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RESUMEN

Los bosques tropicales albergan el 60% de la biodiversidad global, por lo que son considerados
los principales centros de riqueza bioldgica, de especiacion y variabilidad genética. En México
se localiza una de las extensiones mds importantes de este tipo de vegetacion. Sin embargo,
nuestro pais ha perdido mas del 70% de sus bosques tropicales. La devastacion y fragmentacion
forestal no so6lo produce pérdida de la biodiversidad, sino que ademas pone en peligro la
supervivencia a largo plazo de las especies, por lo que el mantenimiento de la variabilidad
genética de las mismas es fundamental. En este sentido, los estudios sobre la variacion genética,
estructura genética y el flujo de genes, son esenciales para la generacion de estrategias eficientes
para la conservacion de los recursos genéticos en los bosques tropicales. Brosimum alicastrum es
un arbol tropical perennifolio de amplia distribucién en México, el cual puede ser una especie
dominante en algunos tipos de vegetacion tropical. Esta especie ha sido empleada exitosamente
en programas de conservacion y restauracion ecoldgica. Por otro lado, en algunas zonas del pais,
B. alicastrum conocida comunmente como “ramoén”, es empleada para diferentes usos con
multiples beneficios, por lo que ha sido considerada como una “planta tropical con potencial
econémico”. En este estudio se evalud la diversidad y estructura genética de Brosimum
alicastrum mediante el uso de microsatélites nucleares en poblaciones naturales a lo largo de su
distribucion en México. Los resultados mostraron que B. alicastrum presenta una alta
variabilidad genética (H,= 0.665/H,= 0.585) donde la mayor variacioén se encuentra dentro de las
poblaciones. Se encontr6 una fuerte estructura genética (Fsr= 0.37), con la presencia de tres
grupos genéticos bien delimitados. Existe un mayor flujo génico entre las poblaciones
geograficamente mas cercanas, existiendo un patrén de aislamiento por distancia (r= 0.56).
Brosimum alicastrum presenta el mismo patron que se observa en otras especies de arboles
tropicales y plantas lefiosas, es decir, altos niveles de variacion genética. Por otro lado, nuestros
datos no responden si la alta estructura genética que muestra la especie es un reflejo de una
estructura genética historica y barreras cripticas a la reproduccion, por lo que se sugiere

ampliamente la realizacion de un estudio filogeografico para la especie en México.



ABSTRACT

Tropical forests contain to 60% of global biodiversity and are considered the main centers of
biological richness, speciation and genetic variability. One of the most important extensions of
this vegetation type is located in México. However, our country has lost more than 70% of its
tropical forests. Forest devastation and fragmentation not only leads to loss of biodiversity, but
also endangers the long-term survival of species, so maintaining their genetic variability of these
is fundamental. In this sense, studies on genetic variation, genetic structure and gene flow are
essential for the generation of efficient strategies for the conservation of genetic resources in
tropical forests. Brosimum alicastrum is a perennial tropical tree widely distributed in Mexico,
which may become a dominant element in some tropical vegetation types. This species has been
successfully used in conservation and ecological restoration programs. On the other hand, in
some areas of the country, Brosimum alicastrum commonly known as “Ramoén” is used for
different applications with multiple benefits, so it has been considered as a “tropical plant with
economic potential”. We evaluated the diversity and genetic structure of Brosimum alicastrum
through the use of nuclear microsatellite molecular markers in natural populations throughout its
distribution in Mexico. The results showed that Brosimum alicastrum presents a high genetic
variability (H,= 0.665/H,~ 0.585), with greatest variation distributed within populations. We
found a strong genetic structure (Fs7= 0.37), with the presence of three well defined genetic
groups. There is a greater gene flow among populations geographically closer, there is a pattern
of isolation by distance (r= 0.56). Brosimum alicastrum presents the same pattern observed in
other species of tropical trees and woody plants, i.e. high levels of genetic variation. On the other
hand, our data do not respond if the high genetic structure showing the species is a reflection of a
historical genetic structure and cryptic barriers to reproduction, so it is widely suggested to carry

out a phylogeographic study for the species in Mexico.



INTRODUCCION

Los bosques tropicales de tierras bajas, mejor conocidos como selvas, son los ecosistemas
terrestres con la mayor diversidad biologica y complejidad ecologica del planeta (Richards,
1957; Terborgh, 1992; Martinez-Ramos et al., 2012). Estos bosques son considerados los
principales centros de mantenimiento de la biodiversidad, de especiacion y de variabilidad
genética del planeta (Gentry, 1988). Ocupan alrededor de 12 millones de km* donde se alberga el
60% de la biodiversidad del planeta, contribuyendo de una manera importante a la riqueza
bioldgica global (Gentry, 1988; Myers, 1989; Mittermeier y Goettsch, 1992; Turner y Corlett,
1996; Koleff et al., 2012). Por ejemplo, una sola hectarea de selva amazonica puede llegar a
tener hasta 300 especies arbdreas y se estima que existen por lo menos unas 22,500 especies de
arboles tan sélo en el bosque huimedo Neotropical (Dick, 2010). Las extensiones mas
importantes de bosques tropicales (60%) con la mayor riqueza bioldgica y ecologica, estan
localizadas principalmente en Colombia, Brasil, México, Pert, Costa Rica y Ecuador (Gentry,
1988; Reading et al., 1995).

En México podemos encontrar ocho tipos de bosques tropicales agrupados en dos
categorias, segun la clasificacion del INEGI (2005): los bosques tropicales perennifolios y los
bosques tropicales caducifolios (Figura 1).

Los bosques tropicales perennifolios que incluyen a las selvas altas y medianas
perennifolias y subperennifolias, se encuentran casi de manera exclusiva en la vertiente del
Atléantico (planicies del Golfo de México, sur y este de la Peninsula de Yucatan y el este de
Chiapas) y algunas secciones en la Sierra Madre de Chiapas y en las faldas bajas de la Sierra
Madre del Sur en Guerrero y Oaxaca (Challenger y Soberon, 2008). La vegetacion de este tipo
de bosque tropical es de afinidad Neotropical (Rzedowski, 1998) aunque con los ultimos
registros fosiles, se comienza a considerar la importancia de los elementos floristicos Nearticos
propios de las Américas, ya que varios linajes denominados como Neotropicales parecen haber
tenido ancestros muy antiguos cuya distribucion natural incluia a América del Norte y México
(Challenger y Soberon, 2008; Cevallos-Ferriz et al., 2012). Las selvas himedas tienen los
valores mas elevados de riqueza de especies que cualquier otro ecosistema terrestre, este tipo de
vegetacion aporta el 17% de la flora de México (5,000 a 30,000 especies) (Villasenor, 2004;
Challenger y Soberdn, 2008) (Figura 1).



Por otro lado, los bosques tropicales caducifolios que incluyen a la selva baja caducifolia
(vegetacion que domina la costa del Pacifico y la Cuenca del Balsas), la selva baja
subcaducifolia, la selva mediana caducifolia y subcaducifolia (tipicas del centro-norte de la
Peninsula de Yucatan), se distribuyen principalmente a lo largo de la costa del Pacifico, en las
faldas bajas y cafiones en la Sierra Madre Occidental, en las llanuras, planicies y zonas bajas de
la Peninsula de Yucatan, planicies y al sur de Veracruz y Tabasco (Challenger y Soberén, 2008).
Con respecto a su flora, este tipo de vegetacion presenta un componente endémico muy
importante y contribuye al pais con el 20% de la flora (6,000 especies) (Rzedowski, 1998)
(Figura 1).

I Cuerpos de agua

I Bosques templados
de coniferas y latifoliadas
Bosques tropicales perennifolios

B Bosques tropicales caducifolios

Il Bosques meséfilos de montaia
Matorrales xerdfilos

B Pastizales

B Humedales

I Sin vegertacién aparente

Figura 1. Agrupaciones de vegetacion segun clasificacion del INEGI (2005). Tomado de Challenger y Soberoén,
2008.

