolerancia a la salinidad (Clay y Scharld 2002, Kutil 2007). Por su
parte, los hongos end6fitos no-clavicipeticeos se encuentran presentes en hepaticas,
musgos, helechos, coniferas y angiospermas; corresponden a muy diversos linajes
dentro de Ascomycota (v.gr. los Ordenes Helotiales, Rhytismatales y Xylariales) en la
mayoria de las veces sus interacciones ecoldgicas no estan definidas (Saikkonen et al.
1998), van desde los comensales y mutualistas hasta los patdgenos latentes (Ortiz-
Garcia et al. 2003).

Se ha sugerido que la transicion de patogénos a no-patogénos de muchos
endofitos clavicipetaceos ocurrié posiblemente a presiones de seleccion natural (Clay y
Scharld 2002) por medio de mutaciones puntuales (Freeman y Rodriguez 1993) y de
genes que pueden transferirse desde otras especies (Friesen et al. 2006). Por su parte,
los endéfitos no-clavicipetaceos tienen interacciones muy variadas cuyo origen no
siempre ha sido claro. Por ejemplo, algunos géneros de hongos endéfitos de arboles (no-

clavicipetéceos) tienen especies que pueden causar enfermedades como la caida de las



aciculas de algunos pinos ademas de especies que no son patégenas (Minter 1981,
Ortiz-Garcia et al. 2003, Arnold 2007). Asimismo, se ha sugerido que algunos endéfitos
no-clavicipetaceos pueden ser Utiles para limitar el dafio causado por hongos parasitos
ya que ocupan espacio dentro de los tejidos aéreos de arboles sanos (Deckert et al.
2001b), lo que representaria una forma muy particular de mutualismo. En muchos casos
las relaciones filogenéticas entre hongos patégenos y endofitos es muy estrecha, de
modo que es dificil establecer cual seria la condicion ancestral, ademas de que
frecuentemente los pares patogeno-end6fito comparten un hospedero en comin (Sieber
2007).

No sélo las interacciones ecoldgicas de los endéfitos no-clavicipetaceos son
complejas, las comunidades que forman dentro de sus hospederos también lo son
(Hawksworth 2001). Se ha encontrado que de esta complejidad en las comunidades de
hongos endofitos generalmente se encuentra una especie dominante asociada

preferentemente a una especie de hospedero (Arnold 2007).
El género Lophodermium

El género Lophodermium pertenece a la Familia Rhytismataceae; sus especies
generalmente son endéfitos dominantes en las pinaceas (Johnston et al. 2003, Ortiz-
Garcia et al. 2003, Arnold 2007) aunque también se encuentran asociados a

angiospermas (Cannon y Minter 1983, Johnston 2001).

Minter (1981) reconoci6 16 especies de Lophodermium en pinos basandose
Unicamente en datos morfoldgicos. Sin embargo, los caracteres que utilizé son lo
suficientemente robustos como para distinguir, en lo general, especies verdaderas. Asi
lo demuestran la filogenia molecular del género en donde la mayoria de las

morfoespecies forman grupos monofiléticos (Ortiz-Garcia et al. 2003).

En cuanto a su especificidad, se ha encontrado que hay una relacion a nivel de
subgenero de hospederos en los pinos (Ortiz-Garcia et al. 2003). Lo anterior sugiere que
la relacion hospedero-hongo para este género es muy antigua; sin embargo, existen muy

pocos fosiles (Jasinski y Serge 2007) como para probar esta hipotesis.



Lophodermium nitens y su micromorfologia

La morfologia del ascoma de L. nitens es de tipo apotecioide simple y univoco. En la
Figura 1 se muestra una micrografia (10X) de un corte transversal del ascoma de L.
nitens en el que se observan los caracteres diagnosticos de la especie. Los ascomas se
caracterizan por estar muy melanizados, ser subcuticulares, sin labios en la hendidura y
presentar lineas de zona abundantes, también melanizadas (Darker 1967, Minter 1981).
Las lineas de zona son formaciones de hifas engrosadas y melanizadas cuando ocurre el
encuentro de dos individuos genéticamente diferentes. Ademas, en un estudio genético,
Deckert y colaboradores (2002) sugieren que L. nitens es un hongo heterotalico, es

decir, que se entrecruza durante la reproduccion sexual.

El rango de hospederos para L. nitens est restringido al subgénero Strobus y la
subseccion Strobi en Norteamérica. En particular, Pinus ayacahuite Ehrenb. y P.

strobiformis Engelmann son los Unicos hospederos de este hongo en México.

En un estudio de las subpoblaciones de L. nitens en la FVTM con el marcador
molecular ACT se encontrd que éstas tuvieron alta diversidad haplotidica, poca
diversidad nucleotidica, poca diferenciacion entre subpoblaciones (estimada con Fsty
Snn), los tamafios poblacionales estimados fueron altos, una red de haplotipos en forma
de estrella y la distribucion mismatch se ajust6 al modelo de expansion por lo que se
infiere que sus subpoblaciones crecieron durante los periodos glaciales y se contrajeron,
aisl&ndose unas de otras, durante los periodos interglaciales. Se sugiere que algunas de
sus subpoblaciones tuvieron migracion y/o contacto secundario durante los periodos
glaciales (Santini 2007).

Figura 1. Corte transversal de Lophodermium nitens tomado de Salas-Lizana (1998).



Ciclo de vida de Lophodermium nitens

El ciclo de vida de L. nitens comienza con la infeccion de agujas de mas de dos afios por
medio de ascosporas liberadas del ascoma cuando el ambiente es suficientemente
himedo (Deckert y Peterson 2000). Las ascosporas son hialinas, endebles, se dispersan
a pocos metros. Se sugiere que L. nitens es capaz de penetrar al hospedero produciendo
hifas que infectan a las agujas de un nuevo hospedero (Deckert et al. 2001). A partir de
estas hifas se desarrolla un micelio intercelular de donde se forman haustorios que
absorben las sustancias nutritivas. Aunque L. nitens cominmente produce conidios, se
piensa que éstos Unicamente tienen funcion de gametas, pues no pueden causar
infeccion (Osorio y Stephan 1991). Una vez en el interior del hospedero, el hongo
crecerd intercelularmente de una manera muy lenta y no agresiva. Mas de un individuo
es capaz de colonizar una aguja en particular, de hecho se ha estimado que puede haber
un individuo genéticamente diferente cada 4 mm a lo largo de la aguja (Deckert et al.
2002). Algunos factores como la disposicion de las ramas al viento o la humedad, asi
como la lluvia modifican la densidad de colonizacion de una aguja en particular. Por
ejemplo, la lluvia causa que el agua se acumule en la parte distal de las agujas,
arrastrando con ella la mayoria de las esporas y provocando que esta parte presente mas
infecciones (Deckert y Peterson 2000, Deckert et al. 2001). La senescencia de las agujas
provoca que el crecimiento de L. nitens se acelere y que se active la reproduccion
sexual, de tal manera que se forman apotecios en las agujas amarillas, que maduran y
propagan ascosporas nuevas antes de caer junto con las agujas muertas al suelo. Se ha
observado que Lophodermium no es un buen competidor en la hojarasca y que su
actividad metaboélica en este medio es nula (Muller et al. 2001). El ciclo de vida dura en

promedio 1.5 afios (Deckert et al. 2002).
Los pinos en México

El origen del género Pinus es muy antiguo, su divergencia con respecto a otros Géneros
de Pinaceae se estima en alrededor de 140 millones de afios (Wang et al. 2000) y
actualmente cuenta con 111 especies reconocidas en todo el mundo (Garcia Arévalo y
Gonzélez 1998). En México se encuentran 49 especies de pinos, por lo que se considera
segundo centro de diversificacion del género Pinus (Perry 1991); con regiones de alta
biodiversidad dentro del pais. Por ejemplo la Sierra Madre Occidental (SMOcc) que
cuenta con alrededor de la quinta parte de todas las especies reconocidas en el mundo

(Garcia Arévalo y Gonzalez 1998).



Las especies de pinos son el sustento de los recursos forestales en México ya que
es importante la captacion de agua hacia los mantos acuiferos por medio de bosques de
galeria, de pino y de pino—encino (Garcia Arévalo y Gonzalez 1998) al igual que los
recursos econémicos como la madera, papel, resinas y ornamentos (Gernandt et al.
2005).

Pinus strobiformis, el hospedero de L. nitens en la Sierra Madre Occidental

La Unica especie hosperdera de L. nitens en la SMOcc es P. strobiformis, clasificada
dentro del Subgénero Strobus y a su vez dentro de la Seccion Quinquefoliae (Gernandt
et al. 2005). Su distribucion va desde el suroeste de Estados Unidos hasta el norte de

Meéxico. En la Figura 2 se ilustran ejemplares de P. strobiformis.

Los arboles de P. strobiformis se caracterizan por presentar alrededor de 40 m de
altura cuando adultos, copa cénica y s6lo abierta en sitios secos; su corteza
generalmente es delgada, lisa y gris en los ejemplares juveniles, rugosa, café, y con
placas rectangulares en los arboles adultos (Figura 2b). Las hojas en forma de aguja, o
aciculas, se encuentran agrupadas en fasciculos de cinco, con un largo de seis a doce
centimetros, 0.7 mm de ancho y 0.6 mm de grosor. La superficie dorsal de las aciculas
es verde claro, la ventral gris azulosa con estomas (Farjon y Styles 1997, Garcia

Arévalo y Gonzalez 1998) (Figura 2a).

A B

Figura 2. Caracteristicas principales de Pinus strobiformis a) Cono y aciculas y b) arbol
adulto (Fotografias de A. Moreno-Letelier).

Los conos de P. strobiformis son colgantes, ligeramente curveados, de 10 a 24
cm de largo. Cada escama cuenta con dos semillas color café o pardo con ala
rudimentaria de 1 mm de largo o sin ella. Se distribuye en cafiadas himedas y laderas

sombreadas entre 2,400 a 3,200 m s.n.m en bosques de galeria, de pino y de pino—



encino (Perry 1991, Farjon y Styles 1997, Garcia Arévalo y Gonzéalez 1998, Moreno-
Letelier y Pifiero 2009) (Figura 2a).

La Sierra Madre Occidental

Meéxico esta dividido en once provincias morfotectdnicas (Ferrusquia-Villafranca 1998),
de las cuales, la SMOcc cuenta con la mayor extensién (289,000 km?) que es
aproximadamente el 14.68% del territorio nacional.

Las rocas andesiticas y basalticas son predominantes en la SMOcc porque son el
resultado de dos periodos de formacion diferentes, caracterizados por actividad
volcénica intensa (Mc Dowell y Clabaugh 1981, Ferrari 1995). El primero fue durante
el Oligoceno (31.5-28 Ma) y el segundo durante el Mioceno (23.5-20 Ma).

Los bosques de pino-encino que actualmente dominan en la SMOcc
probablemente sustituyeron a bosques mixtos de coniferas. Los géneros Abies y Picea,
junto con especies de afinidad templada-fria, como P. strobiformis, tenian una
distribucion geogréfica mas amplia durante el Mioceno. Estos cambios en la
composicion de la biota, asi como cambios del tamafio de la poblacion y el &rea de
distribucion de P. strobiformis probablemente estan asociados a los ciclos glaciales del
Pleistoceno (Moreno-Letelier y Pifiero 2009). Actualmente las poblaciones de P.
strobiformis se encuentran aisladas geograficamente y en la SMOcc son de mayor
extension, comparadas con las del resto de la RepUblica Mexicana (Moreno-Letelier y
Pifiero 2009).

Inferencia de eventos historicos

Los eventos historicos se definen como los procesos demogréficos que dejaron
“innovaciones” genéticas en las poblaciones del presente (Avise 2000, Epperson 2003)
y es posible asociarlos a eventos historicos de la Tierra como los cambios climaticos del
Pleistoceno. La comprensidn de los procesos demogréficos depende del adelanto y
resolucion en las simulaciones computacionales que incorporen diferentes modelos de
crecimiento poblacional, de fragmentacion y patrones de migracion estocasticos y

complejos (Epperson 2003).

Dentro de los eventos histéricos cominmente encontrados, el flujo génico
restringido se caracteriza porque los individuos de una 0 mas especies presentan
movimientos geograficos limitados en una generacion dada; las fragmentaciones se

caracterizan porque una poblacion se separ6 en dos 0 mas subpoblaciones sin que estas



tuvieran algun contacto posterior por medio de flujo genético y las expansiones
poblacionales se caracterizan por el incremento en nimero de individuos y/o su

extension a nuevas areas geogréficas (Templeton 2006).
Diversidad genética

La diversidad genética se sustenta en los conceptos de locus y alelo (Gillespie 2004,
Hedrick 2005). Un locus es el lugar en el mapa de un cromosoma donde se puede
encontrar un alelo. Por su parte, los alelos pueden estar en un individuo con dos copias
cromosémicas o en un locus haploide, llamado haplotipo (Templeton 2006). Las
variantes de un mismo locus, dadas por un nucleétido o el conjunto de ellos, son los
alelos. Asimismo, los sitios polimérficos o nucleotidos diferentes entre secuencias de
DNA de una muestra de individuos son el resultado de las mutaciones. Estos sitios se
usan como estimadores de la variacion genética, de alelos y/o haplotipos y para inferir
eventos historicos (Avise et al. 1987, Templeton 2006). Se clasifican en singletones a
los sitios de DNA en donde ocurrié una sustitucion y que sélo se encuentran en una
secuencia y sitios informativos a las sustituciones que se presentan en dos 0 mas
secuencias. Otro tipo de mutaciones son las inserciones y/o deleciones, conocidos como
indels por su contraccion en inglés (Nei y Kumar 2000).

La variacion genética puede estimarse de diversas formas. Cominmente se
estima la variacion de haplotipos, la variacion a nivel nucle6tidos y la tasa de mutacion
por poblacion. De este modo, la variacion de haplotipos, o diversidad haplotidica (Hd);
en una poblacion puede estimarse por medio de la frecuencia de sus alelos. En la
ecuacion 1 se puede observar que es practicamente idéntica a la heterocigosidad en un
modelo Hardy-Weinberg (Gillespie 2004):

Hd =1—ipf M

en donde p; es la frecuencia del i-ésimo haplotipo y k es el nimero de alelos
diferentes (Nei 1987).

De igual forma, otro estimador de la variacion genética en una poblacion es la

tasa de mutacion por poblacion 6y (Watterson 1975):

0, =4N.u (2)
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en donde u es la tasa de mutacion por gene por generacion y Ne es el tamafio
efectivo poblacional (Watterson 1975). Para organismos haploides se supone 2N,

porque se estima solo la mitad del tamafio efectivo poblacional (Rozas et al. 2003).

El tercer estimador de la variacion genética mas usado con datos moleculares es

la variacion a nivel nucle6tidos o =, estimada de la siguiente manera:
ﬁ=22pi(l_ pi) 3
i=1

donde p; es la frecuencia del i-ésimo haplotipo, es decir, = es la heterocigosidad

o el promedio de diferencias nucleotidicas entre pares de haplotipos (Nei 1987).

La comparacion entre los diferentes estimados de diversidad génica es Util para
explorar el equilibrio entre la deriva y la mutacion, ademas se emplean para inferir

eventos historicos en las poblaciones (Avise 2000, Excoffier et al. 2005).

Diferenciacion poblacional y las unidades locales de apareamiento

El cambio de las frecuencias de los alelos en las poblaciones naturales estéa relacionado
profundamente con su estructura y se emplea para distinguir las unidades locales de
apareamiento (Gillespie 2004). Cuando las poblaciones no tienen flujo génico entre
ellas forman elementos aislados llamados subpoblaciones o unidades locales de

apareamiento (Futuyma 2005, Templeton 2006).

El aislamiento genético ocurre cuando todos los individuos que contribuyen a la
siguiente generacion provienen de la misma subpoblacidn sin una contribucién de
individuos de otras subpoblaciones; los apareamientos en estas subpoblaciones ocurren
sin extenderse al total del area de distribucion de la especie (Gillespie 2004). Asimismo,
el flujo génico ocurre cuando los apareamientos se llevan a cabo entre subpoblaciones
(Templeton 2006).

En subpoblaciones aisladas la deriva genética fija (y elimina) linajes al azar en
cada una de ellas, en un proceso conocido como sorteo de linajes, o lineage sorting en
inglés. Este proceso se completa en un tiempo variable que depende del tamafio efectivo
de las subpoblaciones divergentes o, lo que es lo mismo, de la intensidad de la deriva
genética y la mutacion (Avise 2000). Asi, dos 0 mas poblaciones pueden compartir
linajes (y alelos) porque no ha pasado el tiempo suficiente desde su divergencia para

que se complete el sorteo de linajes (fendémeno conocido en inglés como incomplete



lineage-sorting); aunque también cabe la posibilidad de que compartan alelos por

migracion, posterior a la divergencia (Hey y Machado 2003).
Fsrcomo estimador de la diferenciacion poblacional y del flujo genético

El estadistico Fst, propuesto por Wright (1951) compara la frecuencia relativa de los
distintos alelos en las subpoblaciones individuales con la frecuencia de éstos en el total
de la muestra. La Fsr puede ser estimada de diferentes formas, una de ellas se basa en
las probabilidades de muestrear alelos idénticos por estado por cada subdivision
geografica comparada con el total de la muestra. En las ecuaciones 4 y 6, Gt es la
probabilidad de que dos alelos tomados al azar para el total de la muestra de una
poblacion sean idénticos por estado. En las especies donde el tamafio poblacional es
infinito el valor de Gr es cero. De forma similar, en las ecuaciones 5y 6, Gs es la
probabilidad que dos alelos tomados al azar en una subpoblacion sean idénticos por
estado (Gillespie 2004):

Gr=p°+0a® (4)

G =Y c(pi+q) ()

-5
o1 = (6)
1-G
donde p y g son las frecuencias alélicas (en un modelo de un locus con dos
alelos), pi es la frecuencia del primer alelo muestreado en la iésima subpoblacion y gi es
la frecuencia del segundo alelo muestreado en la iésima subpoblacion en las ecuaciones

4y 5y c;es la contribucién de cada subpoblacion a la muestra total.

