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RESUMEN

Prosopis laevigata (Fabaceae) es la especie de mas amplia distribucion del género en
México. Se distribuye en zonas aridas y semidridas del pais. Tiene valor ecoldgico y
econdmico ya que forma islas de fertilidad ademés de ofrecer recursos naturales
maderables, alimenticios y forrajeros, entre otros. Con el objetivo de evaluar la estructura
filogeografica y genética de P. laevigata asi como reconstruir su historia poblacional
reciente, se utilizaron secuencias del ADN de cloroplasto y 6 loci de microsatélites
nucleares. Se colectaron de 10 a 12 individuos en cada una de 23 poblaciones cubriendo la
distribucion de la especie. Los valores de diversidad genética para los microsatélites
nucleares fueron relativamente altos (Hg =0.573; N4=4.3; P =94.4). La diferenciacion
genética entre las poblaciones fue moderada (Fsr =0.15). Se encontrdé una correlacion
positiva entre los estadisticos de diversidad genética (Hg, numero efectivo de alelos) y la
latitud, indicando mayor diversidad genética en las poblaciones del norte. Para llevar a cabo
el analisis filogeografico se utilizo la secuencia de la region psbA3’/trnH del ADN de
cloroplasto. No se encontro estructura filogeografica en las poblaciones de P. laevigata en
su gradiente de distribucion (Gsr =0.106; Nsr=0.107). Por otra parte, los estimadores de
demografia historica indicaron un proceso de expansion demografica reciente, respaldada
por la red de haplotipos en forma de estrella, la distribucion unimodal de las diferencias
pareadas entre haplotipos, los valores bajos de diversidad haplotipica y la distribucién
geografica de los haplotipos encontrados. Los resultados a nivel de nucleo y cloroplasto
evidencian un proceso de expansion poblaciones reciente en las poblaciones de P. laevigata
en México. Patron congruente con la alta capacidad de colonizacion de areas pobres en

nutrientes, asi como de germinacion y resistencia al estrés hidrico en especies del género



Prosopis. Asimismo, cabe destacar el potencial efecto antropico de las primeras fases de
ocupacion por grupos humanos en México, en la estructura genética y filogeografica de las
poblaciones de Prosopis laevigata en México, dado el aprovechamiento de sus frutos como

alimento.



ABSTRACT

Prosopis laevigata is the most widely spread species of the genus in México. It is
distributed in arid and semi arid zones in the country. Also, it has an ecological an
economical value because it forms fertility islands and, in addition, it offers resources as
timber, food, fodder etc. With the objective of evaluating the genetic and phylogeographic
structure of P. laevigata and inferring its recent demographic history, we used the sequence
of a chloroplast DNA fragment and six nuclear microsatellite loci. We collected 10 to 12
individuals in each of 23 populations covering the whole distribution area of the species.
The genetic diversity values found in the nuclear microsatellite loci were relatively high
(Hg=0.573; A=4.3; P=94.4). The genetic differentiation between populations was moderate
(Fs1=0.15). We found a positive correlation between genetic diversity statistics (Hg, Ne)
and latitude, indicating higher genetic diversity in the northern populations. For the
phylogeographic analysis we used the sequence of the psbA3’/trnH chloroplast DNA
region. There was no evidence of phylogeographic structure in the populations of
P. laevigata across its whole distribution (Gs1=0.106; Ngt=0.107; P>0.05). On the other
hand, the demographic history statistics indicated a recent demographic expansion process,
supported by the star shaped haplotype network, the unimodal distribution of the pairwise
differences between haplotypes, the low haplotype diversity values and the geographic
distribution of the identified haplotypes. In general the results, both in terms of nuclear and
chloroplast DNA variation, show a process of recent population growth in the populations
of P. laevigata in Mexico. This pattern is consistent with the high capacity of colonization
of nutrient-poor areas, as well as the high germination rates and high resistance to water

stress in species of the Prosopis genus. Also, this pattern may have been influenced by a



potential anthropic effect during the first phase of occupation by human groups in Mexico,

given the use of its fruits as food.

Vi



.- INTRODUCCION

1.1 Filogeografia y Genética de Poblaciones

La filogeografia y la genética de poblaciones ofrecen herramientas para la inferencia de los
procesos microevolutivos y los factores ecoldgicos e histdricos relacionados con el origen y
la distribucion de la diversidad genética de las poblaciones. Dado que la mayoria de las
especies muestra algiin grado de estructura genética relacionada con la geografia, la
estructura filogeografica refleja la interaccion entre demografia, genealogia y procesos

historicos tanto geoldgicos como climéticos (Dominguez y Vazquez, 2009).

La filogeografia hace uso del andlisis de las genealogias genéticas al estudio
evolutivo de las poblaciones, permitiendo generar inferencias respecto a secuencias de
colonizacién, diversificacion y extincion de linajes en determinadas areas (Avise et al.,
1987; Avise, 1994, 2000). Especificamente, la filogeografia se define como el andlisis
espacial de los linajes genéticos, aplicado a niveles intraespecificos, asi como entre especies
cercanamente emparentadas, enfatizando los aspectos historicos de la distribucion
geografica actual de los linajes. La filogeografia se puede considerar una subdisciplina de la
biogeografia historica, que integra conceptos y técnicas de biologia molecular, genética de
poblaciones, demografia, sistematica filogenética y paleontologia (Dominguez y Vazquez,
2009). La filogeografia ha sido ampliamente utilizada en la descripcion de eventos
historicos tales como fragmentacion o expansion de poblaciones, migracion, vicarianza y
extincion de linajes genéticos, asi como de otros eventos capaces de modificar la estructura
genética de las poblaciones (Hewitt, 2001; Hardy et al., 2002; Dominguez y Vazquez,

2009).



Los estudios filogeograficos tradicionalmente se han basado en la utilizacion de
secuencias de ADN no recombinante, principalmente ADN de los organelos celulares
(ADNmt y ADNCcp), asi como marcadores nucleares de los cuales se tenga certeza de que
no muestran recombinacion (Lantieri y Canfalonieri, 2003). Adicionalmente, los
marcadores moleculares utilizados en estudios filogeograficos deben cumplir con
caracteristicas tales como ser neutrales, polimorficos al nivel intraespecifico, asi como tener
la capacidad de permitir la infererencia de relaciones de ancestria-descendencia, esto, con el
objetivo de reconstruir la historia de los procesos demograficos historicos de las especies

(Avise et al., 1987; Posada y Crandall, 2001).

En este sentido, la filogeografia en afios recientes se ha basado en el modelo de
coalescencia para el estudio de los procesos que influyeron histéoricamente en las
poblaciones y que dieron lugar a la distribucion y diversidad genética actual (Lantieri y
Canfalonieri, 2003; Harding, 1996). La coalescencia para el caso de genes con herencia
uniparental se formul6é tomando como base el modelo de evolucion para arboles de genes

neutrales (Tajima, 1983; Avise et al., 1998).

Por su parte, la genética de poblaciones trata de explicar en términos cuantitativos
los procesos microevolutivos que ocurren en las poblaciones (Eguiarte, 1999). Uno de los
objetivos principales de la genética de poblaciones es la evaluacion de la diversidad
genética y su estructuracion dentro y entre poblaciones (Hedrick, 2005). La genética de
poblaciones contribuye a la inferencia de procesos microevolutivos que moldean la
diversidad de las poblaciones naturales (Freeland, 2005). Estos procesos son la mutacion,
que es la fuente primaria de la variabilidad genética de las poblaciones y la fuente principal

de material para la evolucion; la seleccion natural, que se define como la reproduccion



diferencial de genotipos, resultado de la interaccion de los organismos individuales con su
medio ambiente; y la deriva génica, que es una fuerza evolutiva que produce cambios
aleatorios en las frecuencias alélicas; su magnitud estd inversamente relacionada con el
tamafio poblacional (Eguiarte, 1999; Futuyma, 2004). Otra de las fuerzas evolutivas
fundamentales es el flujo genico, que se define como el movimiento de genes entre las
poblaciones de una especie. El flujo génico puede introducir nuevos alelos a las
poblaciones o modificar las frecuencias alélicas existentes. Frecuentemente el flujo génico
tiende a contrarrestar el efecto de las presiones locales de seleccion natural en las

poblaciones (Freeland, 2005; Curtis y Schnek, 2008).

Las caracteristicas bioldgicas y ecologicas de las especies tales como la forma de
vida, el sistema reproductivo, la capacidad de dispersion y colonizacion, asi como el
tamafio del area de distribucion, son factores de crucial importancia para mediar el efecto
de los procesos microevolutivos que experimentan las poblaciones. En este sentido, las
poblaciones con un tamafo efectivo bajo son mas susceptibles a los efectos de la deriva
génica, mientras que en poblaciones con grandes tamafios poblacionales la variacion
genética aumenta como consecuencia de la mutacion y se incrementa la efectividad de la
seleccion natural. Asimismo, los niveles de flujo génico entre poblaciones determinan los
niveles de estructura genética entre las estas, donde a mayor flujo génico la diferenciacion

genética se reduce (Hamrick et al., 1992; Futuyma, 2004; Freeland, 2005).

1.2 Zonas aridas

México es un pais cuyo territorio presenta extensas regiones aridas que cubren

aproximadamente el 54% del territorio nacional. A nivel mundial, las zonas é4ridas son los



ecosistemas mas extendidos, cubriendo aproximadamente el 26% de la superficie
continental (McGinnies, 1979). En los ecosistemas aridos, la disponibilidad de agua, asi
como los patrones de precipitacion tienden a ser altamente variables. Esto es una limitante

que controla ampliamente las interacciones biodticas de dichos ecosistemas.

Las zonas aridas tienen un origen multivariado, relacionado con los sistemas de
circulacion atmosférica global (Ziegler et al., 2003), asi como con condiciones particulares,
tales como la distancia geografica con respecto a las de fuentes de humedad o con el efecto
de sombras orograficas que modifiquen los patrones de precipitacion en areas especificas

(Taibuk y Lutgens, 1999; Ziegler et al., 2003).

El origen puntual de las zonas aridas contemporaneas es un tema de debate. Los
registros sedimentarios, palinologicos y fosiles muestran evidencia de un fuerte proceso de
aridificacion y una marcada estacionalidad en los patrones de precipitacion a finales del
Cretacico (Aprox. 65 Ma) en Africa y Sudamérica (Ziegler et al., 2003; Lefranc y Guirad,
1990; Buson y Cornee, 1999). Sin embargo, no existe evidencia fosil de flora en dicho
periodo (Ziegler et al., 2003). Por otra parte, algunos estudios muestran que el origen de los
biomas desérticos actuales es mas reciente, proponiendo su aparicion durante la transicion
Mioceno Tardio-Plioceno (15-10 Ma) (Van Devender, 2000; Moore y Jansen, 2006). Esta
ultima datacion es congruente con los periodos de radiacion adaptativa de grupos vegetales
de biomas aridos tales como la familia Ruchoideae (Klak, et al., 2003) o los géneros
Phylica (Richardson et al., 2001) y Ehrharta (Verboom et al., 2003) en Sudafrica; Rheum
(Wang, et al., 2005) en el este de Asia, y en Norte y Sur América la familia Cactaceae
(Arakaki et al., 2011; Hernandez-Hernandez et al., 2014) y los géneros Agave (Good-Avila

et al., 20006), Tiquilia (Moore y Jansen, 2006) y Prosopis (Fig. 1; Catalano et al., 2008).



1.3 Zonas aridas en México

La mayor extension de zonas aridas en México se ubica en el cinturén mundial de aridez,
que en el pais corresponde a los desiertos Sonorense y Chihuahuense (Cervantes-Ramirez,
2002). Sin embargo, también existen pequefias zonas aridas repartidas por todo el pais,

producto de condiciones climaticas locales (Medrano, 2012).

La diversidad fisionomica y floristica de las comunidades vegetales en las zonas
aridas en México pueden considerarse como moderadas, ya que existen alrededor de 6,000
especies vegetales descritas en estas regiones (Rzedowski et al., 1993; Cervantes-Ramirez,
2002). Sin embargo, las zonas aridas concentran una parte importante de la biodiversidad
mexicana asi como un gran nimero de endemismos, y poseen un importante caudal bidtico
que ofrece un conjunto de recursos naturales catalogados como forestales, ofreciendo
multiples alternativas de apropiacion de recursos maderables, alimenticios y forrajeros,

entre otros (Valiente-Banuet, 1996; Cervantes- Ramirez, 2002).

Entre los géneros arbdreos mas importantes en las zonas aridas de México destacan
los mezquites, leguminosas del género Prosopis. Este género representa un grupo ancestral
de la subfamilia Mimosoideae. El género probablemente tuvo su origen en la region
tropical de Africa (Burkart, 1976), dada la existencia y persistencia de P. afiicana, la mas

basal de las especies (Raven y Pohill, 1981).

A nivel mundial, las especies del género muestran una distribucion disyunta: en el
viejo mundo se encuentran tres especies, las cuales habitan en el norte de Africa, el
Caucaso y la India. Para el continente Americano, se ha documentado la existencia de 43

especies, donde Sudamérica (34 especies) y particularmente Argentina (29 spp.; 14



endémicas) destacan como el mayor centro de diversidad del género. Por su parte, para
Norteamérica se ha documentado la existencia de 10 especies, principalmente las que
forman parte del llamado complejo México-Texas (Palacios, 2006). Cabe destacar que
Prosopis, no es un grupo monofilético, dado que las especies de América muestran mayor
cercania con Xerocladia viridiramis (Fabaceae; subfamilia Mimosoideae) que con especies
del viejo mundo como P. africana y P. cineraria (Bessega et al., 2006; Catalano et al.,

2008)

1.4 Género Prosopis

Las especies del género Prosopis constituyen recursos naturales de gran importancia
en las zonas aridas y semiaridas. Dada su condicion de recursos con aprovechamiento
multiproposito, muestran el potencial de proveer una gran variedad de productos, asi como

una gran capacidad para desarrollarse en suelos pobres en nutrientes (Golubov et al., 2001).

Las especies de Prosopis son aprovechables de diversas formas, incluyendo la
explotacién de madera como combustible, y el consumo de sus frutos, que son utilizados
como forrajes, asi como para la obtencion de compuestos medicinales. Sumado a esto, se ha
reportado el uso de algunas especies como estabilizadores de suelos y como proteccion en
sistemas productivos de zonas aridas y semidridas a lo largo de su distribucion (Pasiecznik

etal., 2001).