Sin embargo, las selvas han sufrido un fuerte proceso de deforestacion y degradacion,
resultado de un complejo conjunto de factores socio—econémicos y demograficos. Este fendmeno
ha ocasionado la pérdida importante de estos tipos de vegetacion en todo el mundo, estimandose
que hoy en dia abarcan menos del 50% de su cobertura original (Martinez-Ramos et al., 2012).

Segun datos de la FAO, México ocupa uno de los primeros lugares en tasas de
deforestacion a nivel mundial. En nuestro pais, los bosques tropicales han sufrido una gran

alteracion, estimandose que entre el 80% y 90% han sido talados o alterados principalmente para



la actividad agropecuaria (Guevara et al., 2004) (Figura 2). Hoy en dia, México ha perdido mas
del 70% de sus selvas, estimadndose que la cobertura actual es menos del 30.78% (Pennigton y
Sarukhan, 2012) o incluso menos del 25% (Challenger y Soberdn, 2008) lo que ha provocado su

desaparicion en gran parte del territorio (Cuadro 1).

Cuadro 1. Datos de la distribucion original y actual de la vegetacion tropical en México.

Categoria Distribucién original Distribucion actual

3.16 millones de hectareas (primaria)
. 17.82 millones de hectareas
Bosques Tropicales 0,10, 6.31 millones de hectareas (secundaria)
Perennifolios ©-1%) (4.82%)

(INEGI, 2003)
(INEGI, 2005)

7.93 millones de hectareas (primaria)
Bosques Tropicales 33.51 millones de hectareas | 14.19 millones de hectareas (secundaria)

Caducifolios (INEGI, 2003) (11.26%)
(INEGI, 2005)

-;4\\
\ )
5
\ L
N %
{ — \

N < . X
& B
N J
y %5 \
] N~ P - Ny
Zona agricola, pecuaria, forestal N [
Vegeracion inducida ) :
. Ing

Bl Asentamientos humanos

Figura 2. Uso de suelo y vegetacion segtin datos del INEGI (2005). Tomado de Challenger y Soberon, 2008.

La fragmentacion de los bosques tropicales ha cambiado el paisaje original a un mosaico
de habitats remanentes (Collevatti et al., 2001; Aguilar-Aguilar, 2016), debido a la reduccion del

tamano del bosque y el aislamiento espacial entre los parches, produciendo cambios en la



estructura de las poblaciones de plantas y animales (Aguilar-Aguilar, 2016). En este proceso, las
poblaciones mas grandes se reducen y subdividen, llegando posiblemente al aislamiento (Estrada
et al., 1993; Collevatti et al., 2001).

La devastacion y fragmentacion forestal no solo produce pérdida de la biodiversidad, sino
que ademas pone en peligro la supervivencia a largo plazo de las especies, por lo que el
mantenimiento de la variabilidad genética de las mismas es fundamental (Ferreira-Ramos et al.,
2008). La fragmentacion puede reducir esta variabilidad, por eventos de cuellos de botella
genéticos, mientras que posteriormente un efecto fundador, la deriva genética y el flujo génico
restringido pueden aumentar el aislamiento genético poblacional y su divergencia (Collevatti et
al., 2001). Otros autores han encontrado que la fragmentacion puede inducir cambios en la
estructura genética, el flujo de genes y los patrones de apareamiento de las poblaciones de
arboles tropicales (Collevatti et al., 2001).

Las estrategias eficientes para la conservacion de los recursos genéticos en los bosques
tropicales son de gran importancia, debido a los impactos negativos derivados de la destruccion y
reduccién bioldgica en estos sistemas (Nazareno et al., 2009). Los estudios ecologicos sobre el
flujo de genes y la estructura genética de las poblaciones son esenciales para la conservacion de
las especies (Murdoch et al., 2013). En este sentido, una aplicacion primordial de los marcadores
genéticos es la evaluacion de los patrones de variacion genética dentro y entre poblaciones, lo
que ha mejorado en gran medida la comprension acerca de los procesos que influyen en los
patrones genéticos de las plantas de bosques tropicales (Finkeldey y Hattemer, 2007).

Los marcadores de microsatélites (SSR), segmentos cortos de ADN (1-6 pb) que se
repiten en tdndem de forma aleatoria en regiones no codificantes del genoma (Goldstein y
Schlotterer, 1999; Aranguren-Méndez et al., 2005), se han vuelto en una herramienta importante
para la investigacion. En este sentido, los microsatélites se han empleado exitosamente para la
realizacion de estudios genéticos, debido a caracteristicas particulares que los hacen ideales para
este tipo de estudios, como por ejemplo, su alto polimorfismo, que son codominantes (pudiendo
diferenciar los individuos homocigotos de los heterocigotos), selectivamente neutros, abundantes
en los genomas, altamente reproducibles, presentan altas tasas de mutacion y algunos tienen una
alta capacidad de amplificar loci ortdlogos en especies relacionadas (Aranguren-Méndez et al.,
2005; Nazareno et al., 2009; Guidugli et al., 2012). Esta tltima caracteristica, resulta ser una

propiedad importante, ya que los microsatélites desarrollados para una especie pueden detectar



polimorfismo y ser funcionales en especies relacionadas (Dayanandan et al., 1999, Nazareno et
al., 2009). Por ejemplo, microsatélites desarrollados en especies de subgéneros distintos pueden
ser funcionales en especies relacionadas, como en el caso de Ficus citrifolia y Ficus eximia,
especies pertenecientes a dos subgéneros distintos de Ficus (Nazareno et al., 2009), o incluso
pueden ser funcionales en especies distantemente relacionadas que divergieron millones de afios
atras como en el caso de Ficus racemosa y Ficus rubiginosa (Crozier et al., 2007). La alta
transferibilidad de los microsatélites en especies distintas, resulta ser una caracteristica
excepcionalmente 1til sobre todo en arboles tropicales, ya que un numero limitado de estudios
han caracterizado microsatélites para este tipo de organismos (Dayanandan et al., 1999).
Ademas, debido a su alta diversidad alélica, estos marcadores llegan a tener un poder
discriminatorio fuerte, por lo que actualmente se han convertido en una herramienta popular en
las disciplinas como la genética de poblaciones y genética de la conservacion (Dayanandan et al.,
1999), generando informacion sobre los patrones de variacion genética, flujo genético, estructura
genética y sistemas de apareamiento en poblaciones naturales (Brondani et al., 2003; Finkeldey y
Hattemer, 2007; Nazareno et al., 2009).

El empleo de microsatélites en este tipo de estudios resulta ser de suma importancia para
la generacion de informacion genética, la cual resulta ser necesaria y util en el planteamiento y
desarrollo de mejores estrategias de manejo y conservaciéon en especies arboreas tropicales

(Brondani et al., 2003; Guidugli ef al., 2009).



DESCRIPCION DE LA ESPECIE.

Brosimum alicastrum Swarts.

La Familia Moraceae presenta una distribucion donde la mayoria de sus especies se localizan en
las zonas intertropicales del mundo principalmente en Asia y en las islas del Indopacifico
(Zerega et al., 2005; Carvajal, 2007). Esta familia se compone de unas 1100 especies que
corresponden a 37 géneros (Datwyler y Weiblen, 2004; Zerega et al., 2005; Carvajal, 2007). En
Me¢éxico podemos encontrar 10 géneros con 54-58 especies distribuidas a lo largo del territorio
(Carvajal, 2007). Moraceae ha sido dividida en cinco tribus: Artocarpeae, Castilleae, Ficeae,
Moreae y Dorstenieae, esta ultima de distribuciéon Neotropical y africana que se conforma por
ocho géneros entre ellos el género Brosimum (Datwyler y Weiblen, 2004; Zerega et al., 2005).

El género Brosimum se conforma de 13 especies de distribucion exclusiva en el
Neotropico, encontrdndolas desde México hasta el sur de Brasil, y en Cuba, Jamaica y las
Grandes Antillas (Berg, 1972; Carvajal, 2007). En México se distribuyen 5 especies, Brosimum
alicastrum, Brosimum lactescens, Brosimum guianense, Brosimum costaricanum y Brosimum
terrabanum, siendo B. alicastrum la especie con la distribuciéon mas amplia en nuestro pais
(Berg, 1972; Breedlove, 1986; Berg, 2001; Pérez, 2005; Carvajal, 2007; Gémez-Dominguez et
al., 2015; Villasenor, 2016).