Cuando el valor de Fsr es cero no hay diferenciacion entre las subpoblaciones;
cuando el valor de Fst es uno, las subpoblaciones no comparten alelos, estan

completamente diferenciadas (Hedrick 2005).

Suponiendo que las subpoblaciones se separaron en un tiempo infinito hacia el
pasado, es decir, que toda la variacion compartida entre las subpoblaciones se deba
Unicamente a flujo genético posterior a la divergencia y no al sorteo incompleto de
linajes (ver mas arriba), la Fst, puede ser usada para estimar el tamafio efectivo de
migrantes por generacion (Nm) y la tasa de migracion, m (Excoffier et al. 2005). En la
ecuacion 7 se muestra la relacion entre Fst y Nm cuando las poblaciones estan en

equilibrio entre la deriva genética y la mutacion (Wright 1951):
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El vecino mas cercano, Sy, otro estimador de diferenciacion entre

subpoblaciones

Una forma de estimar la diferenciacion poblacional con datos de secuencias de DNA es
por medio del estadistico Sn, “el vecino mas cercano” (Statistic of the nearest neighbor
en inglés) (Hudson 2000). Los supuestos al estimar diferenciacion con este estadistico
son: las secuencias tienen la misma longitud, no presentan gaps (eliminacion o insercion
de nucledtidos, indels), y que los individuos comparados se colectaron en dos 0 mas
subpoblaciones. Sy, estima el menor nimero de diferencias nucleotidicas entre pares de
secuencias y le denomina “vecinos” a las secuencias més parecidas. De cada secuencia
se toma el nimero de vecinos cercanos genéticamente y se divide entre el nimero de
vecinos cercanos por cada subpoblacion. Asi, Sn, estima el promedio de las razones de

los vecinos mas cercanos entre los vecinos geograficos méas cercanos:
n
S :ZHXJ- /n (8)

donde X;.es la razon de vecinos mas cercanos genéticamente entre vecinos mas
cercanos geograficamente para cada secuencia desde j hasta n. Para este estadistico se
ha desarrollado una prueba de permutaciones, para establecer la significancia de las
comparaciones, que reasigna los haplotipos de forma aleatoria en las localidades. Sp,
toma valores de cero a uno; cero significa que las secuencias mas relacionadas se
encuentran en localidades distintas; uno significa que las secuencias més relacionadas se

encuentran siempre en la misma localidad representando alta diferenciacién genética.
Entre la ecologia y la genética de poblaciones: el indice 8

Los conceptos de genética de poblaciones han sido empleados por ecdlogos de
comunidades y viceversa. Un ejemplo es el indice de Simpson (1949) que estima la
diversidad especifica de forma similar a la heterocigocidad (ecuacion uno). Por su parte,
Hubell (2005) propuso una teoria analoga a la Teoria neutral de evolucién molecular
(Kimura 1983) para explicar los patrones de variacion a nivel especifico.

En el presente estudio se propone emplear el indice de diversidad  como un
estimador de la diferenciacion entre subpoblaciones de la misma especie y se espera que

sea mas efectivo que los estimadores empleados cominmente, Fst y Spn, porque no es



sensible a la cantidad de variacion genética en la muestra. No es la primera vez que se
sugiere a este estimador de la biodiversidad para estudiar la diferenciacion genética; por
ejemplo, se han hecho demostraciones matematicas sobre las semejanzas y diferencias
entre § y Fst (Pifiero 2005).

El indice # mide el recambio de especies entre localidades, para datos genéticos
se emplean las secuencias nucelotidicas como identidades equivalentes a las especies.
Una de las formas mas usadas para estimar $ son los datos de presencia/ausencia de las

diferentes especies (Koleff et al. 2003) expresado de la siguiente forma:

/3._A4J2;tfig, @)

Ca+b+c

donde £ estima el nimero de secuencias diferentes entre un par de
subpoblaciones, b y c; a son las secuencias que comparten las subpoblaciones
comparadas, b es el nimero de secuencias diferentes encontradas en la primera
subpoblacion pero no en la segunda y c es el nimero de secuencias diferentes
encontradas en la segunda subpoblacién pero no en la primera (Krebs 1999, Gaston et
al. 2001, Koleff et al. 2003).

El aislamiento por distancia y la prueba de Mantel

La prueba de Mantel (Mantel 1967) estima la correlacion entre dos matrices cuadradas.
Esta prueba se aplica cominmente para demostrar si existe aislamiento por distancia
entre subpoblaciones; esto quiere decir, que la variacion genética esta mas relacionada
entre subpoblaciones cercanas que entre subpoblaciones distantes como resultado del
flujo génico entre subpoblaciones cercanas (Wright 1943, Hey y Machado 2003). La

correlacion entre las dos matrices cuadradas es:

SP(X,Y)

" = ISS(X).SS(Y) 10

donde X={Xij} y Y={X;j} son matrices cuadradas, en este caso son estimados de
la distancia, genética o geogréfica, entre pares de subpoblaciones, SP es el producto de
dos matrices cuadradas y SS es la suma de cuadrados de una matriz cuadrada (Excoffier
et al. 2005). Para este coeficiente de correlacion se ha desarrollado una prueba de

permutaciones para distinguir los valores aleatorios (Excoffier et al. 2005).

Delimitacion de la estructura genética empleando SAMOVA



El nombre SAMOVA proviene del inglés Spatial Analysis of Molecular Variance
(Dupanloup et al. 2002). Este método delimita grupos de poblaciones altamente
diferenciados uno de otro suponiendo que son genética y geograficamente homogéneos.
El SAMOVA puede ser usado con datos de haplotipos, no supone equilibrio Hardy-

Weinberg, ni equilibrio de ligamiento entre los loci empleados.

El SAMOVA emplea el procedimiento de recocido o simulated annealing para
examinar la composicion de los grupos de poblaciones por medio de barreras genéticas,
identificadas por lineas construidas por poligonos de VVoronoi. Antes de iniciar algin
analisis en este programa es necesario definir el nimero de grupos (k) que se quieran
obtener, desde dos hasta n-1 poblaciones muestreadas. Por medio del recocido se
selecciona un limite al azar entre poblaciones al que se le denomina barrera. Las
barreras son modificadas y el valor de Fcr, que es la medida de diferenciacion de
poblaciones en diferentes grupos, es evaluado. El valor aceptado al final del algoritmo

es aquel que maximiza el valor de Fcr (Excoffier et al. 2005).



Demografia histérica

La demografia historica estudia la variacion en los tamafios poblacionales, tasas de
migracion y eventos de divergencia entre poblaciones a lo largo de un periodo de
tiempo en el pasado reciente (Hey y Machado 2003). La demografia historica emplea
generalmente datos genéticos muestreados al nivel de poblaciones o especies muy
cercanamente relacionadas (Hey y Machado 2003). En general, los datos genéticos
estan compuestos de haplotipos, simples o multilocus (Carbone y Kohn 2001), para los
cuales se supone un modelo de alelos infinito, sin recombinacion intragenética y, en el

caso de ser multilocus, con segregacion independiente (Watterson 1975).
Los crecimientos demogréficos histdricos

Tajima (1989) desarrollé una prueba llamada D (ahora conocida como la D de Tajima,
en su honor) que pone a prueba la hipdtesis de que la mayoria de la variacién genética
de una poblacion natural es neutra. Se puede entender por neutralidad dos cosas
diferentes usando esta prueba. La primera acepcion se refiere a la hipdtesis nula de que
todas las mutaciones son selectivamente neutras y sélo la deriva genética en conjunto
con la mutacién son las responsables de la variacion observada; la hipdtesis alternativa
en este caso es la seleccion natural. La segunda acepcion se refiere a un modelo nulo de
poblaciones Wright-Fisher (Fisher 1930, Wright 1931) con tamafio efectivo de
poblacion constante contrastado con una hipdtesis alternativa en la que las poblaciones
fluctian de tamafio, ya sea que hayan crecido o disminuido. El estadistico de Tajima
compara la variacion de dos estimadores no sesgados del promedio de las diferencias
pareadas, © (Nei 1987) menos 6 = 2N.u; la theta de Waterson (1975), estimada a partir
de los sitios segregantes sobre su desviacion estandar que funciona como una constante

normalizadora, C:

n-1 n-1
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donde i es el nimero de alelos, n el tamafio poblacional y S, el estimado de los

sitios segregantes. Ademas, la D de Tajima estandariza las variaciones para que se tenga
una inferencia solamente con el valor y signo de D. Cuando D = 0, no hay diferencias
entre los dos estimadores de @'y la hip6tesis nula de neutralidad (sea selectiva o
demogréfica) no se puede refutar. Cuando D > 0 puede deberse a un decremento en el
tamafio poblacional o seleccion balanceadora. Con valores de D < 0 hay un gran
nimero de alelos raros en la muestra, debido a una expansion poblacional 0 a un

periodo fuerte de seleccion purificadora (Gillespie 2004).

Otra prueba de neutralidad es la desarrollada por Fu (1997) basada en el modelo
de sitios infinitos sin recombinacion (Watterson 1975) apropiada para secuencias
nucleotidicas. Fu (Fu 1997) define S” como la probabilidad de observar una muestra

neutral al azar de la siguiente manera:

S'=Pr(K >k, |Q, =%) @19)

SI
1-8'

Fo=InG>2) (20)

donde K > kqps €s la probabilidad de observar una muestra neutral aleatoria con
un namero de alelos igual o mayor al observado con la condicion de que el estimado por
sitio de la tasa de mutacién poblacional 6y (Watterson 1975) sea igual al promedio de
diferencias pareadas, = (Nei 1987). Posteriormente definié el estadistico Fs como el
logaritmo natural del estimado de S” dividido entre su frecuencia relativa que es la razon
del nimero de valores en un intervalo entre el nimero total de valores (Pagano y
Gauvreau 2001).

Al igual que la prueba de Tajima (Tajima 1989), los valores positivos en la
prueba de Fs de Fu (Fu 1997), pueden deberse a un decremento en el tamafio
poblacional o a seleccion balanceadora y los valores negativos pueden deberse a una

expansion poblacional o a seleccion purificadora. La prueba Fs de Fu tiene una gran



sensibilidad a las expansiones demogréficas. La diferencia en este estadistico con
respecto a la D de Tajima es que el 2% de la significancia del primero corresponde al

5% de la significancia del segundo (Excoffier et al. 2005).

Una forma distinta a las pruebas de neutralidad para detectar expansiones
demogréficas es la distribucion de las diferencias nucleotidicas pareadas, o mismatch
distribution (Rogers y Harpending 1992). La distribucién mismatch supone un modelo
de sitios infinitos (Kimura 1969) donde cada mutacion origina un alelo nuevo; esta
distribucion representa las frecuencias relativas de las diferencias de pares de bases
entre secuencias. La distribucién mismatch depende de la probabilidad de observar

diferencias entre dos secuencias, Fi”:

R (0,05, 7) = F () +exp[—f(010+l)jifji[ﬁ_j(90)— Foi(6)] @y

donde 7 = 2ut que es la unidad de tiempo mutacional en la que difieren los pares
de secuencias, el cambio en la tasa de mutacion poblacional de 6y = 2Nou a 61 = 2Nju y

las diferencias entre secuencias se denotan de i a j, cuando i # j.

La distribucion mismatch nos permite caracterizar los episodios de crecimiento
de las poblaciones porque supone que desde hace t generaciones las poblaciones
pasaron de un tamafio efectivo estacionario bajo, N, a un tamario efectivo muy alto, N.
En este estudio se empled el modelo de expansion subita, o sudden expansion, donde la
mayor parte de la variacion genética se origind rapidamente ya que el modelo supone

que no hay eventos coalescentes posteriores a la expansion, §; — o« (Rogers 1995).

Una forma de probar la hipdtesis nula de crecimiento poblacional subito es por
medio de la suma de las diferencias cuadradas (SDD) (Schneider y Excoffier 1999,
Excoffier et al. 2005). Con un valor de P (SDD) < 0.05 se refuta la hipotesis de

crecimiento poblacional subito.

Otro modo de probar la hipdtesis de crecimiento poblacional es con la rugosidad
de la distribucion mismatch; una distribucion rugosa caracteriza a una poblacion de
tamafio constante, mientras que, una distribucion lisa caracteriza expansion
demogréfica. El indice de rugosidad, o raggedness index, estima el nimero méaximo de
diferencias observadas entre haplotipos (d) y las frecuencias relativas observadas de las

clases del mismatch (x;):
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cuando presenta valores altos y la distribucion es multimodal sugiere tamafios
poblacionales invariables o subdivision geogréfica y cuando presenta valores bajos con
una distribucion unimodal se sugiere crecimiento poblacional stbito (Excoffier et al.
2005).

Filogeografia

La variacion genética tiene un componente espacial y uno temporal que depende de
diversos procesos demogréficos acumulados a través de una gran cantidad de
generaciones (Epperson 2003). La disciplina que estudia la variacion espacio-temporal
de las distribuciones geogréficas y los procesos demogréficos que influyen en los linajes
genéticos dentro y entre especies relacionadas es la filogeografia (Avise 1989, 2000,
Lomolino et al. 2006). La filogeografia emplea modelos matematicos como el
coalescente (Kingman 1982) para inferir los procesos demograficos historicos en las
poblaciones (Hey y Machado 2003, Templeton 2005). Los modelos coalescentes
incluyen los efectos de fuerzas evolutivas como la mutacion, la migracion y la deriva
genética; ademas, por medio del ancestro comun de diferentes copias de DNA permiten

estimar el tiempo en el que ocurrieron eventos histéricos (Templeton 2005, 2006).
Redes de haplotipos

La definicion matemética empleada para una gréfica en teoria de redes es: una pareja de
conjuntos [X, A], donde X es un conjunto de lineas que unen todos o algunos de los
Vvértices. Por su parte, un arco puede representarse como la pareja (i, j), donde i, j € X
son los Vvértices que une dicho arco. Y un circuito cerrado o ciclo es aquel donde el
vértice inicial y el final coinciden. Asi, una red es una gréfica conectada con ciclos
(Hernandez-Ayuso 2005).

Existen diferentes formas de estimar redes que describan las relaciones
filogenéticas de los haplotipos; entre ellas esta la red de tendido minimo, la red de
medida media, una red basada en parsimonia estadistica y el reticulograma (Posada y
Crandall 2001). Por su parte, Templeton y colaboradores (1992) desarrollaron un
método para estimar redes de haplotipos. Estas redes ordenan a los haplotipos o alelos

idénticos en nodos que estan separados de otros por pasos mutacionales. Estos pueden



ser substituciones e indels en secuencias de DNA y la presencia/ausencia con datos de

sitios de restriccion (en desuso).

Conceptualmente, las redes de haplotipos son un acercamiento en las filogenias
de las especies (Avise et al. 1987), s6lo que no siempre son bifurcadas, pues a veces se
producen relaciones reticuladas porque describen diferentes fendmenos demogréficos
(Posada y Crandall 2001). Los ciclos o loops de las redes de haplotipos se eliminan
empleando los criterios propuestos por Templeton y Sing (1993) para ser empleados
posteriormente en el NCPA (ver méas abajo). EIl primer criterio es mantener
preferentemente las conexiones a los haplotipos frecuentes que con singletones. El
segundo criterio es que los haplotipos méas conectados son elegidos sobre los menos
conectados. El ultimo criterio, no aconsejable, es que los haplotipos de la misma
poblacion o region sean conectados entre si y no con otras poblaciones porque al hacer
esto se fortalece de manera artificial la hipdtesis de asociacion geogréfica en los

haplotipos (Pfenniger y Posada 2002).
Anélisis de clados anidados o Nested clade phylogeographic analysis

El anlisis filogeografico de clados anidados (NCPA) desarrollado por Templeton y

colaboradores (1993, 1995) emplea una red de haplotipos anidada jerarquicamente por
el nimero de pasos mutacionales, desde los halotipos punta hacia los interiores por un
paso mutacional (Templeton y Sing 1993), que nos auxilia en la inferencia de eventos

historicos.

Los datos del anidamiento de la red se integran a una matriz que posteriormente
es analizada con el programa GeoDis 2.5 (Posada et al. 2000). El programa calcula la
distancia al clado (D), la distancia al clado anidado (D»), y la distancia interior punta (I
- T) para clados interiores y para puntas respectivamente. La distancia al clado, Dc,
evalla cudn geograficamente dispersos estan los individuos que portan los haplotipos de
un clado. Esta distancia se calcula con el promedio de las distancias geograficas para
todos los haplotipos del clado ponderado por las frecuencias de los haplotipos del clado
en cada subpoblacién y la distancia al clado anidado. Por su parte, la distancia al clado
anidado, Dy, estima cuén geogréficamente distribuido est4 un haplotipo (en el nivel més
bajo del anidamiento) o clado (en los subsecuentes niveles) con respecto al nivel de
anidamiento posterior. Finalmente, la distancia interior-punta, I - T, indica cuan
dispersos estan los clados puntas comparados con los interiores (Posada et al. 2000,
Templeton et al. 1995, Templeton 1998, 2006).