Destaca también su importancia a nivel de ecosistema. Las especies del género
Prosopis son aprovechadas como alimento y proteccion por un gran nimero de organismos.
Por ejemplo, la diversidad de especies de aves en los mezquitales es incluso mayor que la

que se encuentra en bosques de Quercus (Corcuera y Butterfield, 1999) y en matorrales y



pastizales (Germano y Hungerfer, 1981; Golubov et al., 2001). Por otra parte, se ha
reportado la asociacion de las especies de Prosopis con al menos 200 especies de
herbivoros invertebrados (Cates y Rhodes, 1977; Wisdom, 1991) y alrededor de 150
especies de abejas solitarias (Simpson et al., 1977). Adicionalmente, las especies del género
Prosopis funcionan como nodrizas para el establecimiento de otras plantas y forman islas
de diversidad y fertilidad dado el potencial de fijar nitrogeno atmosférico (Tiedeman y

Klemmedson, 1973; Steeinbergh y Lowe, 1977; Fulbright et al., 1995).

Dada la gran cantidad de interacciones de las especies de Prosopis con otras
especies animales y vegetales, los mezquites se pueden considerar especies clave desde una
perspectiva ecoldgica en las zonas aridas y semiaridas a lo largo de su distribucion

(Golubov et al., 2001).
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Figura. 1.- Cronograma de diversificacion del género Prosopis. P. laevigata se presenta como P. tamaulipana. Tomado de
Catalano et al. (2008).



1.5 Prosopis laevigata

Entre las especies del complejo norteamericano destaca Prosopis laevigata, el cual es el
“mezquite” tipico del centro de México (Burkart 1976, Rzedowski 1988) (Fig. 2; Apendice
1). P. laevigata es la especie de mas amplia distribucion en las zonas aridas del pais.
Presenta una considerable variacién morfologica dependiendo del tipo de habitat en que se
encuentra, ya que la especie puede encontrarse en climas semi-humedos, selva baja o en
matorrales xerofilos en altitudes cercanas a los 2500 msnm en areas mas al norte del pais

(Rzedowski, 1988).

La distribucién geografica de P. laevigata incluye las zonas aridas del centro y
nororiente del pais, asi como zonas semiaridas del sur como los valles centrales de Oaxaca
y el Valle de Tehuacan-Cuicatlan (Rzedowski, 1988; Palacios, 2006). Tal distribucion se
encuentra fraccionada por la Faja Volcénica Transmexicana (FVTM), cadena montafiosa
que divide las porciones Norte y Sur de México, y por la Sierra Madre Oriental, que divide
a las poblaciones del centro-norte de aquellas de la Planicie Tamaulipeca. A pesar de las
disyunciones en su distribucion, no existen particularidades morfoldgicas asociadas a las
areas de distribucion, por lo tanto se acepta que es la misma especie (Fig. 2) (Rzedowski,

1988).



Figura. 2. Distribucion de P. laevigata en México con base en registros de los herbarios MEXU (UNAM) y del Centro
Regional de Bajio (InEcol Pétzcuaro).

1.6 Descripcion de Prosopis laevigata

Prosopis laevigata (Willd.) M. C. Johnst. es un arbol o arbusto, de hasta de 12 m de altura,
tronco de 30 cm a 1 m de diametro, corteza gruesa, de color café negruzco, fisurada,
armada de espinas estipulares de 1 a 4 cm de largo; hojas pecioladas, con 1 a 3 pares de
pinnas, cada una con 10 a 20 pares de foliolos sésiles, linear-oblongos, de 5 a 15 mm de
largo por 1 a 2 mm de ancho, flores dispuestas en espigas densas de 5 a 10 cm de largo;
flores blanco amarillentas, sésiles o casi sésiles; caliz de 1 mm de largo, glabro o
puberulento; corola de 2 a 3 mm de largo, pétalos agudos, tomentulosos en el margen y en
el interior; estambres de 4 a 5 mm de largo. Fruto, legumbre linear de 7 a 20 cm de largo
por 8 a 15 mm de ancho, comprimida, glabra, de color café-amarillento, a veces rojizo, algo
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constrefiida entre las semillas; éstas oblongas, comprimidas, de 8 a 10 mm de largo, de

color blanco amarillento (Fig. 3) (Rzedowski, 2001).

Figura. 3.- P.laevigata: a) pinna; b) foliolo; ¢) fruto; d) semilla (Tomado de Palacios, 2006)

1.7 Biologia reproductiva

Varias especies del género Prosopis se han caracterizado como autoincompatibles
(Simpson y Solbrig, 1977; Massuelli y Balboa, 1989; Genise et al., 1990). Sin embargo,
Galindo-Almanza et al., (1992), en un experimento de cruzamientos autdogamos en P.
laevigata, registro porcentajes de autofecundacion de entre 65 y 85%, evidenciando que la
especie es parcialmente autocompatible. Su principal forma de polinizacion es la
entomofilia, particularmente por himenopteros de los géneros Ahsmaediella y Calicodoma
(Megachillidae); Coletes (Colletidae) asi como Apis mellifera (Apidae) (Galindo-Almanza
et al., 1992). Por otra parte, se ha reportado a la dispersion por mamiferos, (mamalocoria) e
hidrocoria como las principales formas de dispersion de semillas en el género (Campos y
Ojeda, 1997; Pasiecznik et al., 2001; de Noir et al., 2002).
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Il. ANTECEDENTES

2.1 Impacto de los cambios climaticos durante la transicién Pleistoceno-Holoceno en
la biota de México

Durante la transicion Pleistoceno-Holoceno una gran cantidad de territorios sufrieron los
efectos de la inestabilidad climatica y ecoldgica producida por el avance y retraccion de los
glaciares, provocando cambios drasticos sobre las comunidades vegetales (Metcalfe et al.,
2000; Metcalfe, 2006). El Cuaternario tardio trajo consigo la transicion del clima glacial,
con el Ultimo Glacial Maximo (UGM) ocurrido hace entre 24 y 18 ka AP, a los climas mas
calidos que caracterizan al moderno periodo interglacial, establecido hace alrededor de 10
ka (Metcalfe, 2006). En general se considera que el periodo glacial fue mas seco que los
interglaciares, sin embargo existen variaciones regionales a dicho patréon (Metcalfe et al.,
2006). E1 UGM Yy la transicion al Holoceno se han reconocido como dos de los principales
factores que influenciaron la distribucidn, las dindmicas poblacionales y los patrones de

diversidad genética actuales de las especies (Ramirez-Barahona y Eguiarte, 2013).

Durante los periodos de cambio climatico en las areas tropicales y subtropicales
hubo cambios importantes en la disponibilidad de humedad, asi como en los cursos y
cuerpos de agua, resultando en cambios importante en la distribucion de la vegetacion
(Metcalfe, 2006). Para los neotropicos, los registros paleoecoldgicos muestran la migracion
de los bosques templados hacia menores latitudes y altitudes en respuesta al avance de las
capas glaciares de norte a sur, asi como en picos elevados (Colinvaux et al., 1996; Urrego

et al., 2005; Caballero et al., 2010).

El territorio mexicano no quedd exento de los efectos de los cambios climaticos

ocurridos durante este periodo. Se hipotetiza el establecimiento de una flora con mayor
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afinidad a los climas frios, mientras que las especies tropicales desaparecieron en algunas
areas de su distribucidn, y quedaron restringidas a zonas de refugio donde las condiciones

les permitieron persistir (Luna-Vega, 2008).

Sin embargo, para México los registros fosiles de estos efectos son relativamente
escasos. Los registros paleoecoldgicos, asi como las paleomadrigueras de roedores han
representado las principales fuentes de informacion sobre los patrones climéaticos y las
secuencias en los cambios de vegetacion durante las glaciaciones del Pleistoceno tardio y el
Holoceno temprano (Metcalfe et al., 2000; Metcalfe, 2006). Se ha reportado que el cambio
en los patrones de circulacion atmosférica incidié de manera directa en el norte del pais. En
esta region, el registro palinoldgico evidencia el desarrollo de bosques de coniferas en las
areas actuales del desierto Sonorense y Chihuahuense. Aunado a esto, esta el registro de
amplias zonas de inundacion debido a el establecimiento de patrones invernales de

precipitacion (Metcalfe, 2006).

Por otra parte, los registros glaciales de las montafias de la FVTM muestran el
mayor avance de las capas glaciales de los ultimos 50,000 afios durante el UGM. Esto,
evidenciado por los avances hacia altitudes menores de la linea arbérea en relacion a su
distribucion actual (Lozano-Garcia y Vazquez-Selem, 2005). Los registros palinologicos
correspondientes al UGM muestran la existencia de condiciones variables a lo largo de la
FVTM donde los extremos orientales y occidentales desarrollaron condiciones de mayor
humedad respecto al area central (Caballero et al., 2010). Dicha tendencia se evidencia por
los registros polinicos de Mimosa al sur de la cuenca de Chalco (20 y 18 ka), asi como por

el polen de Cupressus y Juniperus en las cuencas de Patzcuaro, Chalco, Texcoco y Lerma,
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vegetacion asociada a ambientes secos (Lozano-Garcia et al.,, 1993; Lozano-Garcia y

Ortega-Guerrero, 1998; Lozano-Garcia, 1996; Bradbury, 2000; Sosa-N4jera, 2001).

Por su parte, la reconstruccion paleoecolédgica del sur de México sugiere cambios en
la distribucién de las comunidades vegetales asi como un acentuamiento regional en la
aridez, posiblemente desde el Oligoceno (33.9 Ma) (Ramirez-Arriaga et al., 2006). Estos
procesos fueron catalizados por modificaciones en altitud, ubicacién y extension como
consecuencia de eventos geologicos (Beraldi-Campesi et al., 2006; Ramirez-Arriaga et al.,
20006). Para el valle de Tehuacan-Cuicatlan se ha reportado un clima fue mas frio y himedo
durante el periodo Pleistocénico, con el establecimiento de patrones invernales de
precipitacion. Esto a su vez asociado a extensos pastizales, en los cuales, especies de
cactus, agaves y otras plantas desérticas no hubiesen prosperado. La transicion al clima

actual, se estima, ocurri6 entre 7,900 y 7,800 anos A.P. (McNeish et al., 1972).

2.2 Estudios filogeograficos en zonas aridas de México

El impacto de las fluctuaciones climaticas del Pleistoceno-Holoceno y los eventos
geoldgicos recientes en los procesos microevolutivos y estructuracion genética de especies
de amplia distribucion en las zonas aridas de Mexico, ha sido poco estudiando (Silva-
Montellano y Eguiarte, 2003; Sosa et al., 2009; Reberning et al., 2010; Cornejo-Romero et

al., 2013;).

En los ultimos afios se han realizado esfuerzos para tratar de explicar el efecto de los
ciclos glaciales en la diversidad y estructura genética principalmente de especies de
afinidad templada y de bosque mesofilo (Aguirre-Planter et al., 2000; Gonzalez-Rodriguez

et al., 2004; Jaramillo-Correa et al., 2008; Koscinski et al., 2008; Carnaval et al., 2009;
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Gutiérrez-Rodriguez et al., 2011; Hensen et al., 2011; Sanchez y Ornelas, 2014). Existen
generalizaciones sobre el impacto de las fluctuaciones climaticas del Pleistoceno en la
distribucion de las especies arboreas del hemisferio norte (Ramirez-Barahona y Eguiarte,
2013), para las cuales se propone que persistieron en refugios al sur de su distribucion
actual donde las condiciones les permitian existir (Soltis et al., 2006; Proven y Bennett,
2008). Empero, son pocas las investigaciones direccionadas a la evaluacion de los efectos

de las fluctuaciones climaticas en la vegetacion de zonas aridas.

La mayor parte de los estudios sobre diversidad y estructura genética en plantas de
zonas aridas se han llevado a cabo en los desiertos del sur de EU y el Norte de México
(Nason et al., 2002; Clark-Tapia y Molina-Freaner, 2003; Sosa et al., 2009; Garrick et al.,
2009; Fehlbert y Ranker, 2009; Rebernig et al., 2010). Estudios que muestran evidencia del
efecto de las fluctuaciones climaticas de la transicion Pleistoceno-Holoceno en la
vegetacion desértica En este sentido, se han identificado eventos de contraccion de las
poblaciones de vegetacion xerofila hacia multiples refugios (parches de vegetacion xerofila
con temperaturas calidas), donde las condiciones les permitian resistir los periodos frios
(Garrick et al., 2009; Fehlbert y Ranker, 2009). Sumado a esto, se ha observado restriccion
en el flujo génico, aislamiento por distancia, fragmentacion alopatrica y expansiones post
glaciales hacia hébitats recién formados en una fase de aridificacion a gran escala durante el
Holoceno (Nason et al., 2002; Clark-Tapia y Molina-Freaner, 2003; Sosa et al., 2009;

Garrick et al., 2009; Fehlbert y Ranker, 2009; Rebernig et al., 2010).

Asimismo, se han realizado pocos estudios sobre la diversidad y estructura genética
en especies de amplia distribucion y con afinidad xeréfila exclusivas a México. En relacion

con esto, Silva-Montellano y Eguiarte (2003) analizaron la diversidad y estructura genética
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en poblaciones de Agave lechuguilla al norte de Mexico, y reportan su origen al norte de la
distribucion y una subsecuente colonizacion hacia el sur. Duran et al. (2005), analizaron la
estructura genética de poblaciones de Larrea tridentata en el desierto Chihuahuense y
reportan la contraccion de las poblaciones hacia el sur de la distribucion con una reciente
recolonizacion hacia el norte. Por su parte, Sosa et al. (2009) realizaron un analisis
filogeografico de Hunnemannia fummarifolia, una planta con distribucion disyunta entre el
desierto Chihuahuense, la Sierra Madre Oriental y el Valle de Tehuacan-Cuicatlan, ellos
reportan una alta estructuracion genética entre las poblaciones de ambos lados de la FVTM
catalizada por aislamiento por distancia asi como eventos geoldgicos que generaron
divergencia por alopatria. De la misma manera, observaron un patréon de contraccion al sur

de la distribucion seguida de una recolonizacion hacia el norte.

Actualmente, existen pocos estudios en relacion al papel de la Sierra Madre
Oriental como barrera para la dispersion y el flujo génico en especies con distribucion a
ambos lados de la cadena montafosa. En relacion a esto, Parra et al. (2014), mostraron alta
conectividad genética entre poblaciones a ambos lados de la SMO. Esto contrasta con una

estructura genética de moderada a alta entre poblaciones a ambos lados de la FVTM.