Brosimum alicastrum se distribuye en el continente Americano desde el norte de México,
Centroamérica, hasta Sudamérica (Colombia, Pert, Venezuela) en el sur de Brasil en la cuenca
del Amazonas, al este hacia Guyana y en las islas de las Antillas (Cuba, Jamaica, St. Vincent,
Granadinas, Trinidad y Tobago) (Berg, 1972; Batis et al., 1999; Meiners et al., 2009). Brosimum
alicastrum es una especie que puede llegar a ser dominante en las selvas de México y que
presenta una distribucion amplia en el pais ya que la encontramos tanto en la vertiente del
Pacifico como en la del Golfo de México hasta la Peninsula de Yucatdn. En la vertiente del
Pacifico se distribuye desde el centro de Sinaloa hasta Chiapas, tanto en las laderas y barrancas
de la Sierra Madre Occidental (400-800 metros sobre el nivel del mar; msnm) como en la
planicie costera, aunque recientemente también se han registrado algunas poblaciones en cafiones
sombreados dentro de las zonas aridas del estado de Sonora. En la vertiente del Golfo de México

se encuentra desde el sur de Tamaulipas hasta Quintana Roo, a lo largo de la Sierra Madre



Oriental y la Sierra de Chiapas hasta una altitud de 600 msnm y en gran parte de la planicie

costera hasta la Peninsula de Yucatan (Pennington y Sarukhéan, 2005) (Figura 3).
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Figura 3. Distribucién de Brosimum alicastrum en México.

Brosimum alicastrum, comunmente conocido como ramén (se han registrado hasta 50
nombres comunes), es un arbol perennifolio o subcaducifolio en las partes mas secas de su
distribucion de hasta 40 metros de altura (Pennington y Sarukhén, 2005; Orantes-Garcia et al.,
2012). Esta especie se ha reportado como dioica (Berg, 1972; Pennington y Sarukhan, 2005;
Carvajal, 2007), ginodioica (Carvajal, 2007) o monoica (Berg, 1972; Pennington y Sarukhan,
2005), incluso se ha observado que algunos arboles cambian su sexualidad del estado femenino
al masculino a partir de cierta etapa de su ciclo de vida, sobre todo cuando el arbol a alcanzado
gran altura (Berg, 1972).

En algunas poblaciones (Nayarit, Tamaulipas y San Luis Potosi) colectadas para este
estudio, se observo que los arboles se comportaban como dioicos, el resto de las poblaciones no

pudimos asignar su sexualidad ya que eran muestras estériles.



Presenta un tronco recto de corteza gris clara que puede ser lisa o frecuentemente
fracturada (Pennington y Sarukhan, 2005; Carvajal, 2007), contrafuertes grandes y bien
desarrollados, abundante latex lechoso blanco o amarillento (Berg 1972; Pennington y Sarukhan,
2005; Carvajal, 2007), con ramas que son ascendentes y luego colgantes, de copa piramidal y
densa (Pennington y Sarukhén, 2005). Presenta hojas simples y alternas con una estipula caediza
para cada hoja; la lamina foliar puede ser ovado—lanceolada a ovado o eliptica, con margen
entero o rara vez denticulado, de &pice agudo a notablemente acuminado, presenta un color verde
obscuro y brillante en el haz el cual es glabro, mientras que el envés glabro o puberulento es
verde grisaceo y blanquecino por la presencia de numerosas escamas blancas; la nervadura
central es ligeramente prominente a plana, a veces ligeramente impresa en el haz y prominente
por el envés la cual en ocasiones puede ser pubescente, las nervaduras secundarias y terciarias
forman una nerviacién de tipo broquidédroma (Berg 1972; Pennington y Sarukhan, 2005;
Carvajal, 2007). Inflorescencias solitarias, geminadas o en ocasiones tres o mads juntas, en
cabezuelas axilares, cada cabezuela verdosa consiste en muchas flores masculinas y una sola flor
femenina; la superficie de la cabezuela esta cubierta por numerosas escamas peltadas persistentes
en el fruto. Inflorescencias masculinas o estaminadas de 3—8 mm de diametro con una (a veces
mas) flor pistilada central abortiva y varias flores masculinas, perianto ausente o rudimentario,
un solo estambre de 1.5-2 mm de largo con la antera parda y peltada. Inflorescencias femeninas
o pistiladas de 2—4 mm de didmetro, por lo general unifloras hundida en la cabezuela, estilo de
1.5-8.5 mm de longitud, a veces con algunos pelos uncinados, estigmas 2, desiguales en
longitud, a veces 1 ausente, ovario infero con un so6lo l6culo, uniovular. Infrutescencias (bayas)
(sub) globosas de 2-2.5 cm de didmetro con pericarpio carnoso, verde amarillento a anaranjado
rojizo cuando madura, de marcado sabor y olor dulce, cubierto en la superficie de numerosas
escamas blancas, contiene una semilla 1.5-2 (12) mm de didmetro, cubierta de una testa

papiracea amarillenta y dulce (Berg 1972; Pennington y Sarukhan, 2005) (Figura 4).
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Figura 4. Brosimum alicastrum. A) Arbol adulto con su corteza fracturada; B) Latex lechoso blanquecino; C) Flores
masculinas en cabezuelas; D) Flores femeninas; E) Frutos en desarrollo; F) Frutos maduros; G) Frutos maduros y
semillas.

Se reporta que B. alicastrum es polinizado por el viento (anemofila) (Berg, 1972; Berg,
2001). Aunque se ha reportado que también es polinizado por pequenos insectos (Croat, 1978;
Berg, 1990), se sugiere que las vivitas ocasionales de estos insectos (trips, moscas y pequefias
abejas) parecen funcionar mas como robadores de polen que como polinizadores (Aguilar-
Aguilar, 2016).

La floracion de esta especie se puede dar en diferentes meses del ano dependiendo de la
region. En general se tienen registros de floracion de noviembre a febrero (Pennington y
Sarukhan, 2005). En el estado de Chiapas se han registrado periodos de floraciéon de marzo a
mayo (Orantes-Garcia et al., 2012), mientras que en la regién de los Tuxtlas, Veracruz se
presenta en los meses de octubre o incluso desde septiembre a febrero y de enero a mayo,
mientras que en la Peninsula de Yucatan la floracion se da de enero a junio (Berg, 1972).

Las épocas de fructificacion también varian a lo largo del afio, pudiéndose encontrar

frutos maduros de marzo a mayo (Pennington y Sarukhan, 2005), sin embargo, en la Peninsula

11



de Yucatan podemos encontrar frutos de marzo o incluso desde febrero a junio y de abril a
septiembre (Berg, 1972).

La dispersion de semillas se puede dar de manera primaria por una variedad de aves y
mamiferos (monos y murciélagos) y una dispersion secundaria en el suelo por roedores, venados
y otros animales (Berg, 1972; Croat, 1978). La fauna que se alimenta de esta especie es muy
variada, ya que las semillas, frutos y hojas son consumidos por varias especies de murciélagos
frugivoros, por lo menos unas 39 especies de aves, monos, roedores y coaties. Las plantulas
jovenes son consumidas por venados cola blanca y venados temazate, tapires, pecaries y otros
animales (Meiners et al., 2009).

Brosimum alicastrum presenta una tolerancia y adaptabilidad al ambiente que le permite
estar presente en 18 estados de México y en diferentes tipos de vegetacion tropical. Esta especie
puede encontrarse en lugares himedos a muy humedos (precipitacion media anual de 600—4000
mm, con estaciones secas de entre 3—7 meses) pero también resulta ser muy tolerante a la sequia
pudiendo prosperar en micrositios himedos dentro de regiones con muy poca humedad como los
cafiones en las zonas aridas de Sonora. Se le encuentra en ambientes que varian en tipos de suelo,
humedad, temperatura y altitud. Por consiguiente, geograficamente, las poblaciones locales de B.
alicastrum presentan una notable variacion en sus caracteristicas morfologicas como altura,
didmetro del tronco, apariencia de la corteza, tamafio y forma de la hoja, fechas de floracion y
fructificacion asi como el tamano de las semillas (Meiners et al., 2009).