GeoDis 2.5 detecta asociaciones geogréficas por medio de un analisis de
permutaciones donde se pone a prueba la hip6tesis nula de no asociacion geogréfica
entre los haplotipos de los clados y las subpoblaciones. Las asociaciones geogréficas
significativas se interpretan con la clave de inferencia (Geodis inference key, Diciembre
15 2008), empleando los valores de asociacion significativa de D¢, Dy, € | = T para
clados interiores y puntas respectivamente. La clave de inferencia est basada en los
supuestos de que los haplotipos méas viejos tienen una distribucion geogréafica mas
amplia, se localizan en el interior de la red y tienen un mayor nimero de haplotipos

derivados conectados, en comparacion a todos los haplotipos de la red.

Algunas de las inferencias posibles con el método de Templeton son flujo
genético restringido con aislamiento por distancia, fragmentacion y expansion del area
de distribucion. El flujo génico restringido con aislamiento por distancia se caracteriza
por presentar valores de D. y D, que tienden a incrementarse con el nivel de
anidamiento. Por su parte, la fragmentacion se caracteriza porque el valor de D, puede
ser pequefio comparado con el valor de D¢ en niveles altos de anidamiento, ya que los
clados de niveles mas altos pueden no presentar superposicion espacial o no ser
completa. Finalmente, una expansion del &rea de distribucion se identifica porque
algunas puntas o clados jovenes pueden tener D, significativamente altas y D

significativamente pequefias (Templeton 2006).

Las redes de haplotipos de diferentes loci pueden detectar eventos historicos
equivalentes, es decir, la misma inferencia en el mismo nivel de anidamiento
(Templeton 2005). Cuando esto ocurre, es posible estimar el tiempo al ancestro comun
mas reciente (TMRCA, por sus siglas en inglés) del clado de cada locus donde se hizo la
inferencia equivalente y la varianza asociada a cada TMRCA que nos da un tiempo al
cual asociar el evento inferido (Edwards y Beerli 2000, Templeton 2006). El tiempo al
ancestro comin maés reciente (T en la ecuacion 23) y su varianza asociada (ecuacion 24)
se estiman de la siguiente manera:

0(1+k)

= u@eng) 2

o= 0°(L+k)  T?
4°(L+nd*) 1+k

(24)



donde k es el promedio del nimero de diferencias nucleotidicas entre haplotipos
(Tajima 1983), u es la tasa de mutacion por nucledtido por generacion, n es el nimero
de nucledtidos muestreados y 6y es la tasa de mutacion por poblacion (Watterson
1975).

Una vez que se obtuvieron los TMRCAs y las varianzas asociadas, se puede
hacer una prueba de méxima verosimilitud para saber si los diferentes loci empleados
infieren el mismo evento. La prueba de maxima verosimilitud G o cross validation
(ecuacion 25) emplea el TMRCA acumulado de los clados con inferencias equivalentes

(ecuacion 26) de la siguiente forma:

G =—2zj;(1+ ki)(l—%u Int, - InT) (25)

o Zilti(1+ki)
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donde k; es el promedio del nimero de diferencias nucleotidicas entre haplotipos

(26)

de un mismo locus por cada clado con inferencias equivalentes (Tajima 1983) y t; es el
TMRCA de cada clado con inferencias equivalentes (Templeton 2004, 2006). G prueba
la hipdtesis nula de que los j loci examinados detectan el mismo tiempo coalescente
acumulado; esta prueba se distribuye como una y* con j-1 grados de libertad (Templeton
2004, 2005, 2006).

En los intervalos con el 95% de confianza, aproximadamente 95 de las muestras
aleatorias de una poblacion cubren el verdadero valor del parametro buscado y 5 no lo
hacen, en el caso de la cross validation el pardmetro es el TMRCA acumulado de los
clados con inferencias equivalentes (ecuacion 25). Los intervalos de confianza
(ecuacion 28) emplean la media y la varianza del TMRCA acumulado de los clados con

inferencias equivalentes (ecuacion 27):

Y a+k)vart) Y k)
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donde k; es el promedio del nimero de diferencias nucleotidicas entre haplotipos
de cada locus por cada clado con inferencias equivalentes (Tajima 1983) y t; es el
TMRCA de cada clado con inferencias equivalentes (Templeton 2004, 2006). Los
intervalos de confianza se estiman porque es muy dificil conocer el verdadero valor del
pardmetro donde se pretende que esté el tiempo coalescente acumulado de un evento
histérico (Edwards y Beerli 2000).

Efectos de los ciclos glaciales sobre las poblaciones naturales

Los proceso demograficos de las poblaciones de muchas especies fueron influenciados,
principalmente, por los cambios climéticos del Plesitoceno ya que las placas tectonicas
se mantuvieron relativamente estables (Lomolino et al. 2006). Asimismo, los ciclos
orbitales estan relacionados con los cambios climaticos de la Tierra, ciclos glaciales—
interglaciales, ya que los primeros tienen efectos en la cantidad de radiacion solar que
incide sobre la Tierra (Hewitt 2000). Los cambios climéticos en la Tierra se describen
con analisis de sedimentos de ambientes marinos donde se obtienen is6topos de
nitrogeno y de oxigeno. En los periodos calidos el oxigeno se encuentra méas disuelto
que el nitrégeno en esos ambientes y ocurre lo contrario en los periodos glaciales
(Galbraith et al. 2004, Gibbard y Kolfschoten 2004).

Los ciclos glaciales-interglaciales tuvieron diferentes consecuencias en distintos
organismos; por ejemplo, muchas de las poblaciones de mamiferos en el mundo se
extinguieron a causa de los periodos glaciales (Lomolino et al. 2006). Por su parte, las
poblaciones del reptil Heteronotia binoei se expandieron durante los periodos glaciales
en las regiones desérticas del norte de Australia porque las condiciones de lluvia y
humedad aumentaron (Strasburg et al. 2007). Asimismo, las poblaciones de Rana
cascadae del sur de Oregon y norte de California se separaron durante el Gltimo periodo

glacial (Monsen y Blouin 2003).

De los pocos estudios de filogeografia que se han reportado para hongos se
encontrd que las poblaciones de Amanita muscaria, distribuida en diferentes regiones
biogeograficas del mundo, se aislaron durante los periodos glaciales y sus poblaciones
crecieron durante los interglaciales del Pleistoceno en diferentes localidades de Estados
Unidos con respecto a una en México (Tlaxcala) (Geml et al. 2008). Conjuntamente, los
bosques de pino y de pino-encino en México redujeron su tamafio y su area de

distribucion durante los periodos interglaciales, restringiendo su distribucion a las partes



altas de las montafias; mientras que, en los periodos glaciales aumentaron su tamafio y

area de distribucion (Jaramillo-Correa et al. 2006, Moreno-Letelier y Pifiero 2009).

Especificamente en la SMOcc, Picea chihuahuana decreci6 en su tamafio
poblacional durante el Holoceno, en un periodo interglacial (Jaramillo-Correa et al.
2006). Asimismo, la poblacion de P. strobiformis en la SMOcc creci6 durante los

periodos glaciales (Moreno-Letelier y Pifiero 2009).

Por su parte, las subpoblaciones de L. nitens en la FVTM con el marcador
molecular ACT tuvieron alta diversidad haplotidica, poca diversidad nucleotidica, poca
diferenciacién entre subpoblaciones (estimada con Fst y Spp), los tamafios poblacionales
estimados fueron altos, se encontrd una red de haplotipos en forma de estrella y la
distribucion mismatch se ajust6 al modelo de expansion por lo que se infiere que sus
subpoblaciones crecieron durante los periodos glaciales y se contrajeron, aislandose
unas de otras, durante los periodos interglaciales. Se sugiere que algunas de sus
subpoblaciones tuvieron migracion y/o contacto secundario durante los periodos
glaciales (Santini 2007).



HIPOTESIS

e Los patrones de variacion genética en las poblaciones de L. nitens de la SMOcc
son consecuencia de los procesos demograficos histéricos y del aislamiento

geografico.

o Existe diferenciacion genética entre las poblaciones de L. nitens en la SMOcc

como consecuencia de su baja dispersion.

e Elestimador de la diversidad f puede reflejar con mayor eficiencia la

diferenciacién genética en comparacion con otros estimadores.

e Lademografia historica debe coincidir con la reportada en especies simpatridas

para ésta area de estudio (Pinus strobiformis y Picea chihuahuana).

e Los procesos demograficos historicos deben corresponder con los cambios

climéticos del Pleistoceno.



OBJETIVOS GENERALES

1.

Inferir los procesos demogréficos histéricos que dieron origen a la variacion

genética observada y a la diferenciacion de las subpoblaciones de L. nitens en la
SMOcc.

2. Comparar los procesos demograficos historicos inferidos con los estudios previos en

esta zona y con los patrones de cambio climético del Pleistoceno.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.

2.

Describir la variacion genética de las subpoblaciones de L. nitens en la SMOcc.
Estimar la diferenciacion genética entre las poblaciones de L. nitens.

Comparar la sensibilidad de los estimadores de la diferenciacion poblacional.
Estimar la correlacion entre los estimadores de la diferenciacion poblacional.
Inferir procesos demograficos historicos mediante:

a) Estadisticos de resumen y

b) analisis filogeogréafico de clados anidados (NCPA).

Estimar el tiempo en que ocurrieron los procesos demogréficos inferidos.



MATERIALES Y METODOS
Colectas

Las colectas fueron planeadas para cubrir gran parte de la distribucion del hongo en la
SMOcec. Se colectaron ascomas unidos a aciculas senescentes de P. strobiformis en siete
subpoblaciones: Arareko, Basihuare y Geogochic en Chihuahua, Puente Chaparra,
Buenos Aires y El Salto en Durango, y Bolafios en Jalisco. Las colectas se realizaron
entre octubre y diciembre del 2006. Las coordenadas geogréficas de los sitios de colecta
fueron obtenidas con un GPS Gramin Etrex VISTA.

Los ascomas fueron almacenados en bolsas de papel estraza, rotuladas por
localidad y dia de colecta. Las bolsas rotuladas fueron mantenidas en hielo durante el

trayecto hasta el laboratorio y una vez alli se procesaron lo mas pronto posible.
Obtencion de cultivos monosporicos

Los ascomas de L. nitens fueron identificados y diferenciados de otras especies y
géneros de endofitos bajo el microscopio estereoscopico siguiendo la clave
especializada de Minter (1981). Los ascomas de L. nitens fueron separados de otros
seccionando la acicula donde estaban presentes. Posteriormente se colocaron en el
reverso de la tapa de cajas Petri con la ayuda de cinta adhesiva doble cara quedando el
himenio expuesto hacia el medio de cultivo de extracto de levadura (SIGMA Y-3502) y
agar (BD Bioxon Agar bacteriol6gico) (agar 12 g/L, extracto de levadura 5.7 g/L).
Algunos ascomas expulsaron ascosporas en un periodo de tiempo de 24 a 48 horas de
incubacion. Las ascosporas dispersadas en el medio de cultivo fueron aisladas con
agujas hipodérmicas para insulina y sembradas para obtener cultivos monospaéricos en
medio de cultivo de jugo de verduras (V8), agar y extracto de levadura (agar 12 g/L;
extracto de levadura 5.7 g/L; jugo V8 28.6 ml/L). Las cajas Petri fueron rotuladas con el
nombre de la localidad, el nimero de la acicula, el ascoma y la espora aislada; las cajas
se incubaron a temperatura ambiente en oscuridad. Se hicieron subcultivos de los
micelios obtenidos con el fin de prolongar la fase de crecimiento logaritmica y asi
obtener suficiente micelio para la extraccion de DNA. El tiempo de crecimiento de los

cultivos fue aproximadamente de dos a tres meses.



Extraccion de DNA y amplificacion de loci nucleares

La extraccion de DNA se realizo siguiendo el método de Xu y colaboradores (1994)
modificado por Vazquez-Lobo (1996) (Apéndice 1). Una vez extraido el DNA, se
amplificaron dos fragmentos de DNA nuclear usando la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). El primer fragmento es un locus con dos intrones y un exon de 21 pb
del gen de la actina (ACT) de 193pb como tamafio total; el segundo es un exén de la
quitina sintasa 1 de 298 pb (CHS-1). Los primers (Tabla 1) y condiciones de PCR para
amplificar los marcadores antes mencionados se obtuvieron de Carbone y Kohn (1999).

Tabla 1. Lista de primers empleados, correspondientes a cada locus y su tamafio
esperado (Carbone y Kohn 1999).

Locus Primer Secuenciab’ -3’ Tamaiio (pb)
CHS-1 CHS - 79F TGGGGCAAGGATGCTTGGAAGAAG 300
CHS-1 CHS-354R TGGAAGAACCATCTGTGAGAGTTG 0.0215 300

ACT ACT -512F ATGTGCAAGGCCGGTTTCGT 200

ACT ACT-783R TACGAGTCCTTCTGGCCCAT 200

La concentracion de los reactivos en cada reaccion de PCR en un total de 20 pL
por reaccion es: 1X de Buffer de PCR (Promega, Madison, WI USA) con 1% de
DMSO, 2mM de MgCl; (Cloruro de Magnesio), 200 uM de dNTPs, 0.5 uM de cebador
o primer forward, 0.5 pM de cebador o primer reverse y 0.5 U de la enzima polimerasa
GoTaq (Promega, Madison, Wl USA) y 0.5 ng de DNA gendmico. Los primers

cambiaron segun se amplifico el locus ACT o el locus CHS-1.

Las condiciones de amplificacion del programa empleado para el locus ACT en
el termociclador 2720 Applied BioSystems son: ocho minutos de desnaturalizacion a
95°C, 34 ciclos de amplificacion con un periodo de desnaturalizacion de treinta
segundos a 95 °C, un periodo de alineamiento de treinta segundos a 58 °C, treinta
segundos de extension a 72 °C, un a fase final de extension de cinco minutosa 72 °C y
finalmente un tiempo indefinido a 4 °C. La unica diferencia con el programa de

amplificacion del locus CHS-1 es la temperatura de alineamiento que es de 61 °C.

Los productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa al 1% tefiidos con
bromuro de etidio al 0.1%, en una camara de electroforesis con TBE al 0.1% a 100 volts
durante treinta minutos, visualizado con luz ultravioleta, cuantificado mediante la
comparacién de intensidad de banda con un marcador de peso molecular de 1kb

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Una vez que se confirmé un solo producto del tamafio



deseado, los fragmentos fueron purificados y secuenciados en ambas direcciones en
University of Washington High-Throughput Genomics Unit Dept. of Genome Sciences,
USA (http://uwhtseq.finchlab.com/Finch/). Todos los electrofenogramas de las
secuencias fueron examinados antes de ser utilizados en los posteriores analisis. Las
secuencias se alinearon manualmente con el programa BioEdit 7.0.4 (disponible en
internet: http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html). Las secuencias de DNA para

cada marcador con los sitios polimérficos se encuentran en los apéndices 4 y 5.
Inferencias de eventos historicos
Diversidad genética

Se calculd el nimero de haplotipos y sitios polimorficos y se estimd la diversidad
haplotidica (Hd) (Nei 1987), la theta de Waterson (1975), 6w Y la heterocigosis esperada
0 el promedio de las diferencias pareadas, = (Nei 1987). Todos los calculos y
estimaciones se hicieron con el programa DNAsp v. 4.5 (Rozas et al. 2003). Los valores
totales de los estimados de las diversidades genéticas fueron comparados. Por ultimo se

calcularon las frecuencias alélicas para cada subpoblacion.
Diferenciacion poblacional y flujo genético

Se estimaron Fsty Nm con la muestra ordenada en subpoblaciones definidas por el
lugar de colecta empleando el programa Arlequin 3.1 (Excoffier et al. 2005), usando
10,000 permutaciones para estimar su significancia. De la misma forma fue estimado
Snn por cada par de subpoblaciones empleando el programa DNAsp 4.5 con 10,000

permutaciones para estimar su significancia (Rozas et al. 2003).

El estadistico f fue estimado con un script escrito en el lenguaje de
programacion Perl 5.10.0 (http://dev.perl.org/perl5/news/2007/perl-5.10.0.html), con la
ayuda de V. D. Ortega—Del Vecchyo. El script (Apéndice 6) utiliza la ecuacién 9,
descrita en la introduccion (Entre la ecologia y la genética de poblaciones: el indice B)
para calcular g (Krebs 1999, Gaston et al. 2001, Koleff et al. 2003) y funciona de la
manera siguiente: primero, identifica todos los haplotipos diferentes de cada
subpoblacion por medio de banderas (flags), posteriormente suma los haplotipos
diferentes de dos subpoblaciones y elimina la interseccidon de haplotipos compartidos
entre ellas; finalmente divide este resultado entre la suma de los haplotipos de las

subpoblaciones tomadas. El resultado de cada comparacion pareada se imprimio en un



archivo de salida llamado “beta”. El calculo de f se realiz6 para todos los pares de

subpoblaciones.

La sensibilidad de los valores de Fsr, Snn y f8 fue comparada dentro de un locus y
entre loci. Asimismo, se realizaron y compararon pruebas de Mantel (Mantel 1967)
entre los valores de Fsr, Shn Y f8 por cada locus con el programa Arlequin 3.1 (Excoffier

et al. 2005), usando 10,000 permutaciones para estimar su significancia.

El programa SAMOVA (Dupanloup et al. 2002) fue empleado para definir
subpoblaciones genéticamente homogéneas. Se hicieron corridas independientes de este
programa por locus para k = 2, 3... 6 grupos con 100 estados iniciales para cada corrida.
Cada una de las corridas permut6 subpoblaciones entre grupos 10,000 veces para
estimar la significancia del valor maximizado de Fcr considerado como la mejor

agrupacion de subpoblaciones.
Demografia historica

La hipotesis nula de evolucion neutral en poblaciones de tamafio constante (Fisher
1930, Wright 1931) se puso a prueba por medio de las pruebas D de Tajima (1989) y Fs
de Fu (1997) para la muestra total en ambos loci estimadas con el programa Arlequin

3.1, con 10,000 permutaciones para estimar su significancia (Excoffier et al. 2005).