Por su parte, Ruiz-Sanchez y Ornelas (2013), mencionan que actualmente no existe
un andlisis filogeografico para plantas que demuestre que la FVTM sea una barrera real al
flujo génico entre poblaciones del sur y del norte de la misma, proponiendo que dicha

cadena montafiosa tiene un efecto poroso como barrera al flujo génico.

A pesar de la importancia ecologica, econdmica y social de las zonas aridas en

México, actualmente existe poca informacion acerca del efecto de los procesos ambientales
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histéricos en las dindmicas poblacionales de especies de zonas aridas. En este sentido, el
analisis de procesos microevolutivos que han moldeado los patrones de diversidad y
estructura genética en especies de amplia distribucion en zonas aridas como P. laevigata
son importantes para el aporte al conocimiento de la historia reciente de las zonas aridas en

México.
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11.-HIPOTESIS

La distribucidn actual, la estructura y diversidad genética, asi como la divergencia de los
linajes de Prosopis laevigata ha sido moldeada por las fluctuaciones climaticas de la
transicion Pleistoceno-Holoceno, asi como por eventos geologicos recientes que generaron

barreras naturales de su distribucion.

IV.- OBJETIVOS

El objetivo general del presente trabajo es analizar la influencia de los cambios climaticos y
geologicos en la historia evolutiva de P. laevigata mediante un analisis filogeografico y de

genética de poblaciones utilizando secuencias de ADNcp y microsatélites nucleares.
Objetivos particulares

1) Determinar la estructura filogeografica y genética, asi como los patrones historicos de

flujo génico de las poblaciones de P. laevigata en su gradiente de distribucion.

2) Evaluar el efecto de los procesos paleoclimaticos sobre la estructura genética y

filogeografica de P. laevigata.

3) Identificar los procesos demograficos historicos sufridos durante la estructuracion

filogeografica y genética de P. laevigata.
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V.- MATERIALES Y METODOS

5.1 Colecta de material biologico

Se colectaron hojas de 220 individuos de Prosopis laevigata en 21 poblaciones cubriendo
el area total de distribucion de la especie. También se colect6 una poblacion en Coahuila de
P. glandulosa (CCI), especie que se distribuye al norte de México y sur de E.U, con zonas
en simpatria con P. laevigata. Asimismo se colectd una poblacion de P. juliflora (FUE), en
Sinaloa. P. juliflora destaca por su amplia distribucion por la costa del Pacifico desde el
norte de México hasta el norte de Peru (Tablal; Anexo I). De cada poblacion se colectaron
entre 10 y 12 individuos por poblacion. Las hojas se conservaron en hielo para su posterior

almacenamiento a -70°C.

P. glandulosa

Figura 4.- Mapa de la ubicacion geografica de las poblaciones colectadas de P.laevigata en México.
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Poblacién No. Pob Clave Latitud Longitud Altitud
Novillero 1 NOV 20°24'0.18"N  101°34'33"0 1733m
Indaparapeo 2 IND 19°48'36.77"N  100°5723."O 2249m
Tula 3 TUL 20°04' 38.69"N  99°20'58.78"0O 2293m
Angostura 4 ANG 20°13"53.2"N 102°25'48.17"0 1693m
Cadereyta 5 CAD 20°41'54.91"N  99°47'36.06"0 1921m
Santa Maria 6 SRI 21°44'56.7"N 100°41'47.52"0 1852m
Matehuala 7 MAT 23°3023.24"N  100°37'37.48"0  2168m
Salto de Gavilan 8 SAG 21°04'53.82"N  102°24'43.21"0 1902m
Gomez Farias 9 GFA 19°56'53.06"N  103°29'15.5"0 1419m
Salinas 10 SAL 22°37'54"N 101°4422.2"0 2084m
Panuco 11 PAN 22°0925.62"N  98°04'39.06"0O 32m
San Manuel 12 SMT 23°27'10.14"N  98°03'0.40"O 54m
Mezquititlan 13 MEZ 20°34'16.65"N  98°36'12.54"0 2280m
Victoria 14 ViC 23°44'56.32"N  99°0229.58"0O 900m
Linares 15 LIN 24°53'06.76"N  99°35'54.29"0 888m
Aguascalientes 16 AGS 21°53"13"N 102°24'50.4” 0  1870m
Cerro Verde 17 CEV 18°06'10.59"N  97°20'8.50"O 1708m
Huitzamala 18 HUI 18°03'22.1"N 100°49'41.85" 1373m
Mezcala 19 MCA 17°55'41.45"N  99°35'28.25"0 515m
Chapulco 20 CHA 18°35'18.19"N  97°24 30.99"O 2075m
Tepexi 21 TEX 18°33'41.69"N  97°55'29.79"0O 1778m
Fuerte 22 FUE 26°25'3.82"N 108°36'0.17"O0 95m
Cuatro Ciénegas 23 CCI 26°50'8.19"N 102°8'10.5"0 741m

Tabla 1. Datos geograficos de las poblaciones colectadas de Prosopis (P.laevigata, P. juliflora (22) y P. glandulosa (23))
en Mexico, para el analisis filogeografico y de genética de poblaciones.
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5.2 Andlisis de laboratorio

El aislamiento del ADN gendmico de las muestras conservadas a -70°C se llevo a cabo
utilizando un método CTAB modificado (Otero-Arnaiz et al., 2004, 2005; Contreras-

Negrete et al, 2014).

Se amplificaron seis loci polimorficos de microsatélites nucleares (Mo05, Mo07,
Mo08, Mo09, Mo13 y Mo16) disefiados para P. chilensis y P. flexuosa (Tabla 2; Mottura et
al., 2005). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo utilizando Platinum Master Mix (Life
Technologies). Las reacciones se llevaron a un volumen final de 10 pL, incluyendo 5 pL de
Platinum Master Mix, 0.5 pL de cada primer (10 uM), 2.8 pL de agua destilada, 0.2 pL de
MgCl, 2mM) y 1 uL de ADN a 20 ng/uL. Los ciclos de amplificacion se llevaron a cabo
de la siguiente manera: 5 minutos a 94°C como paso inicial, seguido de 35 ciclos con un
paso de desnaturalizacion a 94° C por 90 s, alineamiento a 49 °C (Mo16) y 59°C (Mo05,
Mo07, Mo08, Mo09, Mo13) por 90 s y extension a 72° por 90 s y un paso final a 72°C por
10 min. Los productos de PCR fueron mezclados con formamida y Gen Scan Liz-600 como
estandar de tamafio (Applied Biosystems). Las muestras se desnaturalizaron a 95° por 2
min para su posterior analisis en un secuenciador ABI-PRISM 3100-Avant (Applied
Biosystems). Los fragmentos obtenidos fueron analizados y registrados utilizado el

programa PeakScanner (Applied Biosystems).

Para los analisis filogeograficos se probaron siete microsatélites universales de
cloroplasto (Weising and Gardner, 2000), asi como la region intergénica de cloroplasto
trnS/trnT  sin obtener variacion con dichos marcadores. Finalmente se realizd la

amplificacion de la region psbA3’/ trnH (Shaw et al., 2005), la cual mostrdé polimorfismo
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de manera satisfactoria. La amplificacion de la secuencia psbA3’/trnH se llevd a cabo
utilizando Master Mix (Promega). Las reacciones se llevaron a un volumen final de 25 uL
incluyendo 12.5 pLL Master Mix, 0.8 uL de cada primer (10 uM), 6 uL de agua destilada,
1.5 uLL de BSA (albumina de suero bovino), 1 pL de MgCl, 2mM) y 2.4 uLL. de ADN a 20
ng/uL. El protocolo de amplificaciéon por PCR se llevd a cabo de la siguiente manera: 5
minutos a 94°C como paso inicial, seguido de 35 ciclos con un paso de desnaturalizacion a
94° C por 90 s, alineamiento a 59° C por 90 s y extension a72° por 90 s y un paso final a
72°C por 10 min. Los productos de PCR fueron purificados utilizando columnas QIAquick
(Qiagen, Valencia, CA, USA) siguiendo las indicaciones del fabricante. Los productos
purificados se enviaron para su secuenciacion en MACROGEN USA

(Www.macrogenusa.com).

Tabla 2.- Loci de microsatélites disefiados para P. chilensis y P. flexuosa (Mottura et al., 2005) utilizados en el presente
estudio.

. Motivo  de
Secuencia

Locus repeticion 12 (') Tamafio (pb) N, H, H. HWE

F:AATTCTGCAGTCTCTTCGCC
Mo05 R-GATCCCTCGTGACTCCTCAG (CT)3T(CT)2 64 214-218 3 0.2 0.54 <0.001

F:GAAGCTCCCTCACATTTTGC
Mo07 R-CTATTTGCGCAACACACAGC (GO)8 59 189-213 5 0.58 0.46 NS

F:-TATCCTAAACGCCGGGCTAC
Mo08 R:TCCCATTCATGCATACTTAAACC (A€ 39 208-222 605 0.5 NS

F:ATTCCTCCCTCACATTTTGC
Mo09 R-CATTATGCCAGCCTTTGTTG (TG)17 59 209-211 2 0.15 0.14 NS

F:-TTGATTAGAGTTGCATGTGGATG (GT)10

Mol3 R:TGCAGTCCCAAGTGTCAGAG CT(GT)2

58 218-246 6 0.9 0.68 0.046

F:CATTGCCCCAATATCACTCC
Mol6 R-GGGTCCATCCAGAGTAGTGG (CA)12 60 149-163 5 0.82 0.73 NS

Ta= Temperatura de alineamiento; Na= Numero de alelos por locus; Ho=Heterocigosidad observada; He=
Heterocigosidad esperada; HWE= Equilibrio Hardy-Weinberg
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5.3 Analisis de genética de poblaciones

Se evaluaron los parametros de diversidad genética tales como la heterocigocidad
observada (H,), el nimero promedio de alelos por locus (4), el nimero de alelos privados
(4P) y el numero efectivo de alelos por locus (Ny4.) utilizando el programa Arlequin ver
3.5.1.2 (Schneider et al., 2000). Asimismo, se evalu6 la riqueza alélica rarefaccionada (AR)
y la heterocigocidad corregida por el tamano de muestra (Nei, 1978) mediante SPAGedi
(Hardy y Vekemans, 2002), con 20,000 permutaciones. Se realizaron analisis de
correlacion entre los parametros de diversidad y las variables geograficas (Latitud,
Longitud y Altitud) de las poblaciones utilizando el paquete estadistico JMP

(Www.jmp.com).

Con el objetivo de evaluar la presencia de alelos nulos en la muestra se utilizo el
programa MICROCHECKER (Van Oosterhout et al. 2004), ajustando la base de datos en
funcion de los resultados de dicho analisis. En una andlisis adicional, se utiliz6 el programa
FreeNA (Chapuis y Estoup, 2006), el cual estima la frecuencia de alelos nulos para cada
loci y poblacion con base en el algortimo de Expectation Maximization (EM) (Dempser et
al., 1977; Chapuis y Estoup, 2007). De la misma manera, el programa FreeNA evalua la
diferenciacion poblacional (Fs7) siguiendo el método ENA descrito en Chapuis y Estoup

(2007).

Las inferencias de los niveles de endogamia se llevaron a cabo mediante el enfoque
bayesiano 1IM (Individual Inbreeding Model) implementado en el software INest 2.0
(Chybicki y Burczyk, 2009), el cual permite el calculo no sesgado del coeficiente de

endogamia (Fs) para datos multilocus en presencia de alelos nulos. Dicho analisis evalua el
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efecto de los alelos nulos (n), la endogamia (f) y los errores de genotipaje (b), en los valores
de homocigosidad implementando el modelo completo (nfb) y su comparacion con modelos
alternativos (nf, nb, fb) mediante el Criterio de Desviacion de la Informacion (DIC) entre
los diferentes modelos. Sumado a esto, se evaluaron los valores de endogamia local (Fis,
Ris) y global (Fi, Rir), asumiendo el modelo de alelos infinitos (/4AM) y el modelo de

mutacion por pasos (SMM), mediante el software SPAGeDI, con 20,000 permutaciones.

5.4 Estructura genética

Para evaluar la particion de la diversidad genética dentro y entre poblaciones, se realizé un
Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) con el programa GenAlex 6 (Peakall y Smouse,
20006), el cual se basa en la construccion de una matriz de distancias genéticas a partir de
distancias geométricas y realiza con éstas un andlisis de varianza ajustado a datos
moleculares, en donde no se asume una distribucion normal (Excoffier et al., 1992). Al
final se obtiene la proporcion de varianza debido a diferencias entre individuos de una
poblacion, es decir, el porcentaje de diversidad contenida dentro de las poblaciones y la
proporcion de la varianza debida a diferencias entre poblaciones. En un primer analisis de
AMOVA se utilizé el pardmetro de estructura Fsr y en un segundo analisis se utilizd Rgr

(dado el modelo mutacional por pasos que siguen los microsatélites).

Por otra parte se realizé una prueba de Mantel (Mantel, 1967), para evaluar la
posible relacion entre las distancias genéticas (valores de Fsr pareados obtenidas mediante
FreeNA) y las distancias geograficas, mediante el programa GenAlex 6 (Peakall y Smouse,

2006).
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Se analizd la estructura genética de las poblaciones con el programa STRUCTURE
2.3.3 (Pritchard et al., 2000), el cual, mediante un algoritmo basado en un modelo
Bayesiano, identifica grupos de individuos relacionados a partir de genotipos multi loci. En
este analisis cada individuo es asignado por probabilidad a un grupo genético para
identificar el namero 6ptimo de grupos. El nimero 6ptimo de grupos (K) fue determinado
probando valores de K de 1 a 10 con 20 iteraciones para cada valor, con el objetivo de
determinar el maximo valor de la probabilidad posterior [InP (D)] (Evanno et al., 2005).
Cada corrida fue realizada usando 50’ iteraciones como burn-in y 50* repeticiones de la
cadena de Markov (MCMC) después del burn-in. Se utilizaron los parametros por defecto
establecidos en el programa, asi como la opcion de posible mezcla entre individuos de las
poblaciones (admixture). La determinacion de la K mas probable se ejecutd usando el valor

maximo de 4K de acuerdo a Evanno et al. (2005).
5.5 Analisis de secuencias del ADNcp

Los electrofenogramas obtenidos fueron analizados y editados utilizando Bioedit (Hall,
1999). Las secuencias editadas fueron alineadas manualmente utilizando MEGA 6 (Tamura
et al., 2007). Los analisis de variacion genética se llevaron a cabo Unicamente tomando en
cuenta las sustituciones nucleotidicas, mientras que en los analisis a nivel de haplotipos se
tomaron en cuenta las sustituciones nucleotidicas y los indels. Se estim6 la diversidad
genética calculando la diversidad nucleotidica (x), la diversidad haplotipica (H,) y la
proporcion de sitios segregantes (0) (Nei, 1987) mediante el software DNAsp v5.0 (Librado
y Rozas, 2009), por poblacion y para el conjunto total de poblaciones. Por otra parte se
evaluaron los parametros de diversidad 4, y A4, para alelos no ordenados (Pons y Petit,

1996), mediante el software SPAGeDI (Hardy y Vekemans, 2002).
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5.6 Analisis de haplotipos

Se construy6 una red de parsimonia estadistica con el software TCS (Clement et al., 2000)
que utiliza el algoritmo de parsimonia de Templeton (1992). Para la obtencién de la red de
parsimonia estadistica se permitié un limite de conexion de 95%, tomando los gaps como

5 estado.