Brosimum alicastrum es un componente del dosel o estrato superior arbéreo donde en
algunos tipos de vegetacion tropical se vuelve una especie dominante. En la selva alta
perennifolia aunque no es un componente arbéreo dominante, en algunas regiones donde la
vegetacion se encuentra en pendientes (ejemplo Pichucalco, Chiapas; Teapa, Tabasco) se vuelve
el elemento principal. En la selva alta o mediana subperennifolia y subcaducifolia B. alicastrum
es la especie que mejor caracteriza este tipo de vegetacion, donde incluso llega a formar bosques
llamados ramonales (Figura 5), como los que se encuentran en los estados de Nayarit, Hidalgo,

San Luis Potosi, Veracruz y Puebla (Pennington y Sarukhan, 2005).
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Bosques de Brosimum alicastrum (Ramonales).

Figura 5. Bosques de Brosimum alicastrum. A) Ramonal en el estado de Tamaulipas; B) Ramonal en el estado de
Nayarit.

Usos del “Ramon”

Se cree que el ramon fue parte de la dieta diaria y base alimenticia de algunas culturas
precolombinas. El arquedlogo Dennis E. Puleston propuso que en la cultura Maya en su periodo
clasico, el maiz junto con el “ramoén” fueron posiblemente las principales fuentes de alimento
para la civilizacion (Meiners et al., 2009). Incluso hoy en dia, en algunas regiones de México
principalmente en la Peninsula de Yucatan donde ain se encuentran algunos asentamientos
mayas, esta especie se sigue cultivando y utilizando de la manera tradicional.

El ramoén (del verbo “ramonear”) es una especie de la que se puede usar cada una de sus
partes (Peters y Pardo-Tejeda, 1982; Orantes ef al., 2012) en una variedad de formas, por lo que
se considera un recurso vegetal importante (Peters y Pardo-Tejeda, 1982). En este sentido, en
1975 la Academia Nacional de Ciencias de Estados Unidos incluy6 a esta especie en la lista de
“plantas tropicales con potencial econdémico” por su gran potencial para su uso y manejo (Peters
y Pardo-Tejeda, 1982; Meiners et al., 2009).

El follaje y los frutos son utilizados para alimentar al ganado (porcino, caprino, bovino y
equino) principalmente cuando llega la época de sequia (Berg, 1972; Miranda, 1998). Las
semillas se utilizan como alimento en diversos platillos (café, harinas, tortillas, atole, tamales)

una vez seca, tostada y molida (Berg, 1972; Orantes-Garcia et al., 2012). El latex es empleado
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como calmante del asma y sustituto de leche asi como base para el chicle (Berg, 1972; Vazquez
et al., 1999; Benitez et al., 2004). La corteza preparada en una infusion se puede usar como
tonico (Burns y Mosquera, 1988). La madera se utiliza como combustible, en la fabricacion de
mangos para herramientas y en la fabricacion de muebles (Berg, 1972; Benitez et al., 2004).
Ademas, sus frutos, hojas, latex y corteza también son usados en la medicina tradicional (Pardo-
Tejeda y Sanchez-Muiios, 1980; Meiners et al., 2009; Orantes-Garcia ef al., 2012).

El ramoén es una especie que se puede usar exitosamente para la restauracion. Las
plantulas por ejemplo, poseen caracteristicas fisiologicas que les permite el establecimiento en
selvas de vegetacion secundaria ayudando a la regeneracion del bosque; los arboles adultos
permiten también el establecimiento de plantulas de otras especies de arboles, como el palo
mulato, el chicle y de diversos arbustos, sugiriéndose que favorece la regeneracion de otras
especies en el bosque y facilita la coexistencia de especies que forman parte del dosel. Por ser un
arbol de madera densa y de lento crecimiento es una especie apta para usarse en la captura del
carbono. La importancia de este arbol en la dindmica del bosque es importante (Berg, 1972;
Meiners et al., 2009).

Actualmente, existen plantaciones de B. alicastrum en algunos estados de México
(ejemplo Nayarit, Jalisco, Yucatan, Quintana Roo) con el objeto de producir forraje para
alimentar el ganado, para la produccion de café asi como de harinas, entre otros usos. Sin
embargo, en algunos otros estados del pais, como en Chiapas, donde se utiliza esta especie por
sus multiples beneficios, los pobladores explotan las poblaciones naturales, seleccionando los
arboles con base en el uso que se les dard, por lo que algunos individuos o incluso gran parte de
la poblacion natural termina desapareciendo (Orantes-Garcia et al., 2012). En este sentido, es
urgente el desarrollo de programas de conservacion y aprovechamiento sustentables para esta

especie.
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OBJETIVO GENERAL

Bajo este contexto, el presente estudio tiene como objetivo principal:

* Estimar los niveles de diversidad genética y el patron de estructura genética del arbol

tropical Brosimum alicastrum a lo largo de su distribucién en México.
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ANTECEDENTES

La variabilidad genética es la materia prima para la evolucion, le confiere a las especies la
capacidad de responder a los posibles cambios ambientales, permitiendo la adaptacion y por
consiguiente la supervivencia en el largo plazo (Ayala y Kiger, 1980; Dobzhansky et al., 1993;
Griffiths et al., 2000; Arias et al., 2011).

La forma en cémo se distribuye la variacion genética (dentro y entre poblaciones) asi
como el cambio de las frecuencias alélicas de una poblacion a otra en el tiempo y el espacio, nos
refleja la estructura genética de la especie. Esta estructura se ve afectada por diversos factores
como los evolutivos (aquellos que favorecen la diferenciacion como la seleccion natural y la
deriva genética o aquellos que favorecen la homogenizacion como el flujo génico), ecologicos
(tamanos efectivos poblacionales, sistemas de reproduccion, fertilidad, caracteristicas de la
historia de vida, sindromes de polinizacion, tasas de dispersion de semillas) y ambientales
(presencia de barreras geograficas, fragmentacion de los habitats) (Hamrick et al., 1979;
Hamrick y Godt, 1989; Hamrick et al., 1993; Boshier et al., 1995; Schierenbeck, 1997; Loveless
et al., 1998; Bartish et al., 1999; Arias et al., 2011) por lo que el balance entre el aislamiento y el
flujo génico de las poblaciones va a determinar la estructura genética de una especie, la cual le
permitird adaptarse, generar nuevas subpoblaciones o nuevas especies (Nason, 2002). Todos
estos factores son necesarios para entender como la variacion y la estructura genética de las
poblaciones van cambiando en espacio y tiempo y comprender mejor la dindmica de las
poblaciones naturales (Hamrick et al., 1979; Boshier et al., 1995; Bonnin et al., 1996;
Schierenbeck et al., 1997; Loveless et al., 1998; Gonzélez-Astorga et al., 2009).

A pesar de que existe una mayor comprension y conocimiento de los procesos genéticos
en especies arbodreas, esta informacion se ha generado principalmente a partir de estudios en
especies de bosques templados y boreales, como los pinos y robles (Dick, 2010), mientras que
los estudios genéticos para especies arboreas de sistemas tropicales siguen siendo escasos
(Finkeldey y Hattemer, 2007). En un inicio, este tipo de estudios en las especies tropicales
surgieron como una manera de explicar la gran diversidad de especies de arboles que existe y
que caracteriza a este tipo de sistemas (Nason, 2002; Jones y Hubbell, 2006).