Se realiz6 una distribucién mismatch (Rogers y Harpending 1992) para la
muestra total de cada locus; se estimd el indice de rugosidad (r) y el pardmetro 7 para
estimar el tiempo desde la expansion con la ecuacion t = z /2u, donde t es el tiempo
desde que ocurrid la expansion, 7 es la unidad de tiempo mutacional en la que difieren
los pares de secuencias, sus unidades son 1/2u y u es la tasa de mutacion por gen por
generacion. A fin de transformar t en afios y no en generaciones, se utiliz un tiempo
generacional de 1.5 afios, reportado anteriormente para L. nitens (Deckert et al. 2002).
Para la distribucion mismatch se probd la hipdtesis nula de expansion subita con la
suma de diferencias cuadradas (SDD) y con el indice de rugosidad se probo la hipotesis
nula de crecimiento poblacional con un boostrap de10, 000 permutaciones cada una

para estimar su significancia con el programa Arlequin 3.1 (Excoffier et al. 2005).

Se realizaron pruebas de Mantel (1967) para probar la hipotesis de aislamiento
por distancia. Para obtener las distancias geograficas se utilizaron las coordenadas
obtenidas en campo (Tabla 2) usando una calculadora de distancias geogréficas

(disponible en internet: http://jan.ucc.nau.edu/~cvm/latlongdist.html). Cada matriz de



distancia genética, Fst (Excoffier et al. 2005), Sin (Rozas et al. 2003) y S (Ortega-Del
Vecchyo y Miranda 2008), se compard contra las distancias geogréficas en una prueba
de Mantel por locus con el programa Arlequin 3.1 (Excoffier et al. 2005), con 10,000

permutaciones para estimar su significancia.

Tabla 2. Coordenadas geogréficas de cada sitio de colecta, correspondiente a cada
subpoblacion.

Sitios de colecta Latitud Longitud Altitud (m s.n.m.)
Arareko 27°41'N 107°35'W 2371
Basihuare 27°30°N 107°29°'W 2122
Geogochic 27°24°N 107°29°'W 1852
Puente Chaparra 25°01'N 105°43'W 2477
Buenos Aires 23°42'N 105°43'W 2708
El Salto 23°46'N 105°22'W 2604
Bolafios 22°07'N 103°52'W 2690

Filogeografia

Se construyeron redes de haplotipos para cada locus con el algoritmo de parsimonia
estadistica implementado en el programa TCS 1.21 (Clement et al. 2000). Las
conexiones de las redes de haplotipos fueron estimadas con 95% de soluciones
aceptables. Los ciclos o loops de las redes de haplotipos fueron eliminados con base en

los criterios propuestos por Templeton y Sing (1993).

El anidamiento de clados para el NCPA fue realizado para cada red siguiendo las
reglas de Templeton (Templeton et al. 1995, Templeton 2006). Las distancias al clado
D., al clado anidado D, y entre interiores y puntas I-T fueron estimadas con el programa
GeoDis 2.5 (Posada et al. 2000) con 10,000 permutaciones para establecer su
significancia. Los resultados fueron interpretados con la clave de inferencia (Geodis

inference key December 15 2008).

Se hizo la corroboracion propuesta por Templeton (Templeton 2002, 2004,
2006); para ello se estim6 el tiempo al ancestro comun mas reciente (TMRCA) para los
clados en los que se obtuvieron inferencias significativas asi como el TMRCA
acumulado usando ambos loci usando los valores estimados de 6y y k (el promedio de
las diferencias nucleotidicas) y la tasa de mutacion para cada locus previamente
reportada (Salas-Lizana et al. datos no publicados). Asimismo, se estimaron los
intervalos de confianza superiores e inferiores al 95% del tiempo coalescente

acumulado de la corroboracion o cross validation (Templeton 2006).



RESULTADOS
Inferencias de eventos histéricos
Diversidad genética

En total, se amplificaron y secuenciaron 68 fragmentos para el locus ACT y 76 para el locus
CHS-1 en siete subpoblaciones de la SMOcc. En el locus ACT se encontraron dos indels en
secuencias de la subpoblacion Puente Chaparra; uno es una delecion del nucleétido citosina
en el sitio 82 encontrado en dos secuencias y el otro es una insercion del nucle6tido
citosina en el sitio 156 encontrado solamente en una secuencia (Apéndice 5). Se
secuenciaron diez individuos en promedio para cada subpoblacion. Las excepciones son
Basihuare, con cinco para el locus CHS-1 y cuatro para el locus ACT; y Puente Chaparra
con 17 para el locus CHS-1 y 16 para el locus ACT (Apéndices 2 y 3). Las secuencias
fueron depositadas en GenBank con los siguientes nimeros de acceso: FJ040987-FJ041054
(ACT) y FJ156762-FJ156889 (CHS-1).

En el locus CHS-1 se tiene un haplotipo diferente por cada mutacion en promedio,
con excepcion de dos subpoblaciones. La primera es El Salto que tuvo seis sitios
polimdrficos y s6lo cuatro haplotipos. La segunda es Bolafios en el locus ACT se tiene en
promedio un haplotipo diferente por cada mutacion con excepcion de Bolafios donde se
encontraron cuatro sitios polimérficos y solo tres haplotipos (Apéndices 4 y 5). Estos
resultados no se ajustan al modelo de mutacion de sitios infinitos (método y resultados no

mostrados).

La diversidad haplotidica (Hd) es alta (> 0.7) para la muestra total de los dos
marcadores. Es alta en en casi todas las subpoblaciones del locus CHS-1, mientras que,
para el locus ACT es muy alta en todas las subpoblaciones, con excepcion de El Salto y
Bolafos (Tablas 3 y 4).

La diversidad genética medida por z present6 valores altos en ambos loci, aunque es
mas alta para ACT (Tablas 3 y 4).

La diversidad genética medida con el pardmetro Oy fue baja (< 0.01), para ambos
loci, como la encontrada en la FVTM en el caso del locus ACT para todas las

subpoblaciones (Santini 2007). Para el locus ACT todas las subpoblaciones presentan



valores bajos de variacion, con excepcion de Puente Chaparra y Buenos Aires (> 0.008)
(Tablas 3y 4).

Tabla 3. Diversidad genética del locus CHS-1 en cada una de las subpoblaciones
muestreadas y en el total de la muestra.

Subpablacién n S h Hd n Ow
Arareko 13 3 4 0.6154 0.0024 0.0032
Basihuare 5 3 3 0.7000 0.0040 0.0048
Geogochic 10 3 4 0.6444 0.0025 0.0036
Puente Chaparra 17 8 8 0.7721 0.0044 0.0079
Buenos Aires 12 4 5 0.7879 0.0039 0.0044
El Salto 9 6 4 0.7500 0.0084 0.0074
Bolafos 10 3 4 0.7111 0.0034 0.0036
Total 76 16 16 0.7470 0.0054 0.0110

*n, nimero de individuos secuenciados; S, sitios polimorfos; h, nimero de haplotipos; Hd, diversidad
haplotidica; z, el promedio de diferencias nucleotidicas entre pares de bases y O\, la tasa de mutacién por
poblacion.

Tabla 4. Diversidad genética del locus ACT en cada una de las subpoblaciones
muestreadas y en el total de la muestra.

Subpoblacién n S h Hd e Ow
Arareko 12 4 5 0.7270 0.0051 0.0069
Basihuare 4 2 2 0.5000 0.0052 0.0057
Geogochic 9 4 5 0.8060 0.0072 0.0077
Puente Chaparra 16 6 6 0.7170 0.0059 0.0095
Buenos Aires 9 5 5 0.8610 0.0090 0.0092
El Salto 7 1 2 0.2860 0.0015 0.0021
Bolafios 10 4 3 0.3780 0.0042 0.0074
Total 68 20 20 0.7550 0.0065 0.0219

*n, nimero de individuos secuenciados; S, sitios polimorficos; h, nimero de haplotipos; Hd, diversidad
haplotidica; z, el promedio de diferencias nucleotidicas entre pares de bases y O\, la tasa de mutacién por
poblacion.

Diferenciacion poblacional

En la Figura 3 se muestra ubicacion geogréfica de las subpoblaciones y en la Figura 4 la
distribucion espacial y la frecuencia de los haplotipos para los dos loci. En el caso del locus
CHS-1 todas las subpoblaciones comparten un haplotipo como minimo. En contraste, la
subpoblacion El Salto exhibe dos haplotipos Unicos en alta frecuencia. Por su parte, en el
locus ACT se pueden distinguir dos haplotipos en alta frecuencia distribuidos en casi todas
las subpoblaciones exceptuando las subpoblaciones El Salto y Bolafios; éstas son las Unicas

que no comparten ningun haplotipo entre si (Apéndices 2 y 3).



Figura 3. Mapas con la ubicacion de las siete subpoblaciones muestreadas en esta tesis:
Arareko, Basihuare y Geogochic en Chihuahua, Puente Chaparra, Buenos Aires y El Salto
en Durango y Bolafios en Jalisco. Las lineas punteadas representan la zona ampliada del
mapa pequefio (esquina superior derecha).

Figura 4. Distribucion y frecuencia de los haplotipos por subpoblacion A) locus CHS-1, B)
locus ACT. Cada color representa un haplotipo diferente.

En las Tablas 5 y 6 se muestran los valores de las comparaciones de los estimadores
de la diferenciacion poblacional y el estimado del flujo génico entre subpoblaciones para
los loci CHS-1 y ACT, respectivamente. En las comparaciones de Fsr para el locus CHS-1
es posible observar valores altos y significativos entre El Salto y las deméas subpoblaciones
(0.001 < P < 0.01). Para el locus ACT los valores de diferenciacion fueron de altos a muy
altos entre El Salto y Bolafios con respecto a las demas subpoblaciones (P < 0.001). Los
valores més altos se presentaron en la comparacion entre El Salto y Bolafios no importando

el locus analizado.



Tabla 5. Comparaciones pareadas de diferenciacion poblacional usando tres diferentes
estimadores y el estimado del flujo génico (Nm) para el locus CHS-1.

Comparacion Fsr Nm P Shn P p

A-Bh 0.0893 inf § 0.5556 § 0.5000
AG 0.0771 inf § 0.4601 § 0.5000
A-PC 0.0211 inf § 0.4604 § 0.7778
A-BA 0.0319 inf § 0.4665 § 0.6000
A-ES 0.2593 0.3395 *x 0.8271 *x 0.8000
A-B 0.0501 inf § 0.4783 § 0.5000
Bh-G 0.1169 inf § 0.4889 § 0.5000
Bh-PC 0.0323 inf § 0.5835 § 0.7778
Bh-BA 0.0946 inf § 0.4726 § 0.2500
Bh-ES 0.2192 0.5228 *x 0.7286 * 0.8000
Bh-B 0.1386 inf § 0.4333 § 0.0000
G-PC 0.0091 inf § 0.4691 * 0.7778
G-BA 0.0495 inf § 0.4528 § 0.6000
G-ES 0.2453 0.3765 *x 0.8041 *x 0.8000
G-B 0.0758 inf § 0.4500 § 0.5000
PC-BA 0.0301 inf § 0.4667 § 0.8000
PC-ES 0.1957 0.4228 *x 0.8171 ok 0.9000
PC-B 0.0283 inf § 0.4768 § 0.7778
BA-ES 0.1767 0.4020 *x 0.8122 rrx 0.8333
BA-B 0.0842 inf § 0.4063 § 0.2500
ES-B 0.2177 0.4019 * 0.8064 rrx 0.8000

* Las abreviaturas de las subpoblaciones son A—Arareko, B-Bolafios, BA-Buenos Aires, Bh—Basihuare, ES—
El Salto, G-Geogochic, PC—Puente Chaparra. Los valores de significancia de P son ***, P < 0.001; **, 0.001
< P <0.01; *, 0.01 < P <0.05; §, no significativo, P > 0.05.

La mayoria de los valores de g para CHS-1 fueron altos (entre 0.6 y 0.8). Las
subpoblaciones més diferenciadas fueron Puente Chaparra y El Salto para los dos
marcadores. Para el locus ACT la mayoria de los valores de diferenciacion fueron muy altos
(> 0.8). Las subpoblaciones mas diferenciadas fueron Puente Chaparra, El Salto y Bolafios
(Tablas 5 y 6).

El flujo génico, medido con Nm, resultd infinito para aquellos pares de
subpoblaciones donde Fsr no fue significativamente diferente de cero para ambos loci. Los
valores de Nm diferentes de infinito en el locus CHS-1 son de 0.33 hasta 0.52 migrantes
efectivos por generacion (Tabla 5). Para el locus ACT los valores de Nm fueron mayores a
3.73 en general, e incluso infinitos, para los valores de Fst que no fueron
significativamente diferentes de cero y desde 0.25 hasta 2.25 migrantes efectivos por
generacion para los que fueron significativamente diferentes de cero. La mayoria de los
valores no fueron diferentes de cero para los dos loci (Tabla 6). Los valores de
diferenciacion para el locus CHS-1 en las comparaciones de S, fueron muy altos y

significativos para la subpoblacién El Salto con respecto a las demés (P < 0.001). Los



valores de Sp, para el locus ACT presentaron las mismas comparaciones significativas, en
su mayoria, con Fsrvalores de altos a muy altos (0.001 < P <0.01). Las comparaciones
pareadas de diferenciacion poblaciona que presentaron el valor més alto y resultaron

altamente significativas (P < 0.001) fueron EIl Salto y Bolafios para el locus ACT (Tablas 5
y 6).

Tabla 6. Comparaciones pareadas de diferenciacion poblacional usando tres diferentes
estimadores y el estimado del flujo génico (Nm) para el locus ACT.

Comparacion Fsr Nm P Smn P p

A-Bh 0.2083 1.9000 § 0.6813 § 0.8333
A-G 0.0612 7.6721 § 0.5238 § 0.5714
A-PC 0.0260 inf § 0.4710 § 0.8182
A-BA 0.0357 13.5042 § 0.5153 § 0.7500
A-ES 0.0820 5.6000 § 0.5766 § 0.8333
A-B 0.3001 1.1660 o 0.7240 *x 0.8571
Bh-G 0.0130 inf § 0.5545 § 0.8333
Bh-PC 0.1647 2.5357 § 0.7071 § 0.8889
Bh-BA 0.0739 6.2626 § 0.6462 § 0.8333
Bh-ES 0.6345 0.2880 b 0.9091 fd 1.0000
Bh-B 0.0763 inf § 0.5662 § 0.7500
G-PC 0.0574 8.2133 § 0.6327 * 0.8182
G-BA 0.0094 52.5409 § 0.4947 § 0.7500
G-ES 0.3754 0.8318 o 0.8125 *x 0.8333
G-B 0.0872 5.2364 § 0.5955 * 0.8571
PC-BA 0.0174 28.2332 § 0.5893 § 0.8182
PC-ES 0.1181 3.7320 § 0.6168 § 0.8889
PC-B 0.2572 1.4439 o 0.6993 o 0.9000
BA-ES 0.2738 1.3263 o 0.6868 * 0.8333
BA-B 0.1813 2.2580 o 0.7187 o 0.8571
ES-B 0.6615 0.2559 bkl 1.0000 ek 1.0000

* Las abreviaturas de las subpoblaciones son A—Arareko, B-Bolafios, BA-Buenos Aires, Bh—Basihuare, ES—
El Salto, G-Geogochic, PC—Puente Chaparra. Los valores de significancia de P son ***, P < 0.001; **, 0.001
<P <0.01; *, 0.01 < P <0.05; §, no significativo, P > 0.05.

La sensibilidad de un estadistico de diferenciacion poblacional es mayor que la de
otro si su capacidad de distinguir a dos subpoblaciones que evolucionaron
independientemente también es mayor. De esta forma, la sensibilidad de los resultados de
los estadisticos de diferenciacion para el locus CHS-1 y para el locus ACT fue més alta para

el estimador S, en la mayoria de los casos (Tablas 5 y 6).

La correlacion, ry, entre By Fsr para el locus CHS-1 fue muy baja y no significativa
(P = 0.1369); en contraste, ry, entre By Fsr para el locus ACT mostré un valor medio y
significativo (Figura 5). La correlacion entre S,, y # mostrd valores altos y significativos para

ambos loci (Figura 5). Por Gltimo, en la correlacion entre Fsr y Sy, Se encontrd un valor medio y



no significativo para el locus CHS-1, mientras que para el locus ACT se encontro la
correlacion més alta y significativa entre estimadores de la diferenciacion poblacional
(Figura 5).

Con el fin de encontrar grupos genéticamente homogéneos se empled el programa
SAMOVA (Dupanloup et al. 2002). Este programa selecciona la mejor agrupacion
basandose en el valor maximo de diferenciacion entre los grupos de subpoblaciones
evaluadas. El valor maximizado de Fcr para el locus CHS-1 fue Fcr =0.55535y P =
0.0264 para tres grupos donde el grupo 1 est4 compuesto por las subpoblaciones Arareko,
Geogochic, Puente Chaparra, Buenos Aires y Bolafos, el grupo 2 estd compuesto por
Basihuare y el grupo 3 por El Salto (Figura 6 y Tabla 7). Para el locus ACT el valor
maximizado de Fcr = 0.21936 con una P = 0.0000 para dos grupos, donde el grupo 1 esta
compuesto por la subpoblaciones Arareko, Basihuare, Geogochic, Puente Chaparra,
Buenos Aires y El Salto; mientras que el grupo 2 inicamente consiste de la subpoblacion

Bolafos (Figura 6 y Tabla 8).