5.7 Diferenciacion poblacional

Con el objetivo de evaluar la particion de la diversidad haplotipica dentro y entre
poblaciones, asi como la estructura genética (Fsr), se realizo un AMOVA mediante
Arlequin 3.5.1.3 (Excoffier y Lischer, 2010). Con el objetivo de determinar la significancia

de la prueba, el andlisis se llevo a cabo con 10,000 permutaciones.

Sumado a esto, se realizd un analisis espacial de varianza molecular (SAMOVA),
implementado en el programa SAMOVA (Dunpaloup et al., 2002), con el objetivo de
inferir potenciales agrupaciones de localidades sin establecer a priori los grupos de
poblaciones para determinar la estructura genética. Este andlisis intenta delimitar grupos de
localidades geograficamente contiguas y genéticamente diferenciadas maximizando la
proporciéon de la varianza genética dadas las diferencias genéticas entre grupos de
localidades (F,,). El resultado presenta la agrupacion que muestra la maximizacion del
estimador F,. Dicho anélisis se repite utilizando distintos valores de K, eligiendo aquel que
maximice el valor de F,. Para la presente investigacion se evaluaron los valores K de 1 a 10

, con el objetivo de encontrar el mayor valor de F..
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5.8 Estructura filogeografica

Mediante el software SPAGeDI (Hardy y Vekemans, 2002), se evaluaron los valores de
diversidad haplotipica para alelos no ordenados: 4, (diversidad haplotipica total) y 4,
(diversidad haplotipica promedio por poblacion) (Pons y Petit, 1996), asi como los valores
de diversidad haplotipica (H;). Ademas, se evaluaron los valores de estructura genética Gsr
y Nsr. El estimador Ngr se basa en la distancia genética entre los haplotipos, mientras Gsr
considera inicamente la frecuencia de los haplotipos para establecer la estructura genética.
Dado esto, valores mayores y significativos de Nsr respecto a Gsr sugieren que las
diferencias entre haplotipos dentro de las poblaciones son menores a lo esperado por azar,
evidenciando estructura filogeografica. Dicho andlisis se llevd a cabo con 20,000

permutaciones para determinar la significancia de las diferencias entre los estimadores.

5.9 Demografia histérica

Mediante el software DNAsp v5.0, se calculd la D de Tajima y la Fs de Fu con 10000
permutaciones. La prueba de neutralidad de Tajima se basa en la comparacion entre los
sitios segregantes (0y) y el nimero promedio de diferencias entre haplotipos (z). Tales
parametros, bajo la hipotesis de neutralidad y estabilidad demografica no mostrarian
diferencias. Sin embargo, estos parametros son sensibles al efecto de escenarios selectivos
o bien, a cambios demograficos de las poblaciones (Hedrick, 2011). La significancia de la
prueba se obtiene al someterse a un andlisis estadistico para evaluar si los valores de D se
ajustan al modelo neutral o son influenciados por escenarios selectivos o demograficos
(Tajima, 1989). Para el caso de la F; de Fu, se evalua la probabilidad de observar una

muestra aleatoria neutral con un ntimero similar o menor a la muestra observada, dado el
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numero de diferencias pareadas observadas. La significancia de la prueba F; se evalua
mediante simulaciones coalescentes bajo la hipdtesis de neutralidad y equilibrio
demografico. Ambas pruebas de neutralidad muestran sensibilidad a cambios demograficos
en las poblaciones, siendo ampliamente utilizadas para la inferencia de expansiones
poblacionales y cuellos de botella. La prueba D de Tajima, al tomar valores cercanos a cero
indica equilibrio demografico de las poblaciones, mientras valores significativos distintos a
cero indican cambios demograficos como expansiones (valores negativos) y cuellos de
botella (valores positivos). Por su parte, valores negativos elevados de la Fs de Fu

evidencian expansiones poblacionales (Excoffier et al., 2007).

5.10 Distribuciones mismatch

Adicionalmente, con el objetivo de evaluar cambios demograficos en las poblaciones, se
evalud la frecuencia relativa del numero de diferencias nucleotidicas entre todos los pares
de individuos en la muestra. A la distribucion de dichas frecuencias se le conoce como
distribucion mismatch (Rogers, 1995). Dicho andlisis se llevd a cabo mediante Arlequin
3.5.1.3 (Excoffier y Lischer, 2010), poniendo a prueba la hipotesis de expansion
demografica. La validacion de la expansion se proboé mediante la comparacion de la suma
de cuadrados (SSD) entre la distribucion observada y la esperada bajo expansion
poblacional. Las distribuciones mismatch que presentan distribuciones multimodales son
propias de poblaciones en equilibrio demografico mientras que distribuciones unimodales
evidencian que la poblacion ha experimentado una reciente expansion demografica (Rogers

y Harpending, 1992; Excoffier et al., 2007)
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5.11 Bayesian Skyline Plot

Como analisis demografico adicional se realizé un Bayesian Skyline Plot (BSP, Drumond
et al.,, 2005), el cual fue realizado mediante BEAST 1.8.1, implementado en linea

(www.phylo.org/portal2/tools.action), con el objetivo de describir la historia demografica

por medio de la evaluacioén de la variacion del tamano efectivo poblacional a través del
tiempo. Dicho método convierte la tasa de eventos coalescentes de secuencias homologas
en un diagrama que grafica el tamafio efectivo poblacional a través del tiempo (Pybus et al.,

2000).

Se realizaron 2 corridas independientes de 40 millones de generaciones utilizando el
modelo de sustitucion F81 (HKY), con base en frecuencias empiricas, un modelo de reloj
log-normal relajado y un arbol bayesiano Skyline de tamafio constante con 10 grupos
iniciales. Los arboles y parametros fueron muestreados cada 4000 iteraciones con un Burn-
in de 10%. El eje temporal fue ajustado utilizando las tasas de 1.0-3.0x10™ sustituciones por
sitio por afio (s/s/afio), reportados para cloroplasto en la mayoria de las angiospermas (Wolf
et a, 1987; Gutiérrez-Rodriguez et al., 2011; Ruiz-Sanchez y Ornelas, 2014). Los resultados
de cada corrida fueron analizados con el programa TRACER ver. 1.5 para asegurar valores
de Effective Sample Sizes (ESS) >200. El analisis BSP fue realizado incluyendo a las
poblaciones de FUE (P. juliflora) en Sinaloa y CCI (P. glandulosa) en Coahuila, debido a

que compartieron el haplotipo mas comun encontrado en P. laevigata.
5.12 Estimacion de tiempos de divergencia

Con el objetivo de relacionar la diferenciacion genética entre los haplotipos de P. laevigata

con eventos climdticos recientes y su efecto en la historia evolutiva de la especie, se estimo
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el tiempo de divergencia mediante un enfoque bayesiano implementado en el software
BEAST 1.8.8 (Drummond y Rambaut, 2007). Se estim6 el tiempo de divergencia de las
secuencias de los 18 haplotipos de psbA3’/trnH encontrados en las poblaciones de P.
laevigata en México. Se utilizo el modelo de evolucion de las secuencias GTR+I+G con

base en los resultados del modelo de seleccion AIC mediante JModeltest (Posada, 2008).

Dada la naturaleza intraespecifica de los datos, el analisis se realiz6 utilizando el
modelo de reloj log-normal relajado y un modelo coalescente asumiendo un tamafo
constante para modelar el prior del arbol. Se utiliz6 un punto de calibracion secundario,
reportado para la divergencia entre P. laevigata, P. glandulosa y P. juliflora y P. chilensis
(3.65 MA) (Catalano et al., 2008), utilizando una secuencia de psbA3’/trnH de P. chilensis
como grupo externo. Para la estimacion de la divergencia se realizaron dos corridas
independientes de 10 millones de generaciones de la cadena de Markov (MCMC),

muestreando cada 1000 generaciones.

Los resultados fueron visualizados mediante el software TRACER 1.5 (Rambaut y
Drummond, 2009), para evaluar la estabilidad de los valores de los parametros (ESS). En
relacion a tales resultados, se descartaron los primeros 5000 arboles como burn-in y los
restantes se resumieron como clado de maxima credibilidad con promedio de los tiempos
de divergencia y 95% HPD (High Posterior Density), de los intervalos de tiempo estimado
en TreeAnnotator. Los resultados fueron resumidos en un tUnico éarbol visualizado en

FigTree 1.3.1 (Rambaut y Drummond, 2010).
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VI1.- RESULTADOS

De acuerdo con el programa MICROCHECKER (Van Oosterhout et al., 2004) todos los
loci mostraron presencia de alelos nulos a nivel global, variando de 0.0903 (Mo07) a 0.29
(Mo13). Por su parte, los resultados del analisis realizado mediante el programa FreeNa,
utilizando el algortimo EM, mostraron una proporcion de alelos nulos en las poblaciones

para cada loci de 0 a 0.35.

6.1 Diversidad genética

Se observaron un total de 100 alelos en los seis loci de microsatélites analizados, con un
numero total de alelos por locus entre nueve (Mo05) y 27 (Mo16) y un promedio de alelos
por locus por poblacion de 4 =4.34 (Tabla 3). La heterocigocidad esperada (H,) promedio
fue H, =0.537 variando entre H, =0.195 (HUI) y H, =0.680 (LIN). Por su parte, la
heterocigocidad observada (H,) promedio fue de H, =0.393, variando entre H, =0.148
(HUD) y H, =0.558 (SAL). El porcentaje de loci polimoérficos fue 100% en la mayoria de
las poblaciones a excepcion de las poblaciones AGS, ANG, GFA (P =83.33) y HUI

(P =33.33). (Tabla 3).

Se observaron correlaciones positivas y significativas entre el promedio del nimero
efectivo de alelos (V) y la latitud de las poblaciones (R?=0.23; P=0.021), asi como entre

la heterocigosidad esperada (H,) y la latitud (R?=0.18; P=0.044) (Fig. 5).

Los valores promedio de endogamia local y global fueron F;5=0.31 (P<0.001), y F;7=0.416
(P<0.001). Para Fjz, todos los loci mostraron valores significativos (P<0.001). Para Fig

unicamente el locus Mo07 no fue significativo para las poblaciones de NOV, HUI y CCI
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(P. glandulosa). Por otra parte, al evaluar los valores de endogamia local y global mediante

los estimadores R;r y R;s se observaron valores promedio de R,y =0.421 (P<0.001) y Rys

=0.209 (P<0.001) donde los loci Mo08, Mo09, Mol3 y Mol6 mostraron valores

significativos (P<0.001) para R;yy Mo09 y Mol3 para R;s (P<0.001). Ambos estimadores

pusieron de manifiesto altas tasas de endogamia local y global (Tabla 4).

Tabla 3-.Parametros de diversidad genética en seis loci de microsatélites para 21 poblaciones de P. laevigata asi como una

poblacion de P.glandulosa (CCI) y una poblacion de P. juliflora (FUE) en México.

Poblacién %P N Na Ne AR Ho He F

1 NOV 100.00% 10.33 4.33 2.87 1.6 0.481 0.598 0.205
2 IND 100.00% 11.66 533 2.93 1.59 0.427 0.589 0.285*
3 TUuL 100.00% 9.66 4.83 2.78 1.61 0.449 0.612 0.277*
4 ANG 83.33% 11.5 4 2.47 1.46 0.230 0.462 0.515*
5 CAD 100.00% 10.5 4.33 3.19 1.61 0.430 0.612 0.310%*
6 SMR 100.00% 9.5 4 2.55 1.52 0.436 0.515 0.167
7 MAT 100.00% 10.83 5.5 4.51 1.66 0.450 0.659 0.328%*
8 SAG 100.00% 10.5 3.83 2.44 1.47 0.334 0.468 0.297*
9 GOF 83.33% 8.5 2.66 1.59 1.32 0.267 0.319 0.172
10 SAL 100.00% 11.33 5.16 3.66 1.67 0.420 0.669 0.385*
11 PAN 100.00% 11.33 4.83 3.61 1.64 0.559 0.639 0.132
12 SMT 100.00% 10.83 5.83 3.7 1.65 0.495 0.65 0.247*
13 MEZ 100.00% 11 333 2.19 1.48 0.318 0.476 0.344%*
14 VIC 100.00% 9.5 5.5 343 1.66 0.518 0.66 0.226
15 LIN 100.00% 11.83 6 4.6 1.71 0.551 0.71 0.233%*
16 AGS 83.33% 6.66 3.83 3.61 1.55 0.317 0.547 0.441*
17 CVE 100.00% 9.66 4.83 3.25 1.60 0.386 0.596 0.367*
18 HUI 33.33% 8 2.33 2.01 1.21 0.148 0.207 0.297
19 MzC 100.00% 9.16 35 2.32 1.54 0.372 0.544 0.330%*
20 CHA 100.00% 6.33 433 3.62 1.63 0.444 0.63 0.319*
21 TEX 100.00% 6.5 2.83 2.46 1.54 0.235 0.543 0.602%*
22 FUE 100.00% 7 4.66 5.17 1.78 0.214 0.778 0.748*
23 CClI 100.00% 9.16 4.16 3.69 1.7 0.589 0.703 0.224
Promedio 94.44% 9.62+0.203 4.34+0.176 2.72+0.118 1.57+0.12 0.394+0.021 0.5734+0.127 0.323+0.143

%P= Porcentaje de loci polimorficos; N=tamafio de muestra promedio; Na= Promedio del numero de alelos por locus; Ne= Promedio del
numero efectivo de alelos; AR= riqueza alélica (por técnica de rarefaccion); Ho= heterocigosidad observada; He= heterocigocidad

esperada (corregida por nimero de muestra) (Nei, 1978); + Desv. Est.; F= indice de fijacion, *valores significativos (P<0.001).
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Al evaluar el efecto de los alelos nulos y la endogamia en los valores de
homocigosidad mediante el programa INest evaluando los modelos nfb y tb, se observo que
los alelos nulos contribuyen de manera significativa en los altos valores de homocigocidad
(nfb: DIC=8214.56; fb: DIC=8286.39). Cabe destacar que la estimacion de endogamia
corregida (F;s=0.177) muestra valores de fijacion menores a la estimada de la manera
cléasica (F;s= 1-Ho/He = 0.310), evidenciando el sesgo producido por los alelos nulos en los
valores de homocigocidad, como lo demuestran los altos valores de endogamia local en
todas las poblaciones (Tabla 3). La presencia de alelos nulos se ha reportado en una gran
variedad de taxas, algunas mostrando valores en alta frecuencia (Chapuis y Stoup, 2007).
Entre dichos taxas destacan insectos, moluscos, humanos e incluso arboles (Chapuis y
Stoup, 2007; Chybicky y Burczy, 2008). Cabe destacar el incremento de la incidencia de
alelos nulos al utilizar marcadores transferibles asi como su relacién con especies que

presentan numeros poblacionales efectivos altos (Chapuis y Stoup, 2007).
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Figura 5.- Analisis de regresion entre valores de diversidad genética y latitud en poblaciones de P. laevigata en México.
Ne=numero efectivo de alelos por locus; He=heterocigosidad esperada. Ne vs Latitud (R*>=0.23; p=0.0206); He vs Latitud
(R>=0.18; p=0.044).
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6.2 Estructura Genética

Los valores globales de Fgr fueron moderados, con Fsy=0.154 y 0.151 antes y después de
la correccion por alelos nulos. Por su parte el valor para el estimador Rsy fue mayor al
resultado de Fsr (Rsr =0.268, P<0.001) (Tabla 4). Estudios tedricos (Hedrick, 1995), han
demostrado que la estructura genética se evaltia de manera mas exacta al utilizar el modelo
de mutacion por pasos (SMM) para datos de marcadores tipo microsatélite. Asimismo, se
ha demostrado que el modelo de alelos infinitos (IAM) puede subestimar la diferenciacion

entre las poblaciones cuando se emplean dichos marcadores (Hedrick, 1995).