A partir de 1960, con el surgimiento de la electroforesis de isoenzimas, se comenzaron a

tratar de explicar patrones de diversidad y estructura genética en poblaciones de plantas. Aunque
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los procesos historicos y evolutivos juegan un papel determinante en los patrones de diversidad
genética afectando la dinamica del flujo génico y con ello las frecuencias alélicas en las
poblaciones (Nason, 2002; Jones y Hubbell, 2006), otros trabajos también tomaron en cuenta las
caracteristicas de historia de vida (sistemas de apareamiento, mecanismos de polinizacion y
dispersion de semillas, modo de reproduccion) y ecoldgicas (area de distribucion, forma de vida)
de las especies, como factores que influian en los patrones genéticos de las especies de plantas
(Hamrick et al., 1979; Loveless y Hamrick, 1984; Hamrick y Godt, 1989).

En este sentido, se ha corroborado que una gran proporcion de la variacion genética entre
las especies de plantas es explicada por las caracteristicas de historia de vida y ecoldgicas de las
especies (Hamrick et al., 1979; Hamrick et al., 1992). Las plantas de vida larga, con grandes
areas geograficas de distribucion y altas tasas de fecundidad suelen tener poblaciones grandes y
estables, esto las hace ser mas resistentes a los cambios en las fluctuaciones de las frecuencias
génicas o genotipicas manteniendo mayor variacion genética que aquellas especies que
experimentan grandes fluctuaciones en sus tamafios poblacionales. La longevidad de las especies
les asegura la presencia de varias cohortes dentro de una poblacion, donde si diferentes alelos o
genotipos se favorecen durante la fase de establecimiento de cada cohorte, los individuos que
sobrevivan hasta la madurez mantendran una proporcién genética de ese evento dentro de la
poblacion, pudiendo pasar esta informacion genética a las siguientes generaciones y la
supervivencia de estas cohortes retardaria la pérdida de variacion genética. Las altas tasas de
fecundidad, el exocruzamiento y la polinizacion por viento garantizan grandes tamafios de
vecindarios y la produccion de una variedad de genotipos derivados de la recombinacion, donde
la seleccion natural podria actuar para mantener esta variacion a través de la evolucion de los
ecotipos adaptados localmente o a través de diversos tipos de seleccion balanceadora (Hamrick
et al., 1979). Bajo este contexto, se ha visto que aquellas especies con grandes areas geograficas
de distribucion, que presentan altas tasas de fecundidad, fertilizacién cruzada como modo de
reproduccion, una polinizaciéon por viento o por animales, tiempos generacionales largos con
estados sucesionales tardios, tienen mayor variaciéon genética que especies que presentan otro
tipo de combinaciones en este tipo de caracteristicas (Hamrick et al., 1979; Hamrick et al., 1992;
Finkeldey y Hattemer, 2007; Porth y El-Kassaby, 2014).

Con estos trabajos se reconocid que existia una relacion significativa entre las

caracteristicas de historia de vida y ecologicas de las especies con respecto a los niveles y
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distribucion de la variacion genética, la cual principalmente se encontraba dentro de las
poblaciones (Hamrick et al., 1992). Aunque gran parte de la variacion genética observada en las
especies de plantas puede ser explicada por las caracteristicas de historia de vida y ecologicas,
sigue habiendo una cantidad significativa de esta variacion que no es explicada por estos
fenomenos (Hamrick et al., 1979). Los sucesos historicos y/o la historia evolutiva de cada
especie juegan un papel importante y determinante en el nivel y distribucion de la diversidad
genética (Hamrick et al., 1979; Hamrick et al., 1992; Porth y El-Kassaby, 2014).

La evolucion le ha concedido a las plantas desarrollar adaptaciones que les permiten la
dispersion del polen y semillas como los medios principales de transporte para la informacion
genética, superando asi las barreras de su vida sésil (Finkeldey y Hattemer, 2007; Meirmans,
2012). El transporte o dispersion del polen (flujo de genes) y semillas (migracion), son los
principales procesos que intervienen en la dispersion de genes para la mayoria de las especies de
plantas y son dos factores primarios que determinan los patrones genéticos en las poblaciones
(Finkeldey y Hattemer, 2007; Bizoux ef al., 2009). Los sistemas de reproduccion son decisivos
para la fusion de los gametos masculinos y femeninos, y el flujo de genes a través del polen es un
proceso necesario para el apareamiento de dos plantas con semilla. La compresion de los
procesos genéticos durante la reproduccion es crucial para el andlisis de la dindmica temporal de
la estructura genética dentro de las poblaciones, en particular para organismos de larga vida
como los arboles (Finkeldey y Hattemer, 2007).

Estudios realizados en especies de arboles de diferentes familias han mostrado de manera
general que estos presentan una alta diversidad genética dentro de las poblaciones y poca
diferenciacion genética, presentando valores bajos de estructura genética. Estos resultados se
atribuyen a muchos factores como: a su alto flujo génico manteniendo asi la conexioén entre las
poblaciones, a sus sistemas de reproduccion (fertilizacion cruzada) y dispersion de semillas
efectivos, a tamafios poblacionales grandes, a bajas tasas de mutacion y de especiacion asi como
caracteristicas morfofisiologicas de la especie que permiten mantener esta diversidad: “los
arboles poseen caracteristicas que les permiten preservar la diversidad genética durante largos
periodos de tiempo” (Petit y Hampe, 2006).

En arboles tropicales, algunos estudios han reportado altos valores de diversidad genética
y niveles bajos de estructura genética que atribuyen a altos niveles de flujo génico entre las

poblaciones, gracias a mecanismos eficientes de dispersion del polen y semillas como en
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Plathymenia reticulata (Lacerda et al., 2001), Terminalia amazonia (Pither et al., 2003), Ficus
pumila (Chen et al., 2008), Dendropanax arboreus (Figueroa-Esquivel et al., 2010), Castanopsis
sclerophylla (Wang et al., 2011) que permite el movimiento de genes a grandes distancias
aunado a sistemas de reproduccion cruzada como en Protium spruceanum (Vieira y Carvalho,
2009) y Milicia excelsa (Bizoux et al., 2009; Ouinsavi et al., 2009). Estos rasgos favorecen el
cruzamiento lejano y probablemente contribuyen al mantenimiento de los altos niveles de
diversidad genética. En poblaciones naturales los tamafios demograficos grandes asi como la
proximidad geografica pueden facilitar también el flujo génico reduciendo a su vez la
endogamia, la fijacion de alelos y la deriva genética (Arias et al., 2011). Otros resultados
similares también han sido reportados para otras especies de arboles tropicales que presentan
altos niveles de diversidad y bajos a moderados niveles de diferenciacion genética (Carica
papaya, Chavez-Pesqueira y Nufiez-Farfan, 2016) incluso en especies donde sus poblaciones se
encuentran separadas a varios kilémetros (Lacerda et al., 2001; Nason, 2002).

Sin embargo, también se han reportado resultados donde las especies de arboles
tropicales sufren una baja variabilidad genética con una fuerte estructura genética. En general
estos resultados se atribuyen a tamanos poblacionales reducidos que agravan el efecto de la
deriva genética y la endogamia; procesos como cuellos de botella o aislamiento de las
poblaciones que limitan el flujo génico, aunado a mecanismos de dispersion de polen y semillas
que no son tan eficientes para la especie y/o distribuciones geograficas limitadas a parches de
habitats o areas geograficas pequefas (7Tradescantia hirsuticaulis, Godt y Hamrick, 1993;
Caryocar brasiliense, Collevatti et al., 2001; Caesalpinia echinata, Sodré-Cardoso et al., 2005;
Pterocarpus officinalis, Rivera-Ocasio et al., 2006; Miconia calvescens, Le Roux et al., 2008;
Saraca asoca, Senapati et al., 2012). Ademas, los factores antropogénicos también han sido
considerados como causantes en la disminucion de la diversidad genética de las poblaciones
(Euterpe edulis, Cardoso et al., 2000; Swietenia macrophylla, Novick et al., 2003).