Tabla 7. Resultados SAMOVA para el locus CHS-1.

k. Fer P A Bh G PC BA ES B
2 06605 0.1369 1 1 1 1 1 2 1
3 05554  0.0215 12 11 1 3 1
4 04403  0.0254 12 31 1 4 1
5 03710 008410 2 1 3 4 1 5 1
6 03587 004106 1 2 2 3 4 5 6

* Namero de grupos (k)
* Las abreviaturas de las subpoblaciones son A-Arareko, B-Bolafios, BA-Buenos Aires, Bh—-Basihuare, ES—EI
Salto, G-Geogochic, PC—-Puente Chaparra.

Tabla 8. Resultados SAMOVA para el locus ACT.

Fer P A Bh G PC
0.2194 0.0000
0.1837 0.0000
0.1704 0.0000
0.1673 0.0000
0.1602 0.0596
* Numero de grupos (k)

* Las abreviaturas de las subpoblaciones son A—Arareko, B-Bolafios, BA-Buenos Aires, Bh—Basihuare, ES—
El Salto, G-Geogochic, PC—Puente Chaparra.

mm.boom‘x
PR R R
NN NN
NDWE R
Wk PR
.n.anHg
U‘IU‘I-bHHm
mmmwm‘w




15 CHS-1
0.8 Iy = 0.0054
+ P =0.1369
06 v
* 04 . sl
it ry = 0.6886
0.2 4 ) ) ° AL P = 0.0215
0 T T : +..\' 4""¢t+ 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
B
B
1- ry = 0.7206
P = 0.0298
0.8
ry = 0.7454
0.6 1 P =0.0030
«Q
0.4 |
0.2 1 °t
0 T —® T T 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

ry = 0.6175
P =0.1252
ry = 0.9478
P =0.0003

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Fsr

Figura 5. Correlaciones entre los estimadores de la diferenciacién poblacional y entre los
loci CHS-1 (circulos verdes) y ACT (cruces rojas) A) correlacion entre Sy Fst, B)
correlacion entre Spy y B, C) correlacion entre Fsty Snn.A la derecha de cada gréfica se
encuentra el valor de la prueba de Mantel de cada correlacién por marcador molecular.



Demografia historica
Los resultados de las pruebas del modelo Wright-Fisher produjeron valores negativos y
significativamente diferentes de cero excepto en el caso del locus CHS-1 para la muestra
total donde el valor de la prueba D de Tajima produjo un valor marginalmente significativo
(P =0.057) (Tabla 9).

Tabla 9. Prueba de hipdtesis de un modelo Wright-Fisher.

D de Tajima P Fs de Fu P
CHS-1 -1.4709 0.0570 -8.5339 0.0010
ACT -2.1324 0.0000 -17.971 0.0000

* Los resultados se encuentran por locus por cada estimador de la neutralidad: D de Tajima y Fs de Fu.

La distribucion mismatch es unimodal para el total de la muestra en ambos loci
(Figura 7). Los resultados de la suma de cuadrados para ambos loci no rechazan la
hip6tesis nula de crecimiento poblacional subito mientras que los resultados del indice de
rugosidad no rechazan la hipdtesis nula de crecimiento poblacional en ambos loci (Figura
7). Una vez que se establecié que la distribucion mismatch se apegaba a un modelo de
expansion subita se hizo un estimado del tiempo desde la ocurrencia de ésta usando 7 = 2ut
y un tiempo generacional de 1.5 afios, reportado por Deckert y colaboradores (2002) para
L. nitens. El tiempo desde la expansion para el locus CHS-1 es de 462,120 afios y de 549,540
afios para el locus ACT. Ambos estimados corresponden a dos diferentes periodos glaciales del
Pleistoceno. Ademas de los estimados de los intervalos de confianza donde solamente el intervalo

inferior al 95% de la CHS-1 no correspondié con un periodo glacial (Figura 8).

Figura 6. Resultados gréficos del andlisis de la varianza molecular SAMOVA. Todas las lineas
representan barreras genéticas construidas con poligonos de Voronoi. Las lineas punteadas son
barreras genéticas débiles, las lineas gruesas son barreras genéticas que maximizan la
diferenciacion genética. Los grupos de poblaciones maximizados se muestran con una linea
punteada rosa y el nombre A) locus CHS-1, B) locus ACT.
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Figura 7. Distribucién mismatch bajo el modelo de expansién poblacional stbita A) muestra total
del locus CHS-1, B) muestra total del locus ACT. A la derecha de cada grafica se encuentra el
valor de la suma de cuadrados (SDD) y el indice de rugosidad (r) por marcador molecular.

Figura 8. Tiempos a la expansion estimados con z a partir de la distribucidn mismatch
comparados con los ciclos glaciales del Pleistoceno inferidos con isétopos de oxigeno en el
medio marino (Gibbard y Kolfschoten 2004, modificado de Moreno-Letelier 2009).
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Figura 9. Correlacién entre la distancia geogréafica y diferentes estimadores de la distancia
genética usando la prueba de Mantel A) muestra total locus CHS-1, B) muestra total locus
ACT. A la derecha de cada gréafica se encuentra el valor de la prueba de Mantel de cada
correlacién por marcador molecular.

En los resultados de la prueba de Mantel (1967) para probar la hip6tesis de
aislamiento por distancia no se observa alguna correlacion entre las distancias geograficas
y las diferentes distancias genéticas empleadas para toda la muestra en ambos loci (Figura
9).

Filogeografia

En la Figura 10 se muestran las redes de haplotipos para cada locus con sus respectivos
anidamientos. Las frecuencias por haplotipo se pueden consultar en los Apéndices 2 y 3. La
red de haplotipos del locus CHS-1 tiene forma de estrella porque tiene un haplotipo central

en alta frecuencia que se distribuye en todas las subpoblaciones y conectados a éste existe



una gran cantidad de haplotipos punta en baja frecuencia de las subpoblaciones. Los
haplotipos punta se distribuyen en las subpoblaciones Arareko, Geogochic, Puente
Chaparra y Buenos Aires, pero no se comparten entre ellas. Asimismo, dos haplotipos en
frecuencia moderada encontrados en todas las subpoblaciones, excepto Puente Chaparra,
estdn conectados al haplotipo més frecuente. Ademas, la red de haplotipos de CHS-1 tiene
un clado de nivel dos compuesto por dos haplotipos de El Salto y uno de Puente Chaparra,
ambos en baja frecuencia. Todos los haplotipos de este clado anidado estadn conectados

entre si por haplotipos no muestreados.

A) Cladograma total CHS-1

B) Cladograma total ACT

Figura 10. Redes de haplotipos para cada marcador A) locus CHS-1, B) locus ACT. El
tamafio de los circulos representa la proporcion de individuos para la muestra total; cada
color representa una subpoblacion diferente; los arcos representan un paso mutacional y los
circulos sin relleno representan haplotipos no muestreados. La linea punteada representa
una conexion alternativa entre haplotipos (ver texto).



Por su parte, la red de haplotipos del locus ACT tiene dos clados conectados entre si
con forma de estrella: el clado 2-1 y el clado 2-2 (Figura 10). En el clado 2-1 el haplotipo
mas frecuente se distribuye en casi todas las subpoblaciones, excepto en Basihuare y
Bolafos; los haplotipos punta conectados al central se distribuyen en todas las
subpoblaciones excepto Bolafios, pero no se comparten entre subpoblaciones. En el clado
2-2 el haplotipo més frecuente se distribuye en todas las subpoblaciones excepto El Salto,
los haplotipos punta se distribuyen en Arareko, Geogochic, Puente Chaparra y Bolafios y

tampoco se comparten entre subpoblaciones.

Las redes de haplotipos generadas para cada locus tienen similitudes entre si.
Ambas presentan dos niveles de anidamiento con dos linajes cada una. El linaje del clado
2-1 se caracteriza por tener haplotipos de la subpoblacion El Salto; asimismo, en el clado
2-2 se encuentran todos los haplotipos de la subpoblacién Bolafios. Las dos redes de
haplotipos tienen forma de estrella donde las puntas generalmente se conectan al haplotipo

mas comUn por un paso mutacional.

Los resultados del programa GeoDis 2.5 fueron interpretados por medio de la clave
de inferencia para cada locus por separado. La inferencia de expansion continua del area de
distribucion se presentd para ambos loci en el cladograma total (Tablas 10y 11). De la
misma forma, la inferencia de flujo genético restringido con aislamiento por distancia se
presentd en el clado 1-3 para ambos loci (Tablas 10y 11), que se corrobord con una prueba
de Mantel (Figura 11).

Tabla 10. Inferencia biologica del NCPA para el cladograma del locus CHS-1.

Clados anidados XZ P Cadena de inferencia Inferencia
Clado 1-3 14.0000 0.012 2-3-4 FGRAD
Cladograma total 49.4906 0.000 2-11-12-13 ECAD

* P es la probabilidad de obtener un valor de x2 mas grande o igual al valor observado permutando 10,000 veces con una
prueba de contingencia. Las inferencias fueron obtenidas con la clave de inferencia de diciembre de 2008.

* Abreviaturas: FGRAD=Flujo genético restringido con aislamiento por distancia, ECAD=Expansion continua del area de
distribucion.

Tabla 11. Inferencia biologica del NCPA para el cladograma del locus ACT.

Clados anidados ¥ P Cadena de inferencia Inferencia
Clado 1-3 71.1224 0.002 2-3-4 FGRAD
Cladograma total 21.6839 0.000 2-11-12-13 ECAD

* P es la probabilidad de obtener un valor de ¥2 mas grande o igual al valor observado permutando 10,000 veces con una
prueba de contingencia. Las inferencias fueron obtenidas con la clave de inferencia de diciembre de 2008.

* Abreviaturas: FGRAD=Flujo genético restringido con aislamiento por distancia, ECAD=Expansion continua del area de
distribucion.
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Figura 11. Corroboracion de las inferencias de flujo génico restringido con aislamiento por
distancia del NCPA usando la prueba de Mantel con cada estimador de la diferenciacion
genética A) locus CHS-1, B) locus ACT. A la derecha de cada grafica se encuentra el valor
de la prueba de Mantel de cada correlacién por marcador molecular.

El tiempo al ancestro comdn mas reciente (TMRCA) estimado con el método
propuesto por Templeton (Templeton 2002, 2004, 2006) se utiliza como una fecha de
datacion de los eventos inferidos. EI TMRCA de la muestra total para el locus CHS-1 es de
710,000 afios y de 715,000 afios para el locus ACT, los cuales corresponden al mismo
periodo interglacial del Pleistoceno. Para saber si las inferencias compartidas entre loci
corresponden al mismo evento, se realizo la corroboracion, o cross validation (Templeton
2002, 2004, 2006) que presentd un valor de G =0.00405, g.I. =1, y P = 0.743; por lo que



no se refutd la hipotesis nula de que las muestras totales estiman el mismo tiempo
coalescente acumulado de 7.13 x 10° afios, correspondiente al periodo interglacial
detectado para ambos locus para el cladograma total. El intervalo de confianza al 95%
superior fue de 736,000 afios y el inferior fue de 689,000 afios; ambos corresponden a

diferentes periodos glaciales del Pleistoceno (Figura 12).

Figura 12. TMRCA estimado para el cladograma total de ambos loci, la cross validation y
los intervalos de confianza de la cross validation. Los ciclos glaciales del Pleistoceno
inferidos con is6topos de oxigeno en el medio marino (Gibbard y Kolfschoten 2004,
modificado de Moreno-Letelier 2009).



DISCUSION

La variacion genética indica vestigios de los procesos demogréficos historicos

En las subpoblaciones de L. nitens de la SMOcc se encontrd una alta variacion
haplotidica para los dos loci empleados (para CHS-1 Hd = 0.743, para ACT Hd =
0.743); por el contrario la variacion nucleotidica es escasa (para CHS-1 = = 0.0054, para
ACT = = 0.0065; para CHS-1 6y = 0.0110, para ACT 6y = 0.0219) (Tablas 3y 4). Se
empleo la comparacion entre Hd y = (Avise 2000), Fs de Fu (1997) y la D de Tajima
(1989), ademés de diferentes métodos, entre ellos el NCPA (Templeton 1995) y la
distribucion mismatch (Rogers y Harpending 1992), para inferir los eventos
demogréficos historicos, entre ellos los crecimientos poblacionales, que sugieren una

complejidad demografica en estas subpoblaciones.

La diversidad de L. nitens en la SMOcc es similar a la que encontr6 Santini
(2007) para el marcador ACT: Hd = 0.743, = = 0.007 y 6 = 0.038 para la FVTM. En
ese estudio se encontr6 un crecimiento poblacional reciente, estimado con una prueba
de mismatch y corroborado con métodos similares empleados en el presente estudio.
Los tamafios efectivos poblacionales también son parecidos entre la SMOcc y la FVTM.
Esto sugiere que las poblaciones de L. nitens tuvieron procesos demogréficos similares

en diferentes regiones biogeogréficas de México.

La diversidad encontrada en la SMOcc es comparable con la encontrada por
Deckert y colaboradores (2002) porque ambas son altas, aunque en el presente estudio
se emplearon secuencias de DNA y en el segundo RAPD. Deckert sugiere que el alto
namero de individuos genéticamente diferentes, uno en promedio cada 4mm en las

aciculas de P. strobus; se debe a que L. nitens es heterotélico.

Tanto L. nitens como Amanita muscaria presentan hospederos afines, que
difieren porque son resultado de la historia de vida de cada especie; en ambos hongos su
demografia histérica indica una relacion con los cambios climaticos del Pleistoceno. En
A. muscaria se han encontrado valores bajos de variacion nucleotidica en genes
nucleares, al igual que en L. nitens. Por ejemplo, en el gen de la g-tubulina z = 0.0087,
0.0089 y 0.0073 y en el EF1-a 7 = 0.0128, 0.0060 y 0.0033 en diferentes bosques de

coniferas de Norteamérica de afinidad templada (Geml et al. 2008).

Existen pocos estudios de demografia histérica en hongos y ninguno en hongos

endoéfitos. No obstante, es notable que en diferentes bosques de afinidad templada de



Norteamérica se ha encontrado una diversidad muy alta de especies de hongos endéfitos
(Ganley et al. 2004). La alta diversidad no so6lo se encuentra en el nivel interespecifico,
sino que también se encuentra en el nivel intraspecifico. Esto sugiere que los hongos
enddéfitos, que comparten historias de vida parecidas, tienen una diversidad genética alta
y, por lo tanto, hacer estudios para estos hongos seria importante para comparar sus
patrones filogeograficos y asi reconstruir la historia biologica de regiones para las que

ésta es poco conocida, como es el caso de México.
Distribucion espacial de la diversidad genética

Las subpoblaciones de la SMOcc comparten un haplotipo en frecuencia alta para el
marcador CHS-1, mientras que en El Salto ese mismo haplotipo se encuentra en
frecuencia baja. Para el marcador ACT las subpoblaciones comparten dos haplotipos en
frecuencia alta, con excepcion de El Salto y Bolafios (Figura 4). Esto sugiere que la
mayoria de las subpoblaciones de la SMOcc permanecieron en contacto durante su
historia. Otra opcion es que el contacto fue antiguo y las mutaciones acumuladas en los

marcadores no son suficientes para diferenciar poblaciones.
Delimitacion de las unidades locales de apareamiento

La mayoria de las comparaciones pareadas estimadas con Fsr y Snn, para ambos
marcadores moleculares, no refutan la hipétesis nula de no diferenciacién entre
subpoblaciones. Sin embargo, en el caso de CHS-1 la subpoblacion de El Salto est
altamente diferenciada con respecto a todas las subpoblaciones; los estimados de Fsr
estan entre 0.17 y 0.25, mientras que los estimados de Sy, estan entre 0.80 y 0.82. Para
ACT los estimados de diferenciacion altos a muy altos (siguiendo la nomenclatura de
Wright 1978) refutan la hipétesis nula de no diferenciacion poblacional entre las
subpoblaciones de Bolafios y El Salto con respecto a todas las demés subpoblaciones;
en este caso, los valores de Fst estan entre 0.18 y 0.66 y los estimados de Sy, estan entre
0.72 y 1.00.

Las comparaciones pareadas entre subpoblaciones utilizando B, el estimador de
la biodiversidad, no tienen integrada una prueba de permutaciones para refutar la
hipétesis nula de no diferenciacion entre subpoblaciones, asi que solamente
comparamos los valores estimados de [3 con respecto a las otras dos pruebas de
diferenciacién poblacional (Fst y Snn). Los valores de diferenciacion estimados con 3

son altos para ambos marcadores (para CHS-1 entre 0.77 a 0.9, para ACT entre 0.75 y



1.0). Estos resultados indican que las subpoblaciones de L. nitens en la SMOcc se
mantuvieron unidas y divergieron recientemente durante los periodos interglaciares (ver
mas abajo) o tuvieron uno o mas contactos secundarios. Asimismo, la distribucion
geografica de los haplotipos junto con los otros resultados de diferenciacion poblacional
sugieren que las subpoblaciones Bolafios y El Salto no tuvieron contacto entre ellas. Por
otra parte, los valores comparados de Fsty Sy, mostraron patrones similares de aumento
o disminucion de valores en la discriminacion de subpoblaciones, dando los mismos
resultados para cada marcador, lo que sugiere una correlacion entre estos estimadores
(Tablas 5 y 6). Los valores encontrados con 8 son mas altos que los encontrados con Fst
y Snn; ademas de diferenciar a El Salto y Bolafios diferenciaron a Puente Chaparra; esto

sugiere una menor correlacion entre 8 con los otros dos estimadores.