Tabla 4. Indices de fijacion local y global y patrones de estructura genética para los estimadores Fgr y Ry en seis loci de
microsatélites utilizados para P. laevigata en México

Locus Fir Fis Fsr Rir Rys Rsr

Mo05 0.350% 0.320% 0.043 0.222 0.050 0.181*
Mo07 0.230* 0.105 0.140%* 0.066 -0.039 0.101*
Mo08 0.369% 0.167* 0.243* 0.351* 0.041 0.323%*
Mo09 0.418* 0.335%* 0.124* 0.484* 0.364* 0.189*
Mo13 0.640%* 0.584* 0.134* 0.616* 0.540%* 0.164%*
Mol6 0.458* 0.338* 0.182* 0.466* 0.171 0.355%*
Total 0.416* 0.310* 0.154* 0.421* 0.209* 0.268*

*valores significativos (P<0.001)

6.3 Diferenciacion genética entre poblaciones

Para evaluar la particion de la diversidad dentro y entre poblaciones se realizaron analisis
AMOVA para los estimadores Fsr y Rsr. Para Fsr se observo una estructura genética
moderada (Fsr=0.169; P<0.001), representando que el 17% de la diversidad genética total
se encuentra entre poblaciones, mientras el 83% se encuentra dentro de las poblaciones.
Para Rgr, se observé una estructura genética de Rgr=0.251 (P<0.001), representando que el
25% de la diversidad genética total se encuentra entre poblaciones, mientras que el 75% se

encuentra dentro de las poblaciones (Tabla 5). Sumado a esto, al evaluar el aislamiento por
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distancia mediante la prueba de Mantel entre las distancias geograficas y Fsy pareadas no
se encontrd una relacion significativa entre ambas variables (r* = 0.0041, p =0.257),

evidenciando el nulo asilamiento por distancia.

Tabla 5.- Analisis de varianza molecular para los estimadores Fsr y Rgz. Se muestran las proporciones de diversidad
genética dentro y entre poblaciones

Estimador  Fuente g.l. SC MC Var. Est. %

Fgr
Entre Poblaciones 22 211.224 9.601 0.365 17%
Dentro de Poblaciones 469 844.056 1.800 1.800 83%

491 1055.280 2.165 100%

Total

Rgr
Entre Poblaciones 22 2632440.535 119656.388 4912.160 25%
Dentro de Poblaciones 469 6873990.425 14656.696 14656.696 75%
Total 491 9506430.959 19568.856 100%

*Fs1=0.169 P<0.001; Rst=0.251 P<0.001

6.4 Patrones de estructura genética

El estadistico AK mostrdé a K=2 como el valor 6ptimo para el nimero de grupos genéticos
en la serie de datos (Fig. 6). Sin embargo, K=3 provee informacion grafica adicional
acerca de la subestructura dentro de los dos grupos principales (Fig. 7a), probablemente,
reflejando de una manera mas detallada los patrones de pertenencia a los distintos grupos
genéticos. Las figuras 7a y 8 muestran la proporcion de ancestria de los individuos y
poblaciones en estos tres distintos grupos genéticos, representados por los colores rojo,
verde y azul. El grupo genético representado con rojo muestra mayor proporcion en las
poblaciones del Norte y Nororiente, mientras que el grupo verde es predominante en las
poblaciones del Occidente, y el grupo azul muestra mayor proporcidn en las poblaciones de
la Depresion del Balsas. Por otra parte, las poblaciones del centro y centro sur muestran
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proporciones similares de los tres diferentes grupos genéticos (Fig. 8). Este analisis muestra
a las poblaciones de la Depresion del Balsas (con una alta proporcion del grupo azul) como
las mas divergentes o diferenciadas. Al repetir el analisis excluyendo a las poblaciones del
Balsas (MCA y HUI) es posible identificar diferenciacion entre las poblaciones de P.
laevigata y la poblacion de P. julifiora (FUE), sin embargo la poblacion de P. glandulosa

(CCI) muestra similitud con las poblaciones del Nororiente de P. laevigata (Fig. 7B).

En un andlisis adicional se excluyeron a las poblaciones de FUE (P. juliflora) y CIE
(P. glandulosa), ademés de las poblaciones del Balsas (MZC y HUI), incluyendo
unicamente a las poblaciones de P. laevigata. Dicho analisis arrojé a K =3 como el nimero
de grupos mas probable (Fig. 7C), sin embargo muestra patrones de pertenencia a los tres
grupos genéticos en proporciones semejantes en todas las poblaciones, no existiendo

estructuracion geografica de los grupos genéticos.
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Figura 6. A) Numero de grupos genéticos (K) obtenidos mediante el analisis de asignacion bayesiana implementado en
STRUCTURE. El AK fue calculado mediante el método de Evanno et al. (2005). B) patrones de pertenencia obtenidos
para K=2. Cada individuo es representado por una linea vertical con K fracciones pertenecientes a los distintos grupos
genéticos. Las lineas negras indican la separacion de las poblaciones.
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Figura 7.- A) Agrupamiento genético obtenido para K=3. B) Agrupamiento genético obtenido para K=3 excluyendo las
poblaciones del Balsas. C) Agrupamiento genéticos obtenido para K=3 con 19 poblaciones, excluyendo las poblaciones
del Balsas, FUE y CCI.

37



Figura 8.- Proporciones de los tres grupos genéticos en cada una de las poblaciones analizadas.
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6.5 ADN de cloroplasto y red de haplotipos

Se amplifico la region espaciadora intergénica de cloroplasto psbA3’/trnH de 427 pb en
119 individuos de 21 poblaciones de Prosopis laevigata cubriendo el area total de su
distribucion. Se analizaron entre tres y nueve individuos por poblaciéon (Tabla 6). Se
encontraron un total de 18 haplotipos en los 119 individuos analizados, con un total de 13

sitios segregantes y 4 indels.

La red de parsimonia estadistica de 119 secuencias de Prosopis laevigata, P.
glandulosa y P. juliflora arrojo una red en forma de estrella con 18 haplotipos, donde el
haplotipo maés frecuente (HI, 87 individuos) se agrupd al centro de la misma,
encontrandose en todas las poblaciones muestreadas, incluidas las poblaciones de CCI (P.
glandulosa) y FUE (P. juliflora). La mayor parte de los haplotipos se separan por un paso
mutacional del haplotipo central, aunque existen haplotipos que se separan por 2 a 6 pasos

mutacionales de dicho haplotipo (Fig. 9).

Por otra parte, cabe destacar que la mayor parte de los haplotipos derivados son
exclusivos de una poblacion (haplotipos privados), a excepcion de los haplotipos H2
(ANG, MCA, NOV, OAX, SRI), H3 (PAN, SMT, VIC) y H4 (PAN, SMT). (Fig. 9). Se
observaron 8 poblaciones monomorficas (Tabla 6; Fig. 9), las cuales tinicamente mostraron
el haplotipo central, HI. Por otra parte, las poblaciones con mayor nimero de haplotipos

fueron VIC (5), MCA (4) y ANG (4) (Tabla 6; Fig. 9).

La diversidad haplotipica para el conjunto total de poblaciones fue moderada (H,
=0.407). Por otra parte, la diversidad haplotipica corregida por el tamafio de muestra (Nei,

1978) fue de H; =0.457, indicando que el tamafio de muestra no influye de manera
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determinante en los valores de diversidad. Al evaluar la diversidad haplotipica mediante el
método para alelos no ordenados (Pons y Petit, 1996), se observd que la diversidad
haplotipica para el total de poblaciones (4, =0.449), fue ligeramente mayor al promedio
dentro de las poblaciones (4, =0.444; Tabla, 6), y en relacion con esto, los valores de
estructura genética mostraron una diferenciacion moderada entre poblaciones (Tabla, 7). La
diversidad nucleotidica para el conjunto total de poblaciones fue de 7 =0.0014 y 8 =0.0057.
Las poblaciones de ANG, MAT y VIC mostraron los mayores valores de diversidad. Cabe
destacar los bajos valores de 7 y 6 debido en parte al elevado numero de poblaciones

monomorficas.
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Tabla 6.- Diversidad genética y valores demograficos por poblacion y globales para P. laevigata en México.

Poblacién N Nh AR Hd hs n o D Fs

ANG 4 4 3 1 1 0.00392 0.00385 0.16766  -2.1811

CAD 5 2 1.6 0.4 0.4 0.00094 0.00113 -0.8165 0.09021
CHA 7 1 1 0 0 0 0 0 0

GFA 4 2 1.75 0.5 0.5 0.00118 0.00128 -0.61237  1.09861
HUI 4 1 1 0 0 0 0 0 0

IND 5 1 1 0 0 0 0 0 0

LIN 6 1 1 0 0 0 0 0 0

MAT 5 3 2.2 0.7 0.7 0.00282 0.00339 -1.04849  -0.18585
MCA 7 4 22 0.81 0.7143 0.00538 0.00672 -1.03541  0.12551
MEZ 5 1 1.6 0 0.4 0 0 0 1.04042
NOV 6 2 1.5 0.333 0.3333 0.00078 0.00103 -0.93302  -0.00275
CEV 4 2 2.5 0.5 0.8333 0.00118 0.00118 -0.61237  -0.28768
PAN 6 3 2.25 0.733 0.7333 0.0022 0.00207 0.31063 -0.30414
SAL 6 1 1 0 0 0 0 0 0

SRI 6 2 1.9 0.6 0.6 0.00141 0.00103 1.4451 0.79518
SMT 9 3 231 0.639 0.75 0.00183 0.00174 0.1959 -1.03877
TUL 3 2 2 0.667 0.6667 0.00314 0.00315 0 1.06087
X 7 1 1 0 0 0 0 0 0

VIC 9 4 2.46 0.694 0.8056 0.00249 0.00349 -1.14944  -1.50446
Prom 2.15+1.21 1.75¢0.63  0.407+0.343 0.444+0.348  0.00146+0.0015 0.00573+0.0018 -2.03845 11.376

N= tamafio de muestra; Nh=riqueza haplotipica; AR= riqueza haplotipica rarefaccionada; Hd= diversidad haplotipica
;hs=diversidad haplotipica para alelos no ordenados (Pons y Petit, 1996); © = diversidad nucleotidica; D= D de Tajima;

Fs=Fs de F
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Figura 9.- Distribucién de haplotipos de cloroplasto de P. laevigata en México (izquierda) y red de haplotipos de parsimonia estadistica (derecha). Las graficas circulares
representan los haplotipos encontrados en las poblaciones muestreadas. La division de cada grafica representa proporcionalmente la frecuencia de cada haplotipo. El tamaiio de los
circulos en la red de haplotipos representa la frecuencia de cada haplotipo, los circulos pequefios en negro representan pasos mutacionales entre haplotipos o haplotipos no
muestreados.
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6.6 Diferenciacion poblacional del cloroplasto

Para evaluar la particion de la diversidad dentro y entre las poblaciones de P. laevigata, se
realiz6 el AMOVA sin hacer a priori ninguna agrupacion de las poblaciones. El AMOVA
indica un valor de estructura de Fs7=0.103, indicando que el 10% de la diversidad genética
se encuentra entre las poblaciones, mientras que el 90% restante se encuentra dentro de las
mismas (Tabla 7). Dichos valores sugieren un proceso colonizacidn reciente, con probables
cuellos de botella reiterativos, evidenciado en el alto numero de poblaciones monomorficas

que presentan el haplotipo HI.

Por otra parte, los resultados para el andlisis SAMOVA, utilizado para definir
potenciales barreras y discontinuidades genéticas entre grupos de poblaciones, arrojé que
un valor K =7 maximiza la varianza genética (F,, =0.259). Para este valor la mayor parte de
los grupos se forman por una o dos poblaciones, sin establecer claramente patrones
geograficos de agrupamiento (Fig. 10; Tabla 8). Tales patrones de agrupamiento podrian

deberse a la presencia de haplotipos privados dentro de algunas poblaciones (Tabla 6).

Tabla 7.- AMOV A obtenido con la secuencia de cloroplasto psbA3’/trnH de las poblaciones de P. laevigata en México.
Los datos muestran un unico nivel de agrupamiento evaluando la particion de la diversidad dentro y entre poblaciones.

Fuente g. l. SC Var. Est. %
Entre Poblaciones 18 6.64 0.02571 10.38
Dentro de Poblaciones 90 19.984 0.22205 89.62
Total 108 26.624 0.24776 100

*Fst=0.103 (P<0.001)
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Tabla 8.- Analisis SAMOVA, para datos de cloroplasto. Se muestran los valores de maximizacion para K=7.