Brosimum alicastrum, es un arbol tropical considerado un recurso vegetal importante por
su gran potencial econémico debido a su gran variedad de usos (madera, forraje, medicinal,
alimento) por lo que los estudios realizados para la especie se han enfocado principalmente a su
aprovechamiento, manejo y algunos a su ecologia y conservacion (Peters, 1989). Desde un
enfoque genético se han realizado solo tres estudios para la especie pero de éstos ninguno para

México.
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Poelchau y Hamrick (2013) en un estudio de filogeografia comparada de tres especies de
arboles Neotropicales que se co-distribuyen en Centroamérica, encontraron que la estructura
filogeografica de B. alicastrum es altamente estructurada en cada region y que los haplotipos de
Nicaragua eran distintos al resto de los haplotipos en el estudio, encontrando fuertes divisiones
regionales para la especie. Ademads, concluyeron que los limites genéticos que obtuvieron
corresponden en Costa Rica-Nicaragua (islas del Plioceno) y Nicaragua-El Salvador (refugios
del Pleistoceno) con tiempos de divergencia que corresponden al Pleistoceno.

En un estudio de genética del paisaje, se encontrd6 que la estacionalidad de la
precipitacion fue el mejor predictor de la distribucion de la variacion genética para B. alicastrum;
sin embargo, los autores mencionan que este resultado debe ser interpretado con cuidado ya que
encontraron que la estructura genética actual de la especie en Centroamérica se debe mas a
barreras histdricas hacia el flujo génico asi como a barreras cripticas reproductivas en la especie
(Poelchau y Hamrick, 2012).

En un estudio filogeografico para la especie en toda su distribucion que se realizé con el
objetivo de ubicar zonas de alta diversidad y proponer sitios de conservacion, se encontré que la
estructura de B. alicastrum presenta una muy fuerte regionalizaciéon de las poblaciones,
dividiéndose en tres regiones: América Central (incluyendo a México), América del Sur y el
Caribe. Los autores sugieren que la estructura de la especie se debe a la gran heterogeneidad del
ambiente que ha contribuido al aislamiento genético y a la especializacion del héabitat (Lander y
Monro, 2015).

En los tres estudios encontraron que B. alicastrum presenta una alta variabilidad genética.
Se sugiere que las caracteristicas biologicas de la especie contribuyen al mantenimiento de la

diversidad genética (Poelchau y Hamrick, 2012).
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METODOLOGIA

1. COLECTA DE MUESTRAS BIOLOGICAS.

Para la realizacion de las colectas de muestras biologicas, primero se identificaron las
poblaciones naturales de Brosimum alicastrum en México, esto se realiz6 mediante la consulta
de bases de datos de diferentes herbarios, de donde se obtuvieron registros de colecta para la
especie.

Se consultaron los ejemplares de herbario y/o registros de colecta de las bases de datos
del Herbario Nacional de México (MEXU), Herbario del Instituto de Ecologia, A.C., Centro
Regional del Bajio (IEB) y del Global Biodiversity Information Facility (GBIF,

http://www.gbif.org/). La lista de los registros de colecta que se obtuvieron para B. alicastrum

fue depurada tomando en cuenta solo los registros mas recientes, con la finalidad de asegurar la
existencia de la poblacion en el campo. Se colectaron muestras bioldgicas de arboles adultos de
las poblaciones naturales de B. alicastrum abarcando toda la distribucion de la especie en
México.

En cada punto de colecta que representa una poblacion, se muestrearon 10 individuos de
arboles adultos con una distancia entre ellos de al menos 50 m para reducir la probabilidad de
muestreo de grupos familiares y de los cuales se colectaron entre 10 y 15 hojas de cada uno. Las
muestras fueron conservadas en frio dentro de hieleras para su traslado al laboratorio y posterior
almacenaje a -80 °C. De cada poblacion se obtuvieron muestras de herbario, las cuales fueron
depositadas en el Herbario del Instituto de Ecologia, A.C., Centro Regional del Bajio (IEB).

Se muestrearon un total de 41 poblaciones de las cuales solo 33 se utilizaron para el
analisis genético final (Cuadro 2), debido a que no se tenia certeza de que las ocho poblaciones

restantes fueran poblaciones naturales, por lo cual fueron descartadas del andlisis (Figura 6).
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Cuadro 2. Lista de las poblaciones naturales de Brosimum alicastrum que se utilizaron para el analisis genético. En

el cuadro se muestra el nombre de la poblacion, su abreviacion, estado donde fue colectada, coordenadas geograficas

y la altitud.

No. Poblacién Abreyv. Estado Latitud Longitud Altitud
1 El Azteca AZT Tamaulipas 23.077 -99.1622 313 m.s.n.m.
2 El Ojital OJ1 Tamaulipas 22.9757 -99.152283 218 m.s.n.m.
3 El Sauz SAU SLP 21.9321 -99.20385 346 m.s.n.m.
4 Aquismon AQU SLP 21.62665 -99.039333 260 m.s.n.m.
5 Playa Bruja BRU SLP 21.257383 -98.8048 134 m.s.n.m.
6 Naranjos NAR Veracruz 21.332816 -97.65855 110 m.s.n.m.
7 Horcones HOR Veracruz 21.084316 -97.82065 338 m.s.n.m.
8 Monte Negro MON Veracruz 20.000233 -96.741866 292 m.s.n.m.
9 Jalcomulco JAL Veracruz 19.335033 -96.748533 356 m.s.n.m.
10 Los Tuxtlas TUX Veracruz 18.585133 -95.075133 190 m.s.n.m.
11 El Madrigal MAD Tabasco 17.495883 -92.825 111 m.s.n.m.
12 Copelchen Ccop Campeche 19.752583 -89.846216 105 m.s.n.m.
13 Uman UMA Yucatan 20.880366 -89.739783 29 m.s.n.m.
14 Izamal 1ZA Yucatan 20.9353 -89.033083 26 m.s.n.m.
15 Xcatalcoco XCA Yucatan 20.651866 -88.525083 42 m.s.n.m.
16 Tixcacalcupul TIX Yucatdn 20.53716 -88.26977 35 m.s.nm.
17 Xocen XO0C Yucatan 20.602916 -88.173133 40 m.s.n.m.
18 Tikuch TIK Yucatan 20.701116 -88.1105 32 m.s.n.m.
19 | Chunhunhux CHU Q“I‘{‘::sna 19.57805 -88.591616 | 23 m.s.n.m.
20 | ElRamonal RAM Q“I‘{I:;sna 19.39905 -88.621116 41 m.s.n.m.
21 | Los Divorciados | DIV Q“I‘{‘::sna 19.07875 | -88.45575 | 53 ms.nm.
22 | Crucero Corozal CCO Chiapas 16.760783 -91.007633 167 m.s.n.m.
23 C. Agua Azul CAA Chiapas 17.253 -92.113916 255 m.s.n.m.
24 Mazahua MAZ Oaxaca 16.628716 -94.948916 173 m.s.n.m.
25 R. Guiengola GUI Oaxaca 16.38693 -95.32621 435 m.s.n.m.
26 Chila CHI Michoacan 18.911694 -102.467 102 m.s.n.m.
27 Ahuacapan AHU Jalisco 19.667 -104.333 950 m.s.n.m.
g | @ gi‘) Del 1 1aG Nayarit | 21.361583 | -104.57195 | 740 m.s.n.m.
29 El Capomal CAP Sinaloa 21.886 -105.098783 33 m.s.nm.
30 La Concordia CON Sinaloa 23.347916 -105.9597 271 m.s.n.m.
31 Cosala COS Sinaloa 24.391666 -106.602777 500 m.s.n.m.
32 El Rincén RIN Sinaloa 24.839366 -107.03425 318 m.s.n.m.
33 La Estancia EST Sinaloa 25.120583 -107.006216 194 m.s.n.m.

22



Figura 6. Poblaciones naturales de Brosimum alicastrum colectadas a lo largo de su distribucion en México.

2. TRABAJO DE LABORATORIO.

EXTRACCION DE ADN

Se realiz6 la extraccion de ADN de todos los individuos de cada poblacioén. Se peséd entre 110-
120 mg de tejido foliar fresco prescindiendo de nervaduras y tallos, el cual se macerd con
nitrogeno liquido. El tejido macerado se sometié a un protocolo de extraccion de ADN para
tejido fresco con CTAB (Doyle y Doyle, 1987). En la mayoria de los casos se obtenia una gran
cantidad de ADN al precipitarlo con alcohol absoluto, por lo que se recuperaba y resuspendia en
agua (1000 pL) pasando directo a una limpieza con fenol-cloroformo. Se realizaron dos lavados
de limpieza para cada muestra con el objetivo de eliminar la mayor cantidad de carbohidratos y
proteinas obteniendo un ADN mas limpio.