En comparacidn, las subpoblaciones de la FVTM mostraron estimados de Fsr
bajos que no refutaron la hip6tesis nula de no diferenciacion (Santini 2007). Asimismo,
pocos de los estimados de Sy, para esta misma region refutaron la hipétesis nula de no
diferenciacion entre subpoblaciones. Esto se debe a que en la FVTM los bosques se
mantuvieron en contacto por mas tiempo por medio de migracion o tuvieron contacto

reciente con otras regiones biogeogréficas.

De forma similar a lo encontrado en las subpoblaciones de L. nitens en la
SMOcc, las subpoblaciones de su unico hospedero en esta region biogeogréfica, P.
strobiformis, no forman unidades locales de apareamiento porque en ellas no se
encontro subdivision poblacional (Moreno-Letelier y Pifiero 2009). Esto sugiere que las
subpoblaciones estuvieron en contacto por medio de migracidn entre subpoblaciones

durante el Pleistoceno.

Por otro lado, en un estudio de Picea chihuahuana en la SMOcc, Jaramillo-
Correa y colaboradores (2006) compararon microsatélites de mtDNA y de cpDNA para
estudiar la filogeografia de este organismo. Estos autores encontraron mayor
diferenciacion con los marcadores de mitocondria que con los de cloroplasto y sugieren
que las diferencias se deben a la capacidad de dispersion del polen (cpDNA) con
respecto a las semillas (mtDNA); lo que resultaria en una mayor diferenciacion por parte
de la semilla, la de menor dispersién, con respecto al polen, el de mayor dispersion.
Otra interpretacion de sus resultados es posible si tomamos en cuenta que la diversidad
genética del mtDNA es menor que la de cpDNA. La deriva genética actuaria mas

fuertemente en el marcador menos diverso, lo que causaria que la diferenciacion entre



subpoblaciones se alcanzara més répido que en el marcador con mayor diversidad.
Entonces, los patrones observados en P. chihuanana podrian no ser el resultado de
aislamiento (al menos por parte de las semillas) entre subpoblaciones sino al efecto
diferencial de la deriva genética entre marcadores. De forma similar a lo encontrado en
P. chihuahuana, en L. nitens de la SMOcc el marcador genético de menor diversidad
genética (CHS-1) mostré mayor diferenciacion entre subpoblaciones que el otro
marcador, con mayor diversidad genética. Como en este caso ambos marcadores son
nucleares, no se pueden argumentar diferencias en la capacidad de dispersion, sino
diferencias en los efectos de la deriva genética sobre marcadores con diferentes
cantidades de variacién. Asimismo, tanto en las subpoblaciones de L. nitens como en las
de P. chihuahuana no se encontré aislamiento por distancia, lo que refuerza la idea de
que en P. chihuahuana, los patrones observados no se deben a la dispersion diferencial
entre semillas y polen. Otra posibilidad es que el flujo génico entre subpoblaciones no
se ajuste al modelo de aislamiento por distancia y como se vio si existe diferenciacion

entre ellas.
El flujo génico entre subpoblaciones

El 50% de los estimados de flujo génico en comparaciones pareadas (Nm) mostro
valores altos (Nm > 1), lo que sugiere que la migracion entre subpoblaciones ha sido
una fuerza evolutiva muy importante. La alta migracion entre subpoblaciones parece
contradictoria con la caracteristica dispersion limitada de L. nitens, ya que sus esporas
son endebles (Deckert et al. 2002, Santini 2007), pero podria estar relacionada con los
crecimientos poblacionales durante los periodos glaciales del Pleistoceno porque, como
consecuencia de las expansiones poblacionales, podria haber contacto entre
subpoblaciones antiguamente aisladas durante los periodos interglaciales, permitiendo
el flujo génico entre ellas (Moreno-Letelier y Pifiero 2009). Otra posibilidad es que
parte del flujo génico haya sido confundido con sorteo incompleto de linajes (Avise
2000; ver més abajo). El contacto entre subpoblaciones debido a expansiones es la
explicacion preferente para los eventos de migracion detectados de P. strobiformis
(Moreno-Letelier y Pifiero 2009), lo que propici6 una pérdida de diferenciacion genética

dentro de la SMOcc, asi como en otras regiones biogeograficas.

Se ha encontrado que la diferenciacion genética de las subpoblaciones de
distintos hongos es cominmente el resultado de una migracion limitada entre ellas
(Rydholm et al. 2006, Grubisha et al. 2007, Geml et al. 2008). Un ejemplo es el hongo



ectomicorricico Rhizopogon occidentalis (una pseudotrufa), que se asocia a diferentes
organismos de los géneros Pinus y Pseudotsuga, en el cual se encontro alta estructura
genética (Fst = 0.258) entre sus poblaciones que estan ubicadas en diferentes islas del
océano Pacifico con cortas distancias entre ellas (Grubisha 2007). Los autores sugieren
que la alta diferenciacion entre islas se debe a que R. occidentalis presenta una
dispersion limitada mediada por pequefios roedores y, en menor frecuencia, por
mamiferos grandes (Ashkannejhad & Horton 2006). Otros ejemplos incluyen A.
muscaria (Geml et al. 2008) y Aspergillus fumigatus (Rydholm et al. 2006).

De forma similar a lo encontrado en P. chihuahuana, las subpoblaciones de L.
nitens en la SMOcc mostraron alta migracion. Esto sugiere que la migracion de
diferentes organismos de afinidad templada en la SMOcc fue alta; por otra parte, sus
subpoblaciones tuvieron extensiones méas amplias, lo que seguramente facilito el

contacto recurrente, mediado por expansiones, entre ellas.
Comparacion y correlacion entre los estadisticos de diferenciacion poblacional

Las ideas de la genética de poblaciones han sido tomadas para aplicarlas en problemas
ecoldgicos y viceversa, por ejemplo Hubbell (2005) tomd los fundamentos de la teoria
neutral de la evolucion molecular (Kimura 1983) para describir la diversidad al nivel de
comunidades. Por su parte, una de las propuestas del presente estudio es tomar los
fundamentos tedricos de la ecologia de comunidades para estimar la diferenciacion a
nivel de poblaciones con datos genéticos con el fin de obtener un estimador de la
diferenciacién més sensible a la variacion que los estimadores empleados cominmente
(Fst Y Snn). Esto no quiere decir que si un observador encuentra gran diversidad al nivel
de comunidades, ésta deba corresponder con una variacion genética en la misma
magnitud, de lo que se trata es de aprovechar la analogia que existe entre métodos que
buscan cuantificar qué tan diferentes son los organismos de dos regiones geogréficas.
Asi, los diferentes haplotipos pueden verse como unidades similares a las especies y
estimar el recambio entre diferentes regiones geograficas. Después de todo, como
afirma John H. Gillespie (2004): “De la naturaleza de la variacion a nivel molecular

destaca que la variacion entre individuos es similar a la encontrada entre especies”.

Tomando en cuenta los fundamentos tedricos anteriores se observo que entre los
estimados de Fst y 3 en donde no se encontrd una relacion directa porque los valores
son contrastantes. Empleando la prueba de Mantel tampoco se hallé una correlacion alta

entre estos estimadores (Figura 5), la mas alta fue en el locus ACT donde rx, = 0.6886 y



P =0.0057. Esto es consecuencia de las diferencias intrinsecas de cada estimador para
detectar diferenciacion poblacional. Fst se basa en comparaciones de la
heterocigosidad, que a su vez estan influenciadas por las diferencias en frecuencia de los
haplotipos entre las subpoblaciones; mientras que [} emplea datos de ausencia y
presencia, por lo que es insensible a las diferencias en la frecuencia de los haplotipos
entre subpoblaciones. Asi, si un haplotipo se encuentra en frecuencia alta en todas las
subpoblaciones, aunque haya muchos otros haplotipos diferentes en pequefias
proporciones, Fsr tenderia a subestimar la diferenciacion, mientras que 8 lograria
diferenciar poblaciones en estas mismas condiciones. En el caso en que los haplotipos
se distribuyeran homogéneamente entre las subpoblaciones, con aproximadamente la

misma frecuencia, se esperaria que ambos estimadores dieran resultado similares.

Una consecuencia de las diferencias en el poder de resolucién entre Fst y 8 es
notoria cuando se comparan los valores de diferenciacion estimados para diferentes
marcadores. Con Fsr, la mayor diferenciacion se encuentra en el marcador que tiene
menor diversidad de haplotipos, mientras que con 3, ésta es mayor en el marcador con
mas haplotipos; lo anterior se debe a que 3 es muy sensible a las diferencias entre
subpoblaciones, dadas por la gran cantidad de haplotipos diferentes, pero en baja
frecuencia, que existe entre subpoblaciones usando ACT, mientras que Fst est4 sesgado
por los pocos haplotipos que estan presentes en alta frecuencia en casi todas las
subpoblaciones. Un argumento equivalente sirve para explicar las diferencias entre
estimadores para CHS-1; al haber menos haplotipos (y, por lo tanto, menos haplotipos
exclusivos entre subpoblaciones), el poder de B se reduce, mientras que Fsr se
incrementa por la presencia de haplotipos en frecuencias intermedias que tienen

distribuciones geograficas mas o menos restringidas (Tablas 5y 6).

Los estimadores Sp, y 3 presentan una alta sensibilidad para detectar
diferenciacion poblacional (Tablas 5 y 6). Las comparaciones pareadas de Sp, y 8 fueron
sometidas a una prueba de Mantel y los valores de estas correlaciones fueron medios
(Figura 5y Tabla 6) (locus CHS-1 ry, = 0.7206 y P = 0.0298 y locus ACT ryy = 0.7454 y
P =0.0030). La correlacion entre estos estimadores aumenté al emplear el marcador
molecular con mayor variacion genética (ACT); lo que es de esperarse, pues conforme
aumenta la diversidad genética también aumentan las sustituciones, las diferencias entre
secuencias Y las diferencias entre subpoblaciones. Sy, se sustenta en comparar la

frecuencia con que ocurre una cierta categoria de sustituciones (por ejemplo, la



frecuencia con que ocurren substituciones de dos nucleétidos) entre los haplotipos de
cada una de las subpoblaciones comparada con la frecuencia de las mismas categorias
en la muestra total. Por su parte, 3 emplea la presencia y ausencia de los haplotipos en
cada subpoblacién. En consecuencia, las sensibilidades de estos estimadores son
semejantes, porque ponderan la diversidad local antes de compararla con la diversidad
global. Cabe notar que al igual que Fst, Sy presenta generalmente valores altos de
diferenciacién cuando hay una menor cantidad de variacion (Tabla 5); sin embargo, los
valores arrojados por Sy, son significativos en una mayor proporcion que los de Fsr. Por
su parte I3 presenta valores méas altos de diferenciacion que Sy, cuando se emplea un
marcador molecular con mayor variacion genética aunque lamentablemente una
comparacién similar a la anterior no es posible porque no existe a la fecha un estadistico

para conocer la significancia de los estimados de RB.

La sensibilidad de S,y y 8 es similar y depende de las diferencias nucleotidicas
en la muestra. En el caso de Sy, al aumentar la frecuencia del nimero de diferencias
aumenta su resolucion y ésta disminuye con la variacion genética. Este patron es similar
al de 3 con la diferencia de que al aumentar la diversidad genética y disminuir
frecuencia de los haplotipos tiene mayor resolucion. Por otra parte, Sy, esta disefiado
para emplearse Unicamente con sustituciones de nucleétidos, siendo incapaz de utilizar
la informacidn contenida en otro tipo de mutaciones, como las inversiones y las
inserciones-deleciones; que el estimador 3 si puede tomar en cuenta, ya que depende de

la cantidad de haplotipos diferentes sin importar como sean definidos.

Las comparaciones entre Fst y Sy, indican que ambos aumentan
proporcionalmente; esto sugiere que los estimadores se encuentran relacionados
fuertemente. Para probar esta hip6tesis se realizd una prueba de Mantel y no se encontrd
una correlacion (ry, = 0.6175 y P = 0.1252) con CHS-1, el marcador molecular que
presentd menor variacién, mientras que al emplear ACT, el marcador molecular con
mayor variacion, se encontr6 una correlacion muy alta (rx, = 0.9478 y P = 0.0003)
(Figura 5); esto indica que con el aumento en la variacion genética aumenta la relacion
entre estos estimadores de la diferenciacion. Por otra parte, a pesar de las diferencias
conceptuales, la alta correlacion entre Fst y Sp, para el locus ACT puede ser
consecuencia de que ambas medidas de diferenciacion poblacional se basan en mayor o
menor proporcion en las frecuencias de los haplotipos. A pesar de la correlacion entre

ambos estimadores, Sy, presentdé mayor diferenciacion que Fst, en ambos casos, y la



hipétesis nula de no diferenciacion se refutdé en mas ocasiones, lo que sugiere que es un

mejor estimador de la diferenciacion.

El indice de biodiversidad [ estima de forma distinta la diferenciacion
poblacional que Fst y Snn; esto implica que las subpoblaciones en las que no se encontré
diferenciacion realmente la tengan y sea alta. Una de las posibilidades es que tanto Fsr
como Sy, tienen bases tedricas la aparicion y fijacion de los haplotipos y estiman la
diferenciacién dependiendo del tiempo de la aparicion de los haplotipos. Esto implica
que B s6lo puede estimar la diferenciacion actual y nos dice muy poco como aparecieron

los haplotipos de los organismos.
Grupos de subpoblaciones delimitados con SAMOVA

Los grupos de subpoblaciones delimitados empleando SAMOVA son diferentes entre
marcadores (Figura 6); con CHS-1 el programa segreg6 a las poblaciones Basihuare en
el norte y El Salto en el sur del resto, mientras que con ACT s6lo segregé a Bolafios
(Tablas 7 y 8). Este resultado no es tan sorprendente porque SAMOVA se basa en
estimados de Fst (y Fcr) que de por si ya son heterogéneos entre marcadores, lo que se
ve reflejado en las poblaciones que segrega para cada caso. Ademas, el programa arrojo
diferentes agrupaciones significativamente iguales (P = 0.000) (Tabla 8) aun con
valores de Fcr diferentes, lo que hace dudar sobre la verosimilitud de sus conclusiones y
por lo tanto la interpretacion que podria hacerse es ambigua. Posiblemente se deba a que
las agrupaciones posibles no son significativamente diferentes ya que el exceso de
haplotipos en frecuencia baja no permite diferenciarlas. Asimismo, algunas de las
agrupaciones que hace (por ejemplo, aislar la poblacion Basihuare de las otras) no

corresponden con ningun resultado de los estimadores de diferenciacion.

Los resultados de SAMOVA reportados para otros organismos con las mismas
afinidades que L. nitens también fueron dificiles de interpretar. En P. strobiformis se
encontrd un solo grupo homogéneo en la SMOcc (Moreno-Letelier y Pifiero 2009) lo
que puede deberse a que el anélisis de SAMOVA se realiz6 para un nimero mas grande
de regiones biogeograficas lo suficientemente diferentes entre si como para que no se
detectaran diferencias a menor escala. Por su parte, en P. chihuahuana, un estudio mas
enfocado en la SMOcc, el analis de SAMOVA usando cpDNA segregé dos
subpoblaciones nortefias en Chihuahua que, a decir de los autores, pudieron formar un
continuo entre ellas, aislado del otro continuo que formarian el resto de las

subpoblaciones (Jaramillo-Correa et al. 2006). Ambos estudios, junto con el de L. nitens



nos sugieren que esta region es un continuo en el que abunda la variacién genética
debida a eventos demogréficos histéricos como el crecimiento poblacional y que la
subdivision poblacional fue muy poca entre ellas, diferencidndose subpoblaciones

especificas para cada organismo.
Crecimiento poblacional de L. nitens en la Sierra Madre Occidental

Se encontr6 crecimiento poblacional en las subpoblaciones de L. nitens en la SMOcc
por medio de diferentes métodos. Uno de ellos son los estimadores de la neutralidad que
nos indican si la muestra que analizamos es compatible con la evolucion por mutacion y
deriva genética en poblaciones de tamafio constante (Fisher 1930, Kimura 1983, Wright
1931) en contraste con algun tipo de seleccién o con cambios histéricos en el tamafio de
las poblaciones. Estas pruebas, la D deTajima (1989) y la Fs.de Fu (1997) se basan en
las comparaciones entre = y 6w. En las subpoblaciones de L. nitens de la SMOcc los
valores de 6y fueron més altos que los de 7 por un orden de magnitud (Tablas 3 y 4),
esto indica que hay un nimero alto de singletones en la muestra. En el caso del locus
CHS-1 la prueba D de Tajima para la muestra total no fue significativamente diferente
de cero, esto sugiere que su polimorfismo es compatible con la evolucion neutral en
poblaciones de tamafo constante (Fisher 1930, Wright 1931). Por otra parte, para la
muestra total del locus ACT la prueba D de Tajima y para la muestra total de los dos
loci las pruebas Fs de Fu fueron negativas y se refutd la hipdtesis nula de
compatibilidad con una muestra neutral, esto indica que las dos muestras no estan en
equilibrio deriva-mutacién porque hay una mayor cantidad de singletones que de
haplotipos compartidos, este resultado es compatible con una expansion poblacional
(Tajima 1989, Fu 1997) o con un periodo fuerte de seleccion purificadora porque existe
un exceso de polimorfismo en baja frecuencia (Tabla 9). La interpretacion de seleccion
natural se descart6 porque los patrones negativos y significativamente diferentes de cero
se encontraron en los loci no ligados CHS-1 y ACT. Esto no es posible explicarlo por
medio de seleccién natural ya que ésta actlia de forma particular en el genoma, no

muestra patrones generalizados (Hedrick 2005).