Fuente g.l. SC Var. Est. %
Entre Grupos 6 7.187 0.09647 2591
Entre Poblaciones 12 1.817 -0.02849 -7.65
Dentro de Poblaciones 90 27.39 0.30434 81.74
Total 108 36.394 0.37233

*Fct=0.259 (p<0.001)

Figura. 10. Grupos genéticos arrojados por el analisis SAMOVA para las poblaciones de P. laevigata en México. Los
circulos representan una poblacion y el color de los mismos la pertenencia a los diferentes grupos genéticos.
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6.7 Estructura filogeogréafica del cloroplasto

La diferenciacion genética arrojada por el estimador Ggsr basada en la variacion de la
secuencia intergénica psbA3’/trnH (Gsr=0.106), sefiala niveles moderados de estructura
genética en las poblaciones de P. laevigata, valor similar al obtenido mediante el AMOVA
para la misma serie de datos (Fsy=0.103). Por su parte, el valor arrojado por el estimador
Nsr (0.107) no mostr6 diferencias significativas con respecto a Ggsr (P=0.468) indicando
que no existe estructura filogeografica entre las poblaciones muestreadas. Dicha

comparacion incluyo a las poblaciones de P. juliflora (FUE) y P. glandulosa (CCI).

6.8 Demografia histérica del cloroplasto

La prueba de neutralidad de Tajima para el cloroplasto dio un valor de D =-2.038 (P<0.05),
sugiriendo un proceso de expansion demografica reciente en el conjunto de poblaciones de
P. laevigata. A nivel poblacional, poblaciones como VIC, MAT y MEZ, mostraron valores
negativos en el estimador D (Tabla 6), sin embargo dichos valores no fueron significativos.
Para el caso de la F; de Fu, se obtuvo un valor global de F; = -11.375 (P<0.001),
evidenciando un proceso reciente de expansion demografica, respaldando los valores de la
D de Tajima. A nivel poblacional se observaron valores negativos no significativos para el

estimador Fj.

La distribucion de las diferencias pareadas mismatch mostré una distribucion
unimodal, con una cresta principal ubicada en una diferencia entre los pares de secuencias
(Fig. 11). En relacion a esto, la suma de cuadrados (SSD) no mostro diferencias
significativos comparando con un modelo de expansion constante (SSD=0.058; P=0.312),

respaldando la evidencia de expansion demografica reciente.
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Figura. 11.- Distribucion de las diferencias pareadas arrojadas por el analisis mismatch para los haplotipos de P. laevigata
en México.

6.9 Bayesian Skyline Plot

Los resultados del BSP para ambas tasa de mutacion (1.0x10” y 3.0x10™ s/s/afio)
mostraron un incremento constante en el N, poblacional estabilizandose hacia el tiempo
cero (Fig. 12). Ambas tasas mostraron una tendencia similar en la variacion en el N,,

mostrando variacion Uinicamente en los tiempos.
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Figura 12.- Bayesian Skyline Plot generalizado. La linea negra indica el cambio del tamafio poblacional en funcion del
tiempo transcurrido. A) Skyline Plot arrojado al utilizar la tasa de mutacion de 1.0x10™ s/s/y. B) Skyline Plot arrojado al
utilizar la tasa de mutacién de 3.0x10™ s/s/y. Ambas tasas de mutacion son valores generales reportados para la tasa de
mutacion en cloroplasto de angiospermas (Wolf et al., 1987).
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6.10 Estimacion de tiempos de divergencia

El analisis mediante BEAST, sugiere la existencia de una divergencia entre los haplotipos
7,8, 11 y 13 del resto de los haplotipos de P. laevigata, hace alrededor de 2 Ma (95% HDP
5-0 M.A). La edad del clado que contiene la mayor parte de los haplotipos se estima en
alrededor de 1 Ma. De la misma manera, se observa que la mayor parte de los haplotipos de
P. laevigata surgen durante los ultimos 0.5 Ma (Fig. 13). Cabe destacar que las
poblaciones de P. glandulosa (CCIl) y P. juliflora (FUE) mostraron el haplotipo HI1,

presente en todas las poblaciones identificadas como P. laevigata
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Figura 13.- Cronograma de haplotipos de P. laevigata basado en el arbol consenso del andlisis Bayesiano de datacion
utilizando la secuencia intergénica de cloroplasto psbA3’/trnH y un modelo coalescente de tamafio constante. Los nodos
seleccionados muestran intervalos de 95% de alta densidad posterior (HPD), indicado por las barras azules. Los tiempos
de divergencia se resumen en Ma. Los circulos de color indican el haplotipo correspondiente a la genealogia de genes.
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VII.- DISCUSION

7.1 Importancia de Prosopis laevigata

Prosopis laevigata es la especie de mas amplia distribuciéon del género en México,
distribuyéndose desde el sur de Oaxaca hasta el norte de Nuevo Ledn y Tamaulipas. Puede
encontrarse en una gran variedad de ecosistemas, desde el matorral xerofilo hasta formar
parte marginal de las selvas bajas (Rzedowski, 1988; Palacios, 2006). A pesar de la
importancia ecoldgica, social y cultural de P. laevigata y su amplio potencial de
aprovechamiento en zonas 4ridas y semidridas del pais, se han llevado a cabo pocos
esfuerzos con el objetivo de conocer la historia natural (Rzedowski, 1988; Galindo-
Almanza, 1992; Golubov et al., 2001; Palacios, 2006) y en especial la distribucion de la
diversidad genética de la especie (Judrez-Mufioz et al., 2006).

La presente investigacion abordd la evaluacion de la diversidad y estructura
genética, asi como la historia evolutiva y demografica reciente con el objetivo de evaluar
seflales genéticas y su potencial relacion con eventos climaticos en el gradiente de
distribucion de la especie.

7.2 Diversidad genética e indices de fijacion

Los valores generales de diversidad genética en las poblaciones de P. laevigata en México
obtenidos mediante microsatélites nucleares fueron relativamente altos (H, =0.573; Tabla
3) aunque mas bajos que los encontrados en otras fabaceas como Acacia brevispica (H,
=0.72; Otero-Arnaiz et al., 2005), A. mellifera (H, =0.67; Ruiz-Guajardo et al., 2007) y 4.
senegal (H, =0.667; Omondi et al., 2010) pero similar al detectado en especies tropicales
con historias de vida similares tales como amplia distribucion, sistemas de cruzamiento

autoincompatibles y de larga vida como Carapa guianensis (Meliaceae) (H, =0.61;
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Dayanandan et al., 1999) y Swietenia humilis (Meliaceae) (He=0.53; White et al., 1999).
Doligez y Joly (1997), reportan para 28 especies de arboles tropicales altos valores de
diversidad como denominador comun, atribuidos a alto flujo génico, efectividad de los
polinizadores, amplia distribucion y sistemas de cruzamiento autoincompatibles (Dick et
al., 2008; White et al., 2002). Este es un patron tipico de especies lefiosas de larga vida con

exocruzamiento, numeros poblacionales elevados y de amplia distribucion (Hamrick et al.,

1992; White et al., 2007)

A nivel poblacional, los estimadores de diversidad como el numero efectivo de
alelos (NAg) y la heterocigosidad esperada (H,), mostraron correlacion con la latitud, segiin
la cual a mayores latitudes se observaron los valores mayores de diversidad (Fig. 5). En
este sentido, las poblaciones de la Planicie Tamaulipeca (SMT, VIC, PAN) asi como la
poblacion LIN (Nuevo Leo6n), mostraron los valores mayores de H,, mientras que las
poblaciones CIE (P. glandulosa) en Coahuila y FUE (P. juliflora) en Sinaloa, mostraron los
mayores valores de NAg. Por su parte, la poblacion de SMT (Tamaulipas) mostrd la mayor
proporcion de alelos privados (0.833). Por otra parte, las poblaciones con los menores
indices de diversidad fueron las poblaciones de ANG (Michoacidn) y GOF (Jalisco)
distribuidas al centro occidente de la distribucion y HUI (Guerrero) de la depresion del

Balsas al sur de la distribucion (Fig. 4; Tabla 3).

Frankham (1996) reporté correlaciones positivas en 22 de 23 especies entre la
diversidad genética evaluada mediante isoenzimas y el tamafio efectivo poblacional (Log
N,), reportando que a mayor tamafo efectivo se incrementan los valores de diversidad. En

este sentido, las poblaciones de P. laevigata al norte de su distribucién muestran niumeros
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poblacionales claramente mayores que las poblaciones del sur, pudiendo ser la explicacion

para una mayor diversidad genética (G. Contreras-Negrete obs. pers.).

Los valores de endogamia fueron altos en todas las poblaciones (F;5=0.323; Tabla
4), patrén incongruente con la naturaleza exogamica de la especie; sin embargo, al evaluar
conjuntamente el efecto de los alelos nulos y la endogamia en los valores de
homocigocidad se encontrd a los alelos nulos como el principal componente del modelo
bayesiano IIM implementado en INest (Chybicki y Burczyk 2009), arrojando un valor
corregido de Fjs= 0.177. El porcentaje de alelos nulos por locus fluctué entre 0 y 0.3 de los
datos obtenidos (dependiendo del locus), inflando la estimacion de los valores de
homocigocidad. Estudios teoricos y empiricos han demostrado el efecto de los alelos nulos
al subestimar la diversidad alélica y la heterocigosidad observada y esperada (Chapuis,
2008; Shama et al., 2011). Los valores corregidos de endogamia para P. laevigata (Fi
=0.177) indicando autofecundacion substancial, que se ha estimado que puede oscilar entre
65 y 85% seglin experimentos de cruzamiento, evidenciando autocompatibilidad, aunque la
especie es principalmente exdgama en condiciones naturales (Galindo-Almanza et al.,

1992).

En relaciéon con esto, Bessega et al. (2000), en un estudio sobre los sistemas
reproductivos de cinco especies de Prosopis (Seccion Algarobia), observaron que el exceso
de homocigos se debe, en parte, a las tasas de autogamia observadas en dichas especies (15-
28%). Sin embargo Golubov et al. (1999), al evaluar las patrones reproductivos de P.
glandulosa var. torreyana reportaron que aunque la especie muestra capacidad de
autofecundacion, esta presenta de manera predominante la exocruza, patréon evidenciado en

las altas proporciones de heterocigocidad y valores negativos de endogamia local. Por otra
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parte, se ha propuesto que la dispersion de polen en especies de Prosopis podria ser
limitada, dado el rango hogarefio de sus principales polinizadores (entomofilia),
favoreciendo el cruzamiento con plantas vecinas y entre parientes, elevando asi la

endogamia (Genise et al., 1994; Bessega et al., 2000c).

7.3 Estructura genética

Los sistemas reproductivos en plantas han sido identificados como uno de los principales
factores que influencian la estructura genética de las poblaciones (Loveless y Hamrick,
1984). La estructura genética a nivel de especie fue moderada (Fsyr= 0.154). Al evaluar el
efecto de los alelos nulos en los valores de estructura genética se observd un valor
corregido de Fsr = 0.151, no existiendo un sesgo considerable debido a la presencia de

alelos nulos en dichos valores.

Por otra parte, al evaluar la estructura genética mediante el estimador Rsz, ajustado
al modelo de mutacion por pasos (SMM) correspondiente a los microsatélites, se observo
un valor de Rgr =0.268, indicando que las mutaciones por pasos contribuyen a la

diferenciacion poblacional, asi como a la generacion de nuevas variantes alélicas.

Harris et al. (1976), define a los alelos raros como aquellos cuya frecuencia
individual en la muestra es menor a 0.005. En poblaciones en expansion se ha observado un
exceso de alelos raros, generados por mutaciones que han ocurrido desde la expansion sin
el suficiente tiempo para propagarse dentro de la poblacion (Keinan et al., 2007), asi como
un exceso de homocigosidad en relacion al nimero de alelos observados y bajas tasas de
mutaciones (Maruyama y Fuerst 1984, 1985; Tajima 1989a; Watterson 1986). La

distribucion de las frecuencias alélicas en las poblaciones de P. laevigata muestra una gran
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cantidad de alelos en baja frecuencia, altos niveles de homocigocidad (Tabla 3 y 4), asi
como una moderada estructura genética, evidenciando una alta conectividad genética entre

las poblaciones, de esta manera reflejando un proceso de expansion demografica reciente.

La particion de la estructura genética evaluada mediante AMOVA para los
estimadores Fsry Rgr evidencio que la mayor parte de la diversidad se encuentra dentro de
las poblaciones (83% y 75% respectivamente), patron congruente con los valores de
estructura genética reportados para P. chilensis en Argentina (Ferreyra et al., 2010). Dada
la naturaleza protogina de las flores de Prosopis, los estigmas se muestran receptivos antes
de la antesis masculina, promoviendo la exogamia y disminuyendo la probabilidad de
autofecundacion (Burkart, 1976; Juarez-Muioz et al., 2006). Los particion de la estructura
genética es congruente con los principales polinizadores reportados para P. laevigata, entre
los cuales destacan Apis mellifera y otros himenopteros de la familia Megachillidae y

Colletidae (Hamrick et al., 1992; Galindo-Almanza et al., 1992).

Por otra parte, a pesar de la amplia area de distribucion de la especie, el test de
Mantel no mostrd indicios de aislamiento por distancia, evidenciando que la moderada
diferenciacion genética es resultado del reciente proceso de expansion demografica de las
poblaciones de P. laevigata (Keinan et al., 2007) mas que a un alto nivel de flujo génico

contemporaneo.