Para cada extraccion de ADN se realizo la electroforesis en geles de agarosa al 1% para
observar la presencia, la integridad y calidad del ADN obtenido, después se realizaron
mediciones por espectrofotometria para cuantificar la concentracion de ADN que se tenia por

muestra, obteniendo en promedio 270 ng/puL.
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AMPLIFICACION DE MICROSATELITES

Para la obtencion de datos genéticos y sin contar en un inicio con marcadores de microsatélites
disefiados para Brosimum alicastrum, se revisé la filogenia de la Familia Moraceae (Datwyler y
Weiblen, 2004), con la finalidad de encontrar géneros cercanos a B. alicastrum que contaran con
microsatélites disefiados y probarlos en esta especie. En este sentido, se probaron 16 marcadores
de microsatélites disefiados para diferentes especies del género Ficus, tomandose en cuenta
aquellos marcadores que tuvieran los niveles mas altos en: numero de alelos, porcentaje de
polimorfismo, heterocigosidad observada (H,) y heterocigosidad esperada (H.) (Zavodna et al.
2005; Vignes et al. 2006; Bandelj et al. 2007; Nazareno et al. 2009; Moe y Weiblen 2011).

Sin embargo, los resultados no fueron 6ptimos ya que de los 16 marcadores probados
solo dos mostraron polimorfismo para la especie; cinco no presentaron variacion entre individuos
solo entre poblaciones; seis fueron monomorficos para la especie y tres marcadores no
amplificaron. A pesar de que Ficeae y Dorstenieae son dos tribus filogenéticamente cercanas, no
existio transferibilidad de microsatélites entre las especies del género Ficus y B. alicastrum por
lo que los marcadores no fueron funcionales para nuestro estudio.

Finalmente los datos genéticos se obtuvieron usando 15 loci de microsatélites disefiados
para Brosimum alicastrum (Cuadro 3). Los marcadores aunque especificos para la especie se
probaron primero en seis poblaciones para estandarizar las condiciones de amplificacion y

posteriormente amplificar el resto de las poblaciones.

Cuadro 3. Lista de marcadores moleculares de microsatélites disefiados para Brosimum alicastrum.

Locus Secuencia Motif Producto T, (°O)
esperado (pb)
Bro5 ACATAGGTGTCGACATACCTC (AG)11 109-125 60.1
CTGGAAGAAGAATTGGGTTG
Bro7 TTGCCATAAAGCAATTTCCA (GA)16 184-242 60.1
CACGTGTGAGAGGTGATGATG
Bro9 CTTGCTCCGGTGATGAGTG (CT)10 114-210 60.1
CAAGGAGCACAACTATAATTAAAAGAA
Brol0 GTACTACTCACATCGTCACATA (AG)19 112-148 53.8
ATTGTTTGTCATTTTGCTTC
Broll TTGATTCCCAACCCCACTAA (CA)10 100-130 58.1
TTGCCATTTGATGTTACGACA
Brol2 AAGAAAATCACCAAGCAAGG (GT)9 126-162 59.5
CGCACTCCTGAACAAAATAA
Brol3 GAGTTCGCCTGTGTTTGGTT (CA)11 172-206 45.8
CCTTCCCCATCTTATTCTTTGA
Brol4 CAACAAAACAACCCCTTTCC (TC)9 102-122 45.8
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GCGACTCCTTTTCCTTCACA
Brol5 TCCAGTCAACCCAAAAAGAA (TG)11 100-130 59.5
CAGGCTTTTCCTGATCTTGC
Brol6 CCGTAGGTGCAGTGTCAAAA (GA)14 194-230 60.1
TCCTCCTGGTCTGGATGAAG
Brol7 ATCCGGTTCCTTCTCACCTC (GA)13 184-206 60.1
CCTGCTTGTTGCTCAATTCC
Brol8 CCAAACAGTGGAACTAATCG (GT)9 180-228 59.5
AGTCTTCCAATCTGCTGTCA
Bro20 TCGGATTGTCACTTGGAGAA (AG)14 172-206 48.4
TCCCTCCAACGTCTTTTGAC
Bro24 ATGGGGGAATGGAGATGAAG (GA)11 138-178 48.4
GCCACTCAATAAGCCATTTTC
Bro28 CGGCTTGCAGAGAACAGAAT (TG)21 84-130 48.4
CGCAGATCGACATTTGGAAT

Las amplificaciones se realizaron mediante la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) utilizando el siguiente programa: una temperatura inicial de desnaturalizacion
de 95° por 15 minutos; 35 ciclos que se conforman de una temperatura de desnaturalizacion de
95° por 15 segundos, una temperatura de alineamiento que varia segtin el locus que se amplifique
por 30 segundos y una temperatura de extension de 72° por 1 minuto; un periodo de elongacion
de 72° por 10 minutos y un periodo de incubacion de 4° o« una vez terminado el programa. La
reaccion para la PCR se conform¢ de: 1 pL de ADN templado (20-25 ng/uL), 0.5 pL de primer
en sentido Forward (10 mM), 0.5 pL de primer en sentido Reverse (10 mM) y 3 uL de Multiplex
(QUIAGEN) obteniendo un volumen final de 5 pL. Se realizaron electroforesis de los productos
de PCR en geles de agarosa al 1.2% que se observaron en un transiluminador para corroborar la
presencia o ausencia del producto de amplificacion. Los productos de amplificacion fueron
preparados para su visualizacion en el secuenciador mediante la preparacion de placas de PCR
que contenian 1 pL. de producto de PCR, 0.3 pL de GeneScan Liz 500 (Applied Biosystems) y
10 L1 de Hi-Di Formamida.

La asignacion de los alelos o de los genotipos se realizd usando el programa Peak
Scanner v. 2.0. (Applied Biosystems). Las asignaciones de los genotipos se revisaron con el
programa MICROCHECKER (Van Oosterhout et al., 2004). Este programa nos ayuda a
identificar errores de genotipificacion debido a lecturas erroneas por alelos nulos y/o errores de
asignacion por stuttering y large allele drop-out, lo que podria ocasionar sesgos en los analisis

genéticos.
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3. ANALISIS GENETICO

DIVERSIDAD GENETICA

La variacion genética dentro de las poblaciones se puede calcular o caracterizar utilizando
medidas que s6lo toman en cuenta la aparicion de diferentes tipos genéticos (medidas de
multiplicidad genética) pero no de sus frecuencias, y de medidas de diversidad genética que si
consideran las frecuencias de los diferentes tipos genéticos (alelos o genotipos) (Finkeldey y

Hattemer, 2007).

Proporcion de loci polimorfico.
Se calcula dividiendo el nimero de loci polimoérficos (PL) por el ntimero loci evaluados,

incluyendo aquellos que no mostraron variaciéon o monomorficos (ML):

PPL = PL/(PL + ML)

La PPL es a menudo reportada como un porcentaje después de multiplicarlo por 100. Algunos
autores consideran un locus polimdrfico sélo si la frecuencia del alelo mas frecuente o comun
estd por debajo del 95% (0o 99%) y otros autores consideran polimorfismo si se presentan al

menos dos tipos de variaciones genéticas (independientemente de sus frecuencias).

Numero promedio de alelos.
El niimero promedio de alelos por locus se calcula contando el nimero de alelos (7;), sumando
sobre todos los loci evaluados y dividiendo este numero total de alelos por el namero de loci L.

ZLL=1 n;

L

Numero de alelos por locus =

La probabilidad de observar un alelo (raro) en una poblacion depende en gran medida del tamafio
de la muestra, los efectos en las diferencias de tamafios de las muestras se toman en cuenta

cuando se calcula la riqueza alélica (A).
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Riqueza alélica.