La sensibilidad de la prueba D de Tajima (1989) para detectar crecimientos
poblacionales histdricos es menor que la prueba Fs de Fu (1997) porque necesita una
mayor cantidad de datos, mientras que la prueba Fs.de Fu compara la probabilidad de
observar una muestra neutral al azar con un nimero de datos similar o mas pequefio que

el observado. Como consecuencia, el marcador con la menor variacion genética (CHS-



1) no fue compatible con la hipétesis de expansion poblacional al emplearse la D de
Tajima; por su parte, al emplearse la Fs.de Fu se detect6 una expansion poblacional sin

importar el marcador empleado.

La comparacion de Hd y 7 para ambos loci usando toda la muestra (Tablas 3 y
4) fue visual ya que no se cuenta con un estadistico que las compare, como la D
deTajima o la Fs.de Fu. Para ambos marcadores los valores de Hd son altos y los
valores de 7 son bajos; lo que sugiere una expansion poblacional a partir de una

poblacién con un tamafo efectivo poblacional bajo (Avise 2000).

Otra forma de probar la hip6tesis de expansion poblacional es con la distribucion
mismatch (Rogers y Harpending 1992); que grafica la distribucion de frecuencias de las
diferencias nucleotidicas y la compara con la distribucion de probabilidad de datos
simulados bajo el modelo de expansion subita (Rogers 1995). En general, los valores de
significancia de la suma de las diferencias cuadradas P (SDD) no rechazan la hipdtesis
nula de crecimiento subito y del indice de rugosidad(r) la hipétesis nula de crecimiento
poblacional (Schneider y Excoffier 1999, Excoffier et al. 2005; Figura 7y Tabla 10).
Los tiempos desde la expansion se estimaron a partir de z, empleando la ecuaciont =z
/2u, donde t es el tiempo en generaciones desde que ocurrié la expansion. Con el fin de
obtener t en afios se empled el tiempo generacional de 1.5 afios, reportado anteriormente
para L. nitens (Deckert et al. 2002) y una tasa de mutacion estimada comparando el
numero de sustituciones entre diferentes especies de Lophodermium y el tiempo en que
divergieron (Salas-Lizana et al. datos no publicados). Los resultados del tiempo desde
la expansion coinciden con periodos glaciales, lo que sugiere que los bosques de su
hospedero, P. strobiformis, aumentaron su area de distribucién y con ellos, las

poblaciones de L. nitens.

Las redes de haplotipos (Figura 10) para los dos loci presentaron una topologia
con forma de estrella que sugiere expansion poblacional (Avise 2000). Las redes de
haplotipos con forma de estrella se emplean para probar la hipétesis de crecimiento
poblacional (Beaumont 1999, Fu 1997); esto significa que las poblaciones pasaron por
un periodo de expansion reciente y que las ramas internas son cortas con pocas
mutaciones acumuladas, no hay eventos de coalescencia posteriores a la expansion, lo
que indica que fue acelerada la acumulacion de variacion genética (Slatkin y Hudson

1991, Fu 1997, Schneider y Excoffier 1999). Nuestras redes de haplotipos presentan



uno o dos haplotipos centrales en frecuencia alta distribuidos en todas las

subpoblaciones y una gran cantidad de haplotipos punta en todas las subpoblaciones.

El andlisis formal de las redes de haplotipos, realizado con el NCPA infiri6
expansion continua del &rea de distribucion para el cladograma total en ambos loci. Esta
inferencia est4 sustentada con los resultados de los estadisticos de resumen. Las dos
redes son evidencia del mismo evento histérico, que es congruente con la distribucion
mismatch, pero cada prueba mostrd tiempos a la expansion diferentes (Figuras 8 y 12,
Tablas 10 y 11). La diferencia entre los estimadores del tiempo a la expansion seré

discutida posteriormente.

Por otro lado, comparando las redes de cada locus, encontramos que existen
semejanzas y diferencias. En ambas, las puntas se conectan al haplotipo més comun por
un paso mutacional y presentan dos niveles de anidamiento con dos linajes; estos linajes
se caracterizan porque entre ellos divergen las subpoblaciones El Salto y Bolafios, lo
que sugiere que estas dos subpoblaciones no comparten una historia demografica
cercana. La diferencia mas notoria entre las redes es que en el caso del locus ACT hay
dos haplotipos de alta frecuencia, en contraste con CHS1 que sdlo presenta uno. Las
diferencias en la topologia de las redes de haplotipos indican que la variacion genética
fue eliminada al azar. La diferencia entre la topologia de las redes también depende de
la cantidad de variacion de los dos marcadores moleculares. En el de mayor variacion
molecular (ACT) puede que no se haya eliminado la variacion rapidamente o que se
origine mucha variacion en poco tiempo. Al contrario, en el marcador molecular de
menor variacién (CHS-1) la variacion es muy poca que no hubo el tiempo suficiente
para que los deméas haplotipos aumentaran su frecuencia o que la deriva genética fue tan
fuerte que elimind la variacion rdpidamente. En ambos casos se encontrd el mismo
evento historico con el mismo TMRCA para la inferencia del cladograma total, lo que
elimina la posibilidad de que haya sido un patrdn influido por seleccidon (Templeton
2008).

Aislamiento por distancia

No se encontro aislamiento por distancia en la SMOcc al realizarse pruebas de Mantel
(Figura 9) porque es probable que durante el aumento del area de distribucion de L.
nitens hubiera altos niveles de migracion entre subpoblaciones adyacentes, como ha
sido reportado para las poblaciones de la FVTM (Santini 2007) y P. strobiformis en la

SMOcc (Moreno-Letelier y Pifiero 2009). Una consecuencia del apareamiento entre las



subpoblaciones adyacentes es que se comparten polimorfismo entre la mayoria ellas
porque se homogenizaron genéticamente (Jaramillo-Corrrea et al. 2006, Moreno-
Letelier y Pifiero 2009).

Cabe notar que el flujo genético puede confundirse con sorteo incompleto de
linajes (Avise 2000). En el caso de L. nitens, la migracion es poco probable entre
subpoblaciones separadas por una distancia geografica muy grande; un ejemplo es el par
de subpoblaciones Arareko y Puente Chaparra que estan separadas por una distancia de
350 Km; lo que sugiere que la variacion genética que éstas comparten puede deberse a

que el polimorfismo ya estaba presente en una poblacién ancestral (Bulgin et al. 2003).

Por su parte, el NCPA infirié aislamiento por distancia y flujo genético
restringido para el clado 1-3 de ambos marcadores (Tablas 10 y 11), aunque la prueba
de Mantel no mostro correlacion entre la distancia genética y la geogréfica (Figura 11).
Biologicamente, el flujo genético restringido es muy probable debido a la dispersion
limitada de L. nitens y la prueba de Mantel (Mantel 1967) no realiza una comparacion
detallada entre pares de subpoblaciones para conocer si algunas estan més relacionadas
con otras (Epperson 2003). Por lo tanto, quiza existe aislamiento por distancia entre
algunas subpoblaciones pero no entre otras. El flujo genético histérico entre algunas

subpoblaciones debid borrar los vestigios del aislamiento por distancia.

En especies que comparten el area de distribucion en la SMOcc con L. nitens
tampoco se encontro aislamiento por distancia usando la prueba de Mantel. Las
subpoblaciones de P. strobiformis estan poco diferenciadas entre si y formaron un
conjunto homogéneo (Moreno-Letelier y Pifiero 2009). Por su parte en las
subpoblaciones de P. chihuahuana se encontraron patrones diferentes entre marcadores,
para microsatélites de mitocondria se encontré una subdivision norte-sur que no fue
detectada con marcadores del mismo tipo pero de cloroplasto; en ninguno de los dos
casos detectd aislamiento por distancia (Jaramillo-Correa et al. 2006). Los resultados en
conjunto de los tres organismos (Picea, Pinus y Lophodermium) sugieren que la
expansion de los bosques de afinidad templada en la SMOcc homogenizé la variacion
genética entre algunas de las subpoblaciones, presumiblemente las més cercanas entre
si, y que las subpoblaciones altamente diferenciadas para cada especie son el resultado
de una historia particular que depende de las capacidades de dispersion, la tolerancia a
ciertos ambientes y, metodoldgicamente hablando, de los marcadores y de los analisis

empleados.



Correspondencia entre los procesos demogréaficos historicos y los periodos glaciales

del Pleistoceno

Los procesos demograficos de diferentes biotas durante el Pleistoceno estuvieron
influidos mayormente por las oscilaciones climaticas ya que las placas tectonicas
durante este periodo no repercutieron en los procesos demograficos porque se
mantuvieron relativamente estables (Lomolino et al. 2006). Asimismo, la distribucion
de los pinos fue influida por los cambios climéticos del Pleistoceno; algunos de sus
fosiles fueron encontrados en la SMOcc en sedimentos que pudieron corresponder a
periodos glaciales, los cuales beneficiaron la expansion de sus poblaciones (Bradbury
1997, Metcalfe 2006) y, como consecuencia, la expansion de las poblaciones de sus

huéspedes, incluyendo a Lophodermium.

Es necesario comparar el tiempo de ocurrencia de los eventos historicos con los
registros historicos de cambio climatico para encontrar una posible causa-efecto. En este
caso se compararon el tiempo desde la expansion estimado de las distribuciones
mismatch y el TMRCA de los cladogramas totales, donde el NCPA infiri6 expansion
poblacional (Figuras 8 y 12) con los principales ciclos glaciales del Pleistoceno
(Gibbard y Kolfschoten 2004).

El tiempo a la expansidn estimado con 7 (t = 7/ 2u) de la muestra total para el
locus CHS-1 coincide con un periodo glacial, estimado en 462,000 afios (Gibbard y
Kolfschoten 2004). En el caso del locus ACT el tiempo desde la expansion estimado con
r coincide con un periodo glacial hace 549,000 afios (Gibbard y Kolfschoten 2004)
(Figura 11). Que también coincide con la expansion poblacional de L. nitens en la
FVTM con el locus ACT (Santini 2007). Por su parte, Templeton (2002) recomienda
corroborar, por medio de la cross validation, las inferencias de los niveles altos de
anidamiento porque el tiempo de los eventos recientes es oscurecido por un error
estocastico asociado al proceso coalescente. El tiempo coalescente de la muestra total
para el locus CHS-1 es de 710, 000 afios y 715, 000 afos para el locus ACT. Se realiz6
la corroboracion, o cross validation y no se refut6 la hipdtesis nula de que las muestras
totales estiman el mismo tiempo coalescente acumulado de 713, 000 afios, estos tres
estimados coinciden con el mismo periodo interglacial. El intervalo de confianza al 95%
superior fue de 736, 000 afos y el inferior fue de 689, 000 afios, estos dos estimados

coinciden con dos diferentes periodos glaciales del Pleistoceno (Figura 12).



El tiempo desde la expansion estimado por medio de r depende de los supuestos
del modelo de crecimiento subito donde el tamafio efectivo poblacional inicial debe ser
cercano a cero, lo que en la realidad es muy dificil que suceda. Por otra parte, el
estimado del tiempo desde la expansion depende de la frecuencia de las diferencias de la
muestra que es a su vez esta afectada por la estocasticidad del proceso mutacional y la
deriva genética. Asimismo, estimar el TMRCA puede ser mejor porque en una red con
forma de estrella el momento en que surgié la mayoria de la variacién genética es muy
cercano al momento de la expansion demografica. Por esta razén se encontrdé que ambos
marcadores moleculares infieren el mismo evento historico con un tiempo a la

expansion similar (Templeton 2005, 2006).

Al mismo tiempo se estimaron los intervalos de confianza superior e inferior al
95% para encontrar un intervalo en el cual se encuentre el TMRCA acumulado de la
cross validation, al igual que en el estudio de la lagartija Ameiva chrysolaema (Gilford
y Larson 2008). El estimado del TMRCA sobrestima el tiempo de expansion porque
estima el momento en el que surgid la variacion genética pero no el crecimiento
poblacional (Edwards y Beerli 2000), aunque ambos son muy cercanos. Por otra parte,
el estimado empleado no tiene incorporado un modelo de expansion; por estos motivos

el estimado del TMRCA acumulado no coincidi6 con un periodo glacial.

Los datos de diferentes marcadores moleculares junto con el estimado de la
cross validation elimind la posibilidad de que las diferencias entre las distribuciones y/o
las frecuencias de los haplotipos sean resultado de seleccion porque al emplear mas de
un locus que corrobore una interpretacion histdrica ésta se vuelve mas robusta
(Templeton 2008). Esto quiere decir que al tener resultados similares entre un marcador
al que no se encontro influencia de la seleccion y otro del que se tienen dudas lo més

probable es que sus patrones no se deban a seleccion natural.

La cross validation se ha reportado en pocas ocasiones (Knowles 2008). Por
ejemplo: Templeton (2002) usé la cross validation y encontrd tres expansiones
poblacionales en humanos. Para la lagartija Ameiva chrysolaema en la Republica
Dominicana se encontrd una expansion corroborada por la cross validation con tres loci
no ligados (Gilford y Larson 2008). Para elefantes se encontré una fragmentacion
sustentada por cinco loci no ligados (Templeton 2009). Lo que hace que este estudio sea
precursor en filogeografia de hongos, ya que hasta el momento no se ha reportado

ninguno para estos organismos.



De los pocos estudios de demografia historica en hongos se encuentra el de A.
muscaria donde los procesos demogréficos ocurrieron de manera contraria a los de L.
nitens porque sus poblaciones en Norteamérica divergieron por multiples
fragmentaciones y aislamientos geogréficos durante los periodos glaciales del
Pleistoceno y crecieron durante los periodos interglaciales (Geml et al. 2008). Para las
subpoblaciones de L. nitens en la FVTM (Santini 2007) se encontrd que la variacion
genética, la diferenciacion y el crecimiento poblacional durante los periodos glaciales
fueron similares a los encontrados en la SMOcc aunque son regiones biogeogréficas
distintas en la Republica Mexicana. Ademas se sugiere que las subpoblaciones de la

FVTM tuvieron contacto durante los periodos de crecimiento poblacional.

Por Gltimo, cabe resaltar que se estimaron dos diferentes tiempos desde la
expansion con  para P. strobiformis en la SMOcc. Uno de ellos hace 41,068 afios con
un tiempo generacional de 15 afios y la otra de 273,792 afios con un tiempo
generacional de 100 afios, ambas coinciden con periodos glaciales, lo que sugiere que
los periodos frios favorecieron el aumento en sus tamafios poblacionales (Moreno-
Letelier 2009), al igual que los de sus hospederos. En P strobiformis no se han
amplificado marcadores moleculares nucleares; éstos abarcan tiempos coalescentes mas
profundos que el mtDNA o el cpDNA (Templeton 2005) y no es posible hacer una
comparacién més precisa con L nitens. Asi, las historias encontradas para L. nitens y P.
strobiformis sugieren una complementariedad porque ambas colonizaron nuevas areas
de distribucion en los periodos glaciales con flujo genético entre subpoblacionales y
durante los periodos interglaciales sus subpoblaciones se aislaron entre si (Moreno-
Letelier y Pifiero 2009).



CONCLUSIONES

La diversidad genética en las poblaciones de L. nitens de la SMOcc es alta para los dos
loci estudiados. Asimismo, encontramos que sus subpoblaciones estan altamente
diferenciadas, sobre todo Puente Chaparra, El Salto y Bolafios. Existe una aparente
contradiccion entre las subpoblaciones diferenciadas por cada marcador molecular, lo
que indica que la eliminacion de la variacion se debe al azar. Las subpoblaciones
comparten muchos alelos a pesar de estar diferenciadas, lo que sugiere que la variacion
genética compartida puede deberse a flujo genético y/o a tiempos de divergencia muy

cortos entre ellas.

Las diferencias en la sensibilidad de los estimadores de la diferenciacion
poblacional se deben a contrastes conceptuales. Los resultados mas importantes son que
el estimador R detectd diferenciacion con mayor resolucion que los otros estimadores
(Fst Y Snn), al menos en el caso particular de nuestro conjunto de datos. Ademas, R
aumenta su resolucion al incrementarse la cantidad de variacion. Por su parte, los
estimadores Fst y San presentaron una correlacion muy alta porque al aumentar la
cantidad de variacion genética sus estimaciones, basadas de una u otra forma en las
frecuencias de haplotipos, convergen. Aunque se encontr6 una alta correlacion entre Sy,
y Fsr, el primero presenté mayor sensibilidad que el segundo, lo que sugiere que es un
mejor estimador de la diferenciacion, a pesar de éstos hay resultados en los que el

resultado es opuesto (Hernandez 2009).

Los resultados del programa SAMOVA tienen poca credibilidad porque forma
agrupaciones diferentes con significancias iguales y diferentes valores de Fct (Tabla 8);
ademads, en nuestro caso diferenci6 a la subpoblacién Basihuare, lo que no corresponde

con los resultados de ninguno de los otros estimadores de diferenciacion.

Se detectd crecimiento poblacional en las subpoblaciones de L. nitens en la
SMOcc por medio de diferentes métodos. El crecimiento de su area de distribucion
aumento la migracion entre subpoblaciones. EI NCPA sugiere que hay aislamiento por
distancia entre algunas subpoblaciones aunque la prueba de Mantel sugiere que no
existe aislamiento por distancia entre el total de las subpoblaciones ni para el clado
anidado donde el NCPA lo detectd.