El anélisis de la distribucion de la ancestria genética implementado en
STRUCTURE, arroj6 un valor de K=2 como el nimero mas probable de grupos genéticos
(Fig. 6). Sin embargo, K=3 muestra informacion adicional acerca de la subestructura

genética de las poblaciones (Fig. 7A). Los patrones de pertenencia a los distintos grupos
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genéticos evidencian una alta conectividad genética en la mayor parte de las poblaciones,
no existiendo grupos genéticos restringidos en su totalidad a areas geograficas particulares,
patron congruente con los resultados del analisis AMOVA. Sin embargo, las poblaciones
del Balsas (MZC y HUI) se muestran como las mas diferenciadas, donde predomina el
grupo genético azul (Fig. 7A). Este patron también se pone de manifiesto en los Fsr
pareados, para los cuales se observan altos valores de estructura entre la poblacion de HUI
y el resto de las poblaciones (Fst = 0.333 a 0.605). La diferenciacion genética de dichas
poblaciones es atribuible a un aislamiento del resto dadas las condiciones geograficas de la
Depresion del Balsas, asi como el tipo de vegetacion (selva baja caducifolia), en la cual las
poblaciones de P. laevigata se presentan de forma aislada, marginal y en bajas densidades
(Rzedowski, 1988). Por otra parte, el resto de las poblaciones muestra valores de estructura
genética de bajos a moderados (Fs¢ = 0.002 a 0.387), sugiriendo altas tasas de flujo génico
histérico entre poblaciones o reciente colonizacion, donde no habido tiempo de que se
diferencien por deriva génica. En poblaciones en expansion, la tasa de crecimiento
poblacional y la tasa de migrantes influencian fuertemente el efecto fundador en los sitios
colonizados. Cuando el crecimiento poblacional y la tasa de migracién son altos, se
minimiza el efecto fundador en areas recientemente colonizadas, reduciendo la
diferenciacion genética entre poblaciones y manteniendo altos valores de diversidad
genética (Austerlitz et al, 1997). Dicho patron, muestra relacion con los resultados de
estructura genética a nivel nuclear, donde la mayoria de las poblaciones de P.laevigata,
muestran altos valores de diversidad genética y bajos valores de estructura en relacion a la

amplia distribucion de la especie.
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Al retirar a las poblaciones de la Depresion del Balsas del analisis bayesiano, se
identific6 a la poblacion de FUE (P. juliflora) como la méas diferenciada, mientras la
poblacion de CIE (P. glandulosa) mostro patrones de ancestria similares a las poblaciones
del norte de la distribucion (Fig. 7B). Juarez-Muioz et al. (2006), en un andlisis de
similitud genética utilizando RAPD s entre poblaciones de P. laevigata, P. glandulosa y P.
juliflora encontré un patron similar, segin el cual las poblaciones de P. laevigata y P.
glandulosa se agrupan con altos niveles de similitud genética, mientras que P. juliflora
aparece como la mas diferenciada o basal de las tres especies. Tales patrones son
atribuibles a la alta capacidad de hibridacion entre P. laevigata y P. glandulosa en las areas
comunes de distribucion como lo reportan Galindo-Almanza et al. (1992) al norte de San
Luis Potosi (Anexo I). Saidman et al. (1998), en un andlisis de variacion genética mediante
el uso de RAPD’s entre lineas puras e hibridos de especies de Prosopis de la seccion
Algarobia en Sudamérica, reportan una tendencia hacia la homogeneizacion de las
frecuencias alélicas, con una subsecuente pérdida de identidad genética de las especies,
patron congruente con los patrones de ancestria observados en P. glandulosa en relacion a

las poblaciones de P. laevigata al norte de la distribucion (Fig. 7B).

En un tercer anélisis de STRUCTURE, analizando tinicamente a las poblaciones de
P. laevigata exceptuando las dos poblaciones del Balsas, se observaron proporciones
similares de cada uno de los grupos genéticos en todas las poblaciones, sugiriendo altas
tasas de flujo génico histérico en el gradiente de distribucion (Fig. 7C). Judrez-Mufioz et al.
(2006), Reportan en un andlisis de polimorfismo usando RAPD’s entre dos poblaciones de
P. laevigata al centro de su distribucion (Guanajuato e Hidalgo), altos niveles de similitud

genética y un numero de migrantes N.m=3.2 sugiriendo un origen comun para ambas
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poblaciones o la formacion de un continuum antiguo entre las poblaciones en el area central

de distribucion (Rzedowski, 1988; Juarez-Muiioz et al., 2006).

7.4 Filogeografia

El analisis de la secuencia intergénica de cloroplasto psbA3’/trnH utilizada en P. laevigata
arrojo un total de 18 haplotipos. La diversidad haplotipica total en las poblaciones de P.
laevigata en su gradiente de distribucion en México fue moderada (H,; =0.407). De la
misma manera, los valores de diversidad nucleotidica fueron bajos (z =0.00146). Los
mayores valores de diversidad se encontraron en las poblaciones de la Planicie
Tamaulipeca (VIC, SMT, PAN), asi como en una poblacién de la Depresion del Balsas
(MEZ) y en la poblacion de ANG (Michoacan). Por otra parte, se observaron ocho
poblaciones monomorficas, dentro de las cuales se encuentran las poblaciones de CIE (P.
glandulosa) y FUE (P. juliflora) presentando Unicamente al haplotipo H1.

La red de parsimonia estadistica mostro la existencia de un solo haplogrupo, donde
la mayoria de los haplotipos son privados y se conectan a uno o pocos pasos mutacionales
del haplotipo central, generando una red de haplotipos en forma de estrella (Fig. 9). Dicho
patron evidencia un origen reciente de las haplotipos en las poblaciones de P. laevigata en
México, sin el suficiente tiempo para acumular diferencias entre las poblaciones que
pudiesen generar patrones geograficos de agrupamiento (Slatkin y Hudson, 1991; Avise,
2000).

7.5 Historia demogréfica
La distribucion espacial de los haplotipos asi como la configuraciéon de la red son
congruentes con el analisis de los patrones de demografia historica de P. laevigata, el cual

evidencia ampliamente un proceso de expansion poblacional reciente demostrado en los
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valores de D de Tajima y F| de Fu, resultando en valores negativos significativos (Tabla 6),
asi como por la distribucion unimodal de las diferencias pareadas de las secuencias (Fig.
11) (Rogers y Harpending, 1992), indicando pocas diferencias entre los haplotipos.

Se ha reportado que las redes de haplotipos en forma de estrella son tipicas de
poblaciones que han experimentado una rapida expansion demografica reciente a partir de
poblaciones con un numero efectivo poblacional bajo (Slatkin y Hudson, 1991; Avise,
2000). Asimismo, una rapida expansion poblacional se evidencia en patrones geograficos
de diversidad, donde en d4reas recientemente colonizadas se esperan bajos niveles de
variacion genética dados los recurrentes efectos fundador (Hewitt, 1996; Hewitt, 2004;
Excoffier et al., 2009), patréon observado en el elevado numero de poblaciones
monomorficas asi como los bajos valores de diversidad haplotipica en la mayor parte de las
poblaciones de P. laevigata.

Al analizar la historia demogréfica de P. laevigata mediante el BSP se observo, para
ambas tasa de mutaciéon un crecimiento poblacional constante, con una estabilizacion
demografica hacia el tiempo cero. Dicha tendencia evidencia un crecimiento gradual a
partir de N, poblacionales menores, patron congruente con los valores de estructura
genética para los cuales se propone, representan la divergencia entre las poblaciones desde
el tiempo de la expansion

Una contraccion demografica y subsecuente expansion poblacional mostraria un
efecto marcado en la distribucion de las frecuencias alélicas en las nuevas poblaciones
(Rogers y Harpending, 1992). Por otra parte, Austerlitz et al. (1997) reportan que en
poblaciones en expansion que muestran altas tasas de crecimiento demografico, asi como
altos niveles de flujo génico con areas recientemente colonizadas, el efecto fundador se

diluye, homogeneizando la diversidad genética entre poblaciones. Este escenario es

57



congruente con los bajos valores de estructura genética , evidenciando la inexistencia de
aislamiento por distancia asi como altas tasas de flujo génico histérico en las poblaciones
de P. laevigata en México.

Por otra parte, el cronograma de diversificacion indica un origen antiguo de los
haplotipos de P. laevigata, para los cuales se estima una primera divergencia hace
alrededor de 2 Ma, mientras que el clado con el mayor nimero de haplotipos muestra una
edad de 1 Ma. Cabe destacar que la mayor parte de los haplotipos, se estima, surgen dentro
de los ultimos 0.5 Ma, sin embargo, los rangos de credibilidad de los clados (95% HDP)
muestran una gran amplitud restdndole consistencia al andlisis Dicho patron es atribuible al
uso de un punto secundario de calibracion utilizado para el analisis, asi como la poca
variacion encontrada en las secuencias.

7.6 Estructura genética y filogeografica del cloroplasto

Al evaluar la existencia de estructura filogeografica con el cloroplasto entre las poblaciones
de P. laevigata no se encontraron diferencias significativas entre los estimadores Nsry Gsr
(P=0.468), mostrando la inexistencia de estructura filogeografica. Este resultado se
evidencia en la existencia de un tnico haplogrupo, un haplotipo ampliamente distribuido y
en alta frecuencia (73%), a través de la distribucion geografica de P. laevigata,
manifestando la reciente generacion de la diversidad haplotipica observada, sin la suficiente
divergencia genética entre las poblaciones capaz de generar patrones geograficos o por otra
parte , una pérdida de diversidad genética catalizada por recurrentes eventos fundador
dando lugar a repetidos eventos de cuello de botella genéticos.

Por su parte, la diferenciacion genética en el cloroplasto de las poblaciones de P.
laevigata en México fue moderada (Fs;=0.103),.en comparacion a fabaceas de zonas

aridas como Acacia senegal (Gs1=0.793; Odee et al., 2012); 4. acumminata (Gst = 0.52;
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Byrne et al., 2002) y cactaceas como Lophocereus schotti (Fst=0.431; Nason et al., 2002),
Mammillaria pectinifera (Fst=0.687; Cornejo-Romero et al., 2013). Sumado a esto, el
analisis AMOVA reflejé que la mayor parte de la diversidad se encuentra dentro de las
poblaciones (90%). Los valores moderados de estructura genética y la inexistencia de
estructura filogeografica respaldan la tesis de la expansion reciente o poblaciones con un
tiempo de divergencia corto, en las cuales no se han acumulado un gran nimero de
mutaciones que puedan diferenciarlas (Rogers, 1995).

Por otra parte, al evaluar los patrones de estructura genética sin establecer grupos a
priori, mediante el analisis SAMOVA, se observd a K=7 como el numero 6ptimo de grupos
genéticos. Sin embargo, el agrupamiento de las poblaciones responde mas a patrones de
diversidad en lugar de correlaciones geograficas, donde los grupos identificados se
componen, en su mayoria, de una o pocas poblaciones con los mayores valores de
diversidad, no existiendo agrupamientos que evidencien discontinuidades reales al flujo
génico en el gradiente de distribucion (Tabla 8; Fig. 10). El patron de estructura genética
observado en P. laevigata sugeriria una eficiencia relativa en la dispersion de semillas,
promoviendo la fundacién de nuevas poblaciones mediante repetidos eventos fundador,
evidenciando la porosidad de las barreras geogréficas a través de su distribucion (Ruiz-
Sanchez y Ornelas, 2014; Parra et al., 2014).

En relacion con lo anterior, los frutos de Prosopis en zonas aridas representan un
recurso de gran valor alimenticio para un gran nimero de especies (Pasiecznik et al., 2001).
Se ha documentado la dispersion de frutos de Prosopis principalmente por mamiferos
pequefios, humanos, asi como a través de cursos de agua (Campos y Ojeda, 1997;
Pasiecznik et al., 2001; de Noir et al.,, 2002). La dispersion por endozoocoria se ha

identificado como un mecanismo efectivo en la dispersion a larga distancia y, en relacion
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con esto, se ha propuesto la dispersion de las semillas de algunas especies de Prosopis por
la megafauna en los tltimos 12,000 afios (Janzen y Martin, 1982; Hamrick et al., 1991).

Asimismo, se ha identificado que animales domésticos, pertenecientes a
comunidades pastoriles que promueven el transito estacional de ganado, son eficientes en el
movimiento de semillas a larga distancia (Golubov et al., 2001; Omondi et al., 2009)

Por otra parte, se ha registrado el consumo de frutos de Prosopis por parte de grupos
humanos desde las primeras fases de ocupacion de México, evidenciado en registros
arqueologicos de cuevas como Guila-Naquitz, Oaxaca (Flannery, 1968) asi como en el
Valle de Tehuacan, para los cuales se estima su utilizacion durante los ultimos 10,000 afios
(Corwan y Watson, 1992; De Tapia et al., 2014). También se ha identificado a P. laevigata
como especie de gran valor cultural y de aprovechamiento en las sociedades prehispanicas
y actuales, reportdndose incluso practicas incipientes de seleccion (Casas et al., 1996).
Dado esto, es posible que las migraciones humanas y en su caso el intercambio econdmico
y cultural de los pueblos prehispénicos, asi como la introduccién de la ganaderia en tiempos
recientes hayan sido un vector eficiente de movimiento de semillas de P. laevigata,
promoviendo el flujo génico entre poblaciones.

Por otra parte, se ha documentado la alta eficiencia de colonizacion de especies de
Prosopis, asi como su alta resistencia al estrés hidrico y altas tasas de germinacion,
pudiendo convertirse en invasora dado su rapido avance, como lo demuestran los casos de
introduccion de P. juliflora en Oman y la India (Zimmerman, 1991; Golubov et al., 2001;
Al-Rawahy et al., 2003). Dado esto, la rapida expansion demografica y de area de
distribucion observada en P. laevigata, podrian deberse a caracteristicas adaptativas y

demograficas propias de la especie, asi como a su alta capacidad de colonizacion en sitios
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con suelos empobrecidos, como lo demuestra el avance de Prosopis al norte de México y

sur de EUA, asi como en zonas aridas de Argentina (Golubov et al., 2001).

7.7 Refugios glaciales

Diversos estudios filogeograficos han evidenciado que localidades con altos valores de
diversidad genética, indican sitios que probablemente funcionaron como refugios
Pleistocénicos o, en su caso, como zonas de contacto secundario. Para el primer caso, los
haplotipos observados se encuentran cercanamente relacionados, mientras que en zonas de
contacto secundario las localidades pueden incluir haplotipos mas distantes desde una
perspectiva genética (Petit et al., 2002; Huang et al., 2004; Wu et al., 2006; Gavin et al.,

2014).

Los valores de diversidad haplotipica y el numero de haplotipos privados
encontrados en las poblaciones de P. laevigata en la Planicie Tamaulipeca (VIC, SMT y
PAN), sugieren que esta area podria haber sido un refugio pleistocénico para la especie.
Tales resultados son congruentes con otras especies animales (Castoe et al., 2007) y
vegetales (Sosa et al., 2009), para las cuales se ha propuesto como area de subsistencia dada
su estabilidad durante los periodos glaciales (Moraftka, 1989; Morafka et al., 1992). En este
sentido, dicho patron de refugios en plantas de zonas aridas ha sido reportado para Agave
lechuguilla (Silva-Montellano y Eguiarte, 2003) y Hunnemannia fumariifolia (Sosa et al.,
2009), para las cuales se hipotétiza un origen al norte de la distribucion con una

consecuente colonizacion hacia el sur (Sosa et al., 2009).