Es una medida del nimero de alelos que es independiente del tamafio de la muestra, por lo que
permite hacer comparaciones entre muestras que presentan diferentes tamafios. Se calcula
estimando el nimero esperado de alelos en una sub-muestra de 2n genes, dado que 2N genes han
sido muestreados (N>n), n es fijado como el nimero mas pequenio de individuos para un locus

en una muestra, entonces la riqueza alélica (por locus y muestra) se calcula como:

R=Y. [1-((2N-Ny)/2n)/ (2N-2n)]

donde V; es el nimero de alelos del tipo i entre los genes 2N. Para la riqueza alélica por todas las
muestras (R;), la N es el nimero de todas las muestras de individuos genotipados en el locus bajo

consideracion (Goudet 2002).

Numero de alelos efectivos.
El ntimero de alelos efectivos de un locus también ha sido definido como la diversidad alélica v
de una poblacion en ese locus. Si n es el nimero total de alelos en un locus y p; son las

frecuencias relativas de los alelos, entonces:

El nimero de alelos efectivos v alcanza su valor maximo para un n dado si las frecuencias de
todos los alelos son idénticas (1/n). La diversidad alélica v disminuye con la frecuencia creciente

de un alelo que hace que disminuya las frecuencias de los alelos restantes.

Heterocigosidad.
Debido a que los individuos de especies diploides son heterocigotos u homocigotos en un locus
dado, la medida de heterocigosidad suele ser biologicamente util siendo la mas comun para

medir la variacion genética en una poblacion (Hedrick, 2000).
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Heterocigosidad esperada.

La heterocigosidad esperada (H.) es la medida de diversidad genética dentro de las poblaciones
mas usada. Esta medida se basa en el supuesto de que los alelos se combinan aleatoriamente en
los genotipos, es decir, que la poblacidn se encuentra bajo equilibrio de Hardy-Weinberg. En este
caso es posible calcular la frecuencia P; de un homocigoto particular con un genotipo 4; 4; como
P? (P; es la frecuencia del alelo A4;). La frecuencia de la homocigosidad esperada se calcula
sumando sobre todos los alelos (XP?) siendo el resto la heterocigosidad esperada. Entonces, la

heterocigosidad esperada se calcula como:

H,=1- ZPiZ
i

Los valores de heterocigosidad esperada del pool génico es la media aritmética de los valores de
los loci individuales. Nei (1987) llam¢é a esta medida diversidad genética y es particularmente
util, ya que es aplicable para genes de diferentes niveles de ploidia y en organismos con

diferentes sistemas reproductivos.

Heterocigosidad observada.

Una medida simple de diversidad genética es la proporcion de todos los heterocigotos en una
poblacion. El valor de la heterocigosidad observada (H,) para el pool génico se calcula como la
media aritmética de la H, de los loci individuales. Entonces bajo equilibrio Hardy-Weinberg la

heterocigosidad observada esta dada como:

individuos heterocigotos

Ho = — — p
niumero total de individuos analizados

Entonces, las medidas de diversidad genética para los alelos privados, el porcentaje de loci
polimorficos (P), el niumero promedio de alelos (N,), numero de alelos efectivos (N.),
heterocigosidad esperada (H.) y heterocigosidad observada (H,) asi como el indice de fijacion

(F) fueron calculados en el programa GenAlEx v. 6.501 (Peakall y Smouse, 2006); los valores
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para la riqueza alélica (A) se calcularon en el programa MSA v. 4.05 (Dieringer y Schlétterer,

2003).

ESTRUCTURA GENETICA

Para evaluar el patron de estructura genética de las poblaciones de Brosimum alicastrum se
evaluo6 si existian desviaciones de las proporciones del equilibrio de Hardy-Weinberg mediante
una prueba analoga a la prueba exacta de Fisher empleando algoritmos de cadenas de Markov
(10° pasos) con 100,000 demorizaciones, donde la prueba de hipétesis indica que los genotipos
diploides observados son el producto de una union aleatoria de los gametos. De igual manera se
evalud el desequilibrio de ligamiento por pares de loci, donde la prueba de hipdtesis establece
que los genotipos de un locus son independientes de los genotipos de otro locus, es decir, analiza
la presencia de una asociacion significativa entre pares de loci, el método se basa en el
procedimiento de las cadenas de Markov aplicando una prueba analoga de la prueba exacta de
Fisher utilizandose 10,000 permutaciones con un criterio de significancia de 0.05 comparando
locus por locus entre todas las poblaciones. Ambas pruebas se realizaron en el programa
ARLEQUIN v. 3.1 (Excoffier, et al., 2005).

Se realiz6 un andlisis de varianza molecular (AMOVA) con 10,000 permutaciones en el
programa ARLEQUIN v. 3.1 (Excoffier, et al., 2005), el cual se basa en un andlisis de varianza
de frecuencias de genes. En este andlisis podemos definir grupos de poblaciones los cuales van a
definir la manera en cémo se evaluard la estructura genética ya que la varianza total se va dividir
en componentes de covarianza debido a diferencias intra-individuales, inter-individuales y/o
diferencias inter-poblacionales. Estos componentes de covarianza son usados para calcular los
indices de fijacion definidos por Wright (1951, 1965), los cuales describen la estructura genética
a diferentes niveles como: poblacion, subpoblacion e individuo. Los estadisticos F' son tres: Fig
que esta dado por Fis = (H, - H)/ Hs; Fir definido como Fir = (Hy - Hy)/ Hry Fsr dado por Fsr =
(Hr - Hs)/ Hr; donde H; es la heterocigosidad observada de un individuo en una subpoblacion
dada; Hy es la heterocigosidad esperada de un individuo en una subpoblacion donde todos los
apareamientos ocurren al azar y Hr es la heterocigosidad esperada de un individuo en una
poblacion total que no se encuentra subdividida y donde se presentan apareamientos al azar. El

estadistico Fisr es la medida de diferenciacion genética entre las subpoblaciones, el cual presenta
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valores positivos que van de de 0 a 1, donde 0 indica que no existe diferenciacion genética entre
las poblaciones mientras que los valores diferentes de cero y estadisticamente significativos nos
indican diferenciacion genética entre subpoblaciones que puede ir de leve a muy grande. El Figy
Fir son medidas de la desviacion de las proporciones del equilibrio Hardy-Weinberg dentro de
las subpoblaciones y en la poblacion total respectivamente; estos indices pueden reportar valores
de -1 a 1, donde los valores de 0 indican que las poblaciones se encuentran en las proporciones
esperadas si los apareamientos fueran estrictamente al azar (equilibrio HW), los valores positivos
indican desviacion del equilibrio HW debido a una deficiencia de heterocigotos pudiendo llegar
a valores de 1 si solo se encuentran individuos homdcigos en la poblacion (resultado de una
endogamia extrema) y los valores negativos indican desviacion del equilibrio HW debido a un
exceso de heterdcigos. Sin embargo, para marcadores genéticos como los microsatélites, se han
propuesto otras medidas de diferenciacion genética como el Rgy propuesto por Slatkin (1995), el
cual desarroll6 explicitamente basandose en el modelo de mutacion por pasos (stepwise mutation
model), modelo que parece subyacer la variacion de los marcadores de microsatélites (Balloux y
Lugon-Moulin, 2002). El Rsr es un estimador que no se ve afectado por una alta tasa de mutacion
y un disminuido flujo de migrantes, situaciones que si afectan los valores de Fysr
disminuyéndolos (Balloux y Lugon-Moulin, 2002; Novick et al., 2003). Slatkin (1995) define el
Rsr como: Rsr = (S — S,) / S, donde S,, y S son el promedio de la diferencia de cuadrados en el
tamafio de los alelos entre pares de genes dentro de las poblaciones y entre pares de genes
tomados de una muestra de P poblaciones, respectivamente.

Las estimaciones del intercambio genético fueron calculadas en el programa MIGRATE
3.6.11 (Beerli y Felsenstein, 2001), el cual estima tasas de migraciéon y tamafos efectivos
poblacionales usando datos genéticos