Los tiempos desde la expansion estimados con z coinciden con periodos

glaciales del Pleistoceno pero su estimacion es inconsistente con un mismo periodo de



expansion ya que depende de las diferencias en la fijacion al azar de los haplotipos para
cada marcador molecular. Los tiempos desde la expansion estimados con el TMRCA no
coinciden con un periodo glacial porque se estimé el TMRCA de los marcadores
moleculares y no el tiempo coalescente desde la expansion, lo que produjo una
sobrestimacion que probablemente sea corregida con un modelo de expansion

poblacional.

La demografia historica de L. nitens es similar en diferentes regiones
biogeograficas del pais, como la FVTM (Santini 2007). En ambas regiones las
poblaciones de L. nitens aumentaron su tamafio y area de distribucion poblacional
durante los periodos glaciales. El aumento en su area de distribucion esté relacionado
con eventos de migracion entre subpoblaciones y, por su parte, la divergencia entre
subpoblaciones y su contraccién, ocurrida durante los periodos interglaciales, limito el

flujo genético entre subpoblaciones debido a la baja dispersion de este hongo.

Las poblaciones L. nitens y P. strobiformis tienen demogréfias histéricas
complementarias porque en las dos se encontr6 flujo genético entre subpoblacionales al
colonizar nuevas areas de distribucion en los periodos glaciales, ademas de que sus
subpoblaciones se aislaron entre si durante los periodos interglaciales (Moreno-Letelier
y Pifiero 2009). Este resultado complementa también las inferencias para especies
simpétricas, como P. chihuahuana (Jaramillo-Correa 2006), lo que indica que las
inferencias basadas en hongos endofitos pueden extrapolarse a estudios de filogeografia

comparada.
Perspectivas

Es indispensable amplificar una mayor cantidad de marcadores moleculares para

reconstruir con mayor claridad la demografia de L. nitens en la SMOcc y en el pais.

Por otra parte es importante hacer estimaciones de los tamafios efectivos, los
crecimientos poblacionales y la divergencia entre subpoblaciones con modelos
probabilisticos mas especializados como BEAST (Bayesian Evolutionary Analysis
Sampling Trees) (Drummond y Rambaut 2007) o IMa (Isolation-Migration analytical)
(Hey y Nielsen 2007), ya que incorporan modelos que estiman el TMRCA con modelos

de evolucion de poblaciones méas complejos.

Por dltimo, seria importante hacer simulaciones de marcadores moleculares con

diferentes cantidades de variacion genética para probar las hip6tesis de que el



estadistico $ es mas sensible sin importar la cantidad de variacion, ya que no estima las
frecuencias de los haplotipos en la muestra. Ademas, es importante probar que las
correlaciones entre los estimadores de la diferenciacion poblacional aumentan y tienden

a ser lineales con marcadores con una mayor cantidad de variacion genética.



Apéndice 1.
Extraccién de DNA de hongos (Xu et al. 1994, modificado por Vazquez-Lobo 1996).

Todas las centrifugaciones se realizan a 4°C.

1. Tomar alrededor de 1g de micelio fungico con la menor cantidad de agar posible y
colocarlo en un tubo Eppendorf de 1.5 mL.

2. Liofilizar el micelio alrededor de seis o siete horas, hasta que el tejido se rompa con
sOlo agitar el tubo.

3. Fragmentar en particulas finas el micelio liofilizado dentro del tubo hasta reducirlo a
polvo.

4. Agregar a cada tubo de 600 a 800 pL de buffer CTAB 1x (1% CTAB, 0.7M NacCl,
50mM Tris HCI pH 8). Debe quedar una mezcla coloidal homogénea.

5. En la campana de extraccion de gases, agregar 0.6 uL de B-mercaptoetanol a cada
tubo. Incubarlos durante 30 minutos, las tapas de los tubos deben permanecer
abiertas.

6. Adicionar a cada tubo 600 uL de cloroformo-octanol (24:1) y agitar hasta
homogeneizar.

7. Centrifugar a 12,000 rpm durante 5 minutos. Recuperar el sobrenadante en un tubo
nuevo Y precipitar el DNA con un volumen igual al recuperado de 2-propanol
(Isopropanol) helado. Agitar por inversion cada tubo.

8. Dejar toda la noche en refrigeracion.

9. Centrifugar a 9,000 rpm por cinco minutos. Lavar el botdn (pellet) eliminando el
sobrenadante y agregando un mL de etanol al 70% frio.

10. Centrifugar a 7,000 rpm durante cinco minutos y eliminar el sobrenadante.

11. Secar el botdn dejando los tubos abiertos en la campana de flujo laminar durante 25
minutos, aproximadamente. Resuspender el botén con 100 — 200 uL de dH:z0.



Apéndice 2
Lista de haplotipos y su frecuencia absoluta mostrados en la red del locus CHS-1 (Figura
9).

Subpoblacion Haplotipo Frecuencia
Arareko C5
C7
Cc4
C16
Basihuare C5
C8
C4
Geogochic C5
Cc7
Cc4
C11
Puente Chaparra C3
C6
C4
C9
C10
C12
C13
Cl4
Buenos Aires C5
C7
C8
C4
C15
El Salto C1
C2
Cc7
C4
Bolafios C5
Cc7
C8
C4
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Apéndice 3
Lista de haplotipos y su frecuencia absoluta mostrados en la red del locus ACT (Figura 9).

Subpoblacion Haplotipo Frecuencia
Arareko A20
Al13
Al12
A3
A8
Basihuare Al3
A5
Geogochic Al6
Al13
Al12
A3
A8
Puente Chaparra Al7
A18
Al19
Al13
Al12
A6
All
Al
Buenos Aires Al3
Al12
A2
A9
A10
El Salto Al2
Ad
Bolarfios Al4
Al5
Al13
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Apéndice 4

Sitios polimdrficos del locus CHS-1. Los nimeros corresponden a la posicién del sitio polimorfico; los asteriscos representan identidad

de estado con respecto a la secuencia de referencia.
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Apéndice 5

Sitios polimorficos del locus ACT. Los nimeros corresponden a la posicion del sitio polimérfico; los guiones simbolizan indels; los asteriscos

representan identidad de estado con respecto a la secuencia de referencia.

102 135 137 139 143 146 154 156 158 169 170 172 187

82

71

[o0}
e}

= x x

-

*

*

*

*

L <«

*

OO0OOLOOLOLOOLOO

x x x L x % x %

*

*

*

*

*

*

*

*

N~
O©Lx ¥+ *x * Ox x ¥ x ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ % «

BHOOLOLOLLOLLOLLOLOLOLLLOLOLVOLO

o
OOF % ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ X ¥ X ¥ %X ¥ ¥ %

BCOOOOLOOLOLOOOLOOOOVLOOVOOO

(2]
NOx ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ =% x ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ % ¥ ¥x %

—
—AO%x % ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ X X ¥ X ¥ X ¥ ¥ %

h/s

PO TEPEEEEEEEE Y

Al7

238




Apéndice 6.

Script del estadistico  programado en Perl 5.10.0.

open (SIE, "sierral.phy'™) or
die "No puedo abrir el
archivo";

$banderaA=0;
$banderaBh=0;
$banderaG=0;
$banderaPC=0;
$banderaBA=0;
$banderakS=0;
$banderaB=0;

@secA=Q);

@secBh=Q);

@secG=0);

@secB =Q);

$contadorA=0;
$contadorBh=0;
$contadorG=0;
$contadorPC=0;

$contadorB=0;
while(<SIE>){
it (AND{
$banderaA=1;

}
elsif(/"Bh_/){
$banderaBh=1;

}
elsif(/"6_/){
$banderaG=1;

}
elsif(/"PC_/){
$banderaPC=1;

}
elsif(/"BA_/){
$banderaBA=1;

3
elsif(/"ES_/){
$banderagS=1;

}
elsif(/"B_/){
$banderaB=1;

}

elsif ($banderaA ==1){

#print $_;

$cadena= uc($);

chomp ($cadena);

if ((grep(/$cadena/,@secA)) ==
NULL){

push (@secA, $cadena);

print “CHEUX1";

$contadorA++;

$banderaA=0;

}

elsif ($banderaBh ==1){

#print $_;

$cadena= uc($.);

chomp ($cadena);

if ((grep(/$cadena/,@secBh)) ==
NULL){

push (@secBh,$cadena);

print “CHEUX2";

$contadorBh++;

¥
$banderaBh=0;

}

elsif ($banderaG ==1){

#print $_;

$cadena= uc($.);

chomp ($cadena);

if ((grep(/$cadena/,@secG)) ==
NULL){

push (@secG,$cadena) ;
print "CHEUX3";
$contadorG++;

}
$banderaG=0;

}

elsif ($banderaPC ==1){

#print $_;

$cadena= uc($.);

chomp ($cadena);

if ((grep(/$cadena/,@secPC)) ==
NULL){

push (@secPC,$cadena);

print “CHEUX4";

$contadorPC++;

}
$banderaPC=0;

}

elsif ($banderaBA ==1){

#print $_;

$cadena= uc($.);

chomp ($cadena);

if ((grep(/$cadena/,@secBA)) ==
NULL){

push (@secBA,$cadena);

print “CHEUX5";

$contadorBA++;

}
$banderaBA=0;

}

elsif ($banderaES ==1){

#print $_;

$cadena= uc($.);

chomp ($cadena);

if ((grep(/$cadena/,@secES)) ==
NULL){

push (@secES,$cadena);
print “CHEUX6";
$contadorES++;

}
$banderakES=0;

}

elsif ($banderaB ==1){

#print $_;

$cadena= uc($.);

chomp ($cadena);

if ((grep(/$cadena/,@secB)) ==
NULL){

push (@secB,$cadena);

print “CHEUX7";

$contadorB++;

}
$banderaB=0;
}

}

close (SIE);

print "$contadorA $contadorBh
$contadorG
$contadorPC
$contadorBA
$contadorES
$contadorB\n";

open (BETA,">beta.txt™) or die
“no puedo escri ":
print BETA “Poblacionl
Poblacion2
Beta\n";
$interseccion = 0;
foreach $i (@secA){
foreach $j (@secBh){
it ($i eq $j){S$interseccion++;}
}

$n = $interseccion +
($contadorA - $interseccion) +
($contadorBh - $interseccion);
$beta = (($contadorA -
$interseccion) + ($contadorBh -
$interseccion))/$n;
print BETA "A Bh
$beta\n";

$interseccion = 0;

foreach $i (@secA){

foreach $j (@secG){

it ($i eq $j){S$interseccion++;}
}

}

$n = $interseccion +
($contadorA - $interseccion) +
($contadorG - $interseccion);
$beta = (($contadorA -
$interseccion) + ($contadorG -
$interseccion))/$n;
print BETA "A G
$beta\n";

$interseccion = 0;

foreach $i (@secA){

foreach $j (@secPC){

it ($i eq $j){S$interseccion++;}
3

}

$n = $interseccion +
($contadorA - $interseccion) +
($contadorPC - $interseccion);
$beta = (($contadorA -
$interseccion) + ($contadorPC -
$interseccion))/$n;
print BETA "A PC
$beta\n";

$interseccion = 0;

foreach $i (@secA){

foreach $j (@secBA){

it (31 eq $j){S$interseccion++;}
}

}

$n = S$interseccion +
($contadorA - $interseccion) +
($contadorBA - S$interseccion);
$beta = (($contadorA -
$interseccion) + ($contadorBA -
$interseccion))/$n;
print BETA "A BA
$beta\n";

$interseccion = 0;

foreach $i (@secA){

foreach $j (@secES){

it (31 eq $j){S$interseccion++;}
}

¥

$n = S$interseccion +
($contadorA - $interseccion) +
($contadorES - $interseccion);
$beta = (($contadorA -
$interseccion) + ($contadorES -
$interseccion))/$n;
print BETA "A ES
$beta\n";

$interseccion = 0;

foreach $i (@secA){

foreach $j (@secB){

it ($i eq $j){Sinterseccion++;}
}

¥

$n = S$interseccion +
($contadorA - $interseccion) +
($contadorB - $interseccion);
$beta = (($contadorA -
$interseccion) + ($contadorB -
$interseccion))/$n;
print BETA "A B
$beta\n";

$interseccion = 0;

foreach $i (@secBh){

foreach $j (@secG){

it ($i eq $j){Sinterseccion++;}
3

}

$n = S$interseccion +
($contadorBh - $interseccion) +
($contadorG - $interseccion);
$beta = (($contadorBh -
$interseccion) + ($contadorG -
$interseccion))/$n;
print BETA “Bh G

$beta\n";

$interseccion = 0;

foreach $i (@secBh){

foreach $j (@secPC){

it ($i eq $j){Sinterseccion++;}

¥

$n = S$interseccion +
($contadorBh - $interseccion) +
($contadorPC - $interseccion);
$beta = (($contadorBh -
$interseccion) + ($contadorPC -
$interseccion))/$n;
print BETA “Bh PC
$beta\n";

$interseccion = 0;

foreach $i (@secBh){

foreach $j (@secBA){

it ($i eq $j){Sinterseccion++;}
}

¥



$n = $interseccion +
($contadorBh - $interseccion) +
($contadorBA - S$interseccion);
$beta = (($contadorBh -
$interseccion) + ($contadorBA -
$interseccion))/$n;
print BETA “Bh BA
$bheta\n";

$interseccion = 0;

foreach $i (@secBh){

foreach $j (@secES){

it ($i eq $j){Sinterseccion++;}
}

}

$n = S$interseccion +
($contadorBh - $interseccion) +
($contadorES - $interseccion);
$beta = (($contadorBh -
$interseccion) + ($contadorkES -
$interseccion))/$n;
print BETA "Bh ES
$bheta\n";

$interseccion = 0;

foreach $i (@secBh){

foreach $j (@secB){

it ($i eq $j){Sinterseccion++;}
}

¥

$n = S$interseccion +
($contadorBh - $interseccion) +
($contadorB - $interseccion);
$beta = (($contadorBh -
$interseccion) + ($contadorB -
$interseccion))/$n;
print BETA "Bh B

$bheta\n";

$interseccion = 0;

foreach $i (@secG){

foreach $j (@secPC){

it ($i eq $j){Sinterseccion++;}
3

}

$n = S$interseccion +
($contadorG - $interseccion) +
($contadorPC - $interseccion);
$beta = (($contadorG -
$interseccion) + ($contadorPC -
$interseccion))/$n;
print BETA "G PC
$bheta\n";

$interseccion = 0;

foreach $i (@secG){

foreach $j (@secBA){

it ($i eq $j){Sinterseccion++;}
}

¥

$n = $interseccion +
($contadorG - $interseccion) +
($contadorBA - $interseccion);
$beta = (($contadorG -
$interseccion) + ($contadorBA -
$interseccion))/$n;
print BETA "G BA
$beta\n";

$interseccion = 0;

foreach $i (@secG){

foreach $j (@secES){

it ($i eq $j){S$interseccion++;}
}

¥

$n = $interseccion +
($contadorG - $interseccion) +
($contadorES - $interseccion);
$beta = (($contadorG -
$interseccion) + ($contadorES -
$interseccion))/$n;
print BETA "G ES
$bheta\n";

$interseccion = 0;

foreach $i (@secG){

foreach $j (@secB){

it ($i eq $j){S$interseccion++;}
}

¥

$n = $interseccion +
($contadorG - $interseccion) +
($contadorB - $interseccion);
$beta = (($contadorG -
$interseccion) + ($contadorB -
$interseccion))/$n;
print BETA "G B
$bheta\n";

$interseccion = 0;

foreach $i (@secPC){

foreach $j (@secBA){

it ($i eq $j){S$interseccion++;}
}

¥

$n = $interseccion +
($contadorPC - $interseccion) +
($contadorBA - $interseccion);
$beta = (($contadorPC -
$interseccion) + ($contadorBA -
$interseccion))/$n;
print BETA "PC BA
$bheta\n";

$interseccion = 0;
foreach $i (@secPC){
foreach $j (@secES){

it ($i eq $j){S$interseccion++;}
3
}

$n = $interseccion +
($contadorPC - $interseccion) +
($contadorES - $interseccion);
$beta = (($contadorPC -
$interseccion) + ($contadorES -
$interseccion))/$n;
print BETA "PC ES
$beta\n";

$interseccion = 0;

foreach $i (@secPC){

foreach $j (@secB){

if ($i eq $j){Sinterseccion++;}
3

¥

$n = $interseccion +
($contadorPC - $interseccion) +
($contadorB - $interseccion);
$beta = (($contadorPC -
$interseccion) + ($contadorB -
$interseccion))/$n;
print BETA "PC B

$beta\n";

$interseccion = 0;

foreach $i (@secBA){

foreach $j (@secES){

it ($i eq $j){Sinterseccion++;}
}

¥

$n = $interseccion +
($contadorBA - $interseccion) +
($contadorES - $interseccion);
$beta = (($contadorBA -
$interseccion) + ($contadortS -
$interseccion))/$n;
print BETA "BA ES
$beta\n";

$interseccion = 0;

foreach $i (@secBA){

foreach $j (@secB){

it ($i eq $j){Sinterseccion++;}
}

¥

$n = S$interseccion +
($contadorBA - $interseccion) +
($contadorB - $interseccion);
$beta = (($contadorBA -
$interseccion) + ($contadorB -
$interseccion))/$n;
print BETA "BA

$beta\n";

$interseccion = 0;

foreach $i (@secES){

foreach $j (@secB){

it ($i eq $j){S$interseccion++;}
}

$n = $interseccion +
($contadorES - $interseccion) +
($contadorB - $interseccion);
$beta = (($contadorkS -
$interseccion) + ($contadorB -
$interseccion))/$n;
print BETA “ES

$beta\n";
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