Durante el ultimo periodo glacial, se ha documentado el establecimiento de flora

templada y condiciones frias y himedas en los desiertos del norte de México (Metcalfe et
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al., 2000; Metcalfe, 2006), condiciones heterogéneas de matrices calidas y frias en la
FVTM (Caballero et al., 2010) y el establecimiento de condiciones frias para el area de
Valle de Tehuacan-Cuicatlan (McNeish et al., 1972). Dichas condiciones sugieren la
contraccion de vegetacion tropical a zonas particulares con condiciones para su subsistencia

(Luna-Vega, 2008).

Por otra parte, estudios sobre la vegetacion xerdfila del sur de EUA y el norte de
Meéxico han identificado patrones de contraccion de la vegetacion xerdfila al sur de los
desiertos Sonorense y Chihuahuense, asi como la peninsula de Baja California y la Planicie
Tamaulipeca durante el ultimo periodo glacial (van Devender, 1990; Holmgren et al.,
2007). Dichos procesos se han asociado a periodos de mayor humedad y frio durante el
UGM, los cuales incidieron en los desiertos Baja-Sonorense y Chihuahuense (Metcalfe et
al., 2000), y en menor proporcion en la Planicie Tamaulipeca (Morafka, 1989; Morafka et

al., 1992).

Tales fluctuaciones climaticas pudieron influir en los patrones actuales de
diversidad y estructura genética y filogeografica en P. laevigata, al restringir la distribucion
a zonas de estabilidad como la Planicie Tamaulipeca (Nason et al., 2002; Fehlberg y

Ranker, 2009; Garrick et al., 2009; Sosa et al., 2009; Rebernig et al., 2010).

Por otra parte, en la poblacion de MCA en la Depresion de las Balsas (DB) se
observan altos valores de diversidad asi como haplotipos privados representando un
potencial refugio glacial para P. laevigata. Dicha area se caracteriza por una gran
diversidad bioldgica asi como por un gran nimero de endemismos, lo que reflejaria su

estabilidad climatica a través del tiempo (Sousa y Delgado, 1993; Becerra y Venable, 1999,
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Becerra, 2005, Sotuyo et al., 2010). El refugio en la DB es congruente con los patrones de
colonizacidon post glacial observados en Larrea tridentata, para la cual se propone la
existencia de refugios al sur de la distribucion en el desierto Chihuahuense y una posterior
recolonizacion del norte (Duran et al., 2005). Para el caso de P. laevigata, los patrones de
recolonizacion pueden haberse dado en ambos sentidos, como lo evidencian los patrones de
diversidad en las poblaciones del centro y sur de la distribucién asi como los valores de
estructura genética y el nulo aislamiento por distancia de las poblaciones, posiblemente

generado por zonas de contacto secundaria durante la recolonizacion.

7.8 P. juliflora, P. glandulosa y P. laevigata

Cabe destacar las relaciones de las poblaciones de CCI (P.glandulosa) y FUE (P.juliflora),
las cuales se encuentran entre las poblaciones monomorficas observadas en el presente
estudio, con P. laevigata, (Fig. 9). En dichas poblaciones se observo Unicamente el
haplotipo H1, el cual a su vez se presenta en todas las poblaciones y en un alto porcentaje

en el namero de individuos analizados.

En especies del género Prosopis se ha documentado la existencia de procesos de
hibridacién en poblaciones naturales (Palacios, 2006). En este sentido, para el complejo
norteamericano se han identificado ejemplares con caracteres intermedios entre P.
glandulosa y P. glandulosa var. torreyana en el norte de México y sur de EUA (Johnston,
1962); entre P. articulata y P. velutina en Sonora, asi como entre P. yaquiana y P.
articulata en Baja California Sur (Palacios, 2006). De la misma manera, Galindo-Almanza
et al. (1992), reportaron la existencia de hibridacion natural entre P. laevigata y P.

glandulosa en San Luis Potosi. Sumado a esto, Vega y Hernandez (2005), reportaron
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patrones de hibridacion entre P. alba, P. nigra y P. hassleri, en la region argentina del

Chaco.

De esta manera, las relaciones genéticas observadas a nivel de cloroplasto y nucleo
entre las poblaciones de P. laevigata y P. glandulosa (CCI), podrian deberse al flujo génico
interespecifico. En conjuntos de especies de la secciéon Algarobia, como P. alba, P. nigra, P.
chilensis y P. flexuosa se ha propuesto un comportamiento como singameon dadas las
relaciones genéticas entre poblaciones naturales de las especies (Joseau et al., 2013), patron
congruente con las relaciones genéticas observadas para el conjunto de P. laevigata, P.
glandulosa y P. juliflora. Asimismo, se ha reportado que grupos de especies de reciente
formacion frecuentemente muestran sorteo incompleto de linajes (Maddison, 1997; Wendel

y Doyle, 1998).

La hibridaciéon también puede ocurrir de manera mas frecuente en especies de
reciente formacion, en las cuales no existe un aislamiento reproductivo completo, por lo
que por lo general es imposible distinguir entre procesos de hibridacion y sorteo incompleto

de linajes en andlisis filogenéticos (Wendel y Doyle, 1998; Comes y Abbott, 2001).

Catalano et al. (2008), al evaluar los tiempos de divergencia en 30 especies de
Prosopis, muestran la reciente divergencia entre P. laevigata (P. tamaulipana) y P. juliflora
y P. glandulosa, donde las ultimas dos especies se presentan cronologicamente mas
cercanas con un tiempo de divergencia de 3.65 Ma de P. laevigata. En el analisis
filogeografico para P. laevigata incluyendo a P. glandulosa y P. juliflora, se observo que la
unica poblacion muestreada de cada una de estas dos especies mostré el haplotipo de mayor

frecuencia en P. laevigata y la diferenciacion genética a nivel de nucleo fue baja entre las
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tres especies, evidenciando el posible contacto genético de las mismas.
Desafortunadamente, con estos datos, tanto la hibridacion como el sorteo incompleto de
linajes pueden explicar dichos patrones. Como se ha mencionado, existen eventos de
hibridacion documentados en poblaciones naturales entre P. laevigata y P. glandulosa,
dado que existen zonas de contacto entre ambas especies (Rzedowski, 1988; Galindo-
Almanza et al., 1992; Palacios, 2006). Sin embargo, la distribucion de P. juliflora, se
presenta por la costa del Pacifico, y no existen zonas de contacto evidentes con poblaciones

de P. laevigata.

La reciente divergencia entre dichas especies pudiese mantener un patron de
retencion de polimorfismos ancestrales (Jakob y Blatter, 2006), y de esta manera generar
incongruencias filogenéticas (Mason-Gamer et al., 1995; Comes y Abbott, 2001; Linder y
Rieseberg, 2004). En este sentido, la evaluacion de caracteres morfologicos y genéticos en
conjunto, asi como la proyeccion del nicho ecologico para cada una de las tres especies
seria informacion relevante en la evaluacion de las relaciones filogenéticas de las mismas,
pudiendo arrojar informacion sobre las tendencias evolutivas del genero Prosopis en

Norteamérica.
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VIll.- CONCLUSIONES

1) Prosopis laevigata presenta altos valores de diversidad genética nuclear medida con
microsatélites (H.= 0.574), niveles comparables a otras especies de fabaceas y especies
arboreas y congruentes con especies lefiosas de larga vida, con exocruzamiento, nimeros

poblacionales altos y de amplia distribucion.

2) Al analizar los valores de endogamia, el andlisis de correccidon mostrd un gran sesgo por
la incidencia de alelos nulos, sin embargo los valores corregidos de endogamia son
congruentes con la capacidad de autocruzamiento y los patrones de polinizacion reportada

para la especie asi como para otras especies de la seccion Algarobia.

3) El andlisis de estructura genética nuclear reflejé valores moderados de estructura entre
las poblaciones a través del gradiente de distribucion. Los andlisis de estructura genética
nuclear con microsatélites mostraron que las mutaciones por pasos contribuyen a la

diferenciacion poblacional.

5) Se encontro6 una alta incidencia de alelos de microsatélites nucleares en baja frecuencia
y un nulo aislamiento por distancia. Los patrones de diferenciacion genética muestran
evidencia de una expansion poblacional reciente de las poblaciones de P. laevigata, en la
cual la moderada diferenciacion genética se podria explicar como resultado de un limitado

flujo génico entre poblaciones al concluir la expansion poblacional.

7) Al analizar la estructura genética nuclear desde un enfoque bayesiano se observo una alta

conectividad genética entre las poblaciones de P. laevigata, a excepcion de las poblaciones
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de la Depresion del Balsas, para las cuales se hipotetiza un aislamiento del resto de las

poblaciones, patron evidenciado en los resultados de los Fgt pareados.

8) Las poblaciones de FUE (P. juliflora) y CCI (P.glandulosa), mostraron proporciones de
ancestria similares a las poblaciones del resto de la distribucion. Dicho patréon es
congruente con estudios previos para especies de la seccion Algarobia en Mexico y
Argentina para los cuales se ha reportado una alta capacidad de hibridacion entre las
especies de la seccion. Sumado a esto, se ha reportado una alta capacidad de hibridacion en

poblaciones naturales de P. laevigata y P. glandulosa al norte de San Luis Potosi.

9) El analisis filogeografico con el cloroplasto mostrd, al igual que el andlisis de genética
poblacional nuclear, evidencia de una reciente expansion demografica. Esto, demostrado en
los valores de demografia historica como la D de Tajima, la Fy de Fu, el andlisis mismatch,
el enfoque bayesiano de demografia historica asi como la configuracion de la red de

haplotipos y los valores de estructura genética y filogeografica.

10) Los resultados de una reciente expansion demografica y de area de distribucion
muestran congruencia con la capacidad de colonizacion de suelos pobres, alta resistencia al

estrés hidrico y altas tasas de germinacion reportada para especies de Prosopis.

11) La dispersion de semillas de P. laevigata es principalmente atribuida a cursos de agua y
mamiferos, entre estos los humanos, convirtiéndose en vectores altamente eficientes de
semillas de Prosopis desde las primeras fases de ocupacion del pais y de esta manera

catalizando el proceso de expansion de rango.

12) Existen pocos estudios acerca de la distribucion de la diversidad genética y la historia
evolutiva reciente en especies del genero Prosopis para el complejo norteamericano. La
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evaluacion de la distribucion de la diversidad genética asi como el conocimiento de la
historia evolutiva reciente es de vital importancia para el uso racional y sustentable de las
especies del género Prosopis dado su amplio potencial de aprovechamiento y su

importancia ecologica en zonas aridas del pais.
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Anexo 1.- Distribucion de P.laevigata (triangulos), P. glandulosa (cuadrados) y P. juliflora (circulos) en México. Tomado
y modificado de Rzedowski (1988) y Palacios (2006)
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Anexo 2. Matriz de distancias pareadas entre poblaciones de P.laevigata en México, calculadas mediante el estimador Fst corregido por alelos nulos mediante el método ENA.

Pob NOV IND TUL ANG CAD SMR MAT SAG GOF SAL PAN SMT MEZ VIC LIN AGS CVE HuUl MZC CHA TEX FUE CIE

NOV 0

IND 0.0206 0

TUL  0.0141 0.0341 0

ANG  0.0970 0.0701 0.1189 0

CAD 0.1326 0.1496 0.0878 0.2522 0

SMR  0.0555 0.0761 0.0239 0.2257 0.1086 0

MAT  0.1050 0.0914 0.0752 0.1931 0.0662 0.0866 0

SAG  0.0667 0.0882 0.0647 0.1226 0.1795 0.0835 0.1839 0

GOF  0.1487 0.1445 0.1859 0.1636 0.2970 0.3119 0.2317 02874 0

SAL 0.0859 0.0476 0.0559 0.1223 0.1349 0.1316 0.0372 0.1462 0.1626 0

PAN  0.0815 0.1341 0.0714 0.2422 0.1305 0.1331 0.0853 0.2220 0.2259 0.0816 0

SMT  0.0697 0.0892 0.0730 0.2007 0.1257 0.1303 0.0582 0.2059 0.2011 0.0680 0.0230 0

MEZ 0.1182 0.1093 0.0652 0.2639 0.1532 0.0125 0.1387 0.0972 0.3870 0.1509 0.2040 0.1834 0

VIC 0.0388 0.0517 0.0026 0.1086 0.1241 0.0619 0.0663 0.0760 0.2149 0.0113 0.0709 0.0737 0.0846 0.0

LIN 0.0485 0.0523 0.0180 0.1102 0.1215 0.0750 0.0485 0.1049 0.1964 0.0491 0.0847 0.0525 0.1097 0.0162 0.0

AGS  0.1649 02059 0.1482 0.2757 02045 0.2162 0.1410 0.2402 0.3109 0.1650 0.1742 0.1522 0.2758 0.1646 0.1241 0

CVE 0.0279 0.0829 0.0391 0.2013 0.1229 0.0439 0.0963 0.1101 0.2381 0.1167 0.0835 0.0480 0.1117 0.0597 0.0552 0.1587 0

HUI 0.4454 0.4616 0.4191 0.5108 0.4545 0.4522 0.3914 04277 0.6052 0.3331 0.4261 0.4569 0.4708 0.3372 0.3784 0.4478 0.4516 O

MZC  0.1607 0.1737 0.1413 0.2495 0.1535 0.1462 0.1827 0.1385 0.3350 0.1686 0.2332 0.2055 0.1385 0.1302 0.1502 0.2156 0.1247 0.3835 0

CHA  0.0913 0.0948 0.0878 0.1645 0.1155 0.1258 0.0231 0.1809 0.1840 0.0660 0.1014 0.0536 0.1877 0.0614 0.0369 0.1673 0.0587 0.4645 0.1796 0

TEX  0.1309 0.1467 0.1369 0.2399 0.0873 0.1462 0.0825 0.1774 0.2429 0.1259 0.1667 0.1271 0.2098 0.1280 0.1096 0.1940 0.0940 0.4854 0.1367 0.0292 0
FUE 0.0721 0.1113 0.0564 0.2281 0.1223 0.1118 0.0609 0.1461 0.2524 0.0738 0.0768 0.0557 0.1362 0.0511 0.0223 0.0603 0.0367 0.4343 0.1176 0.0558 0.0701 0
CIE 0.1569 0.2054 0.1481 0.2797 0.2380 0.2038 0.1219 0.2193 0.3165 0.0640 0.0970 0.1065 0.2192 0.0701 0.1117 0.1809 0.1383 0.3236 0.2374 0.1172 0.2027 0.0879 0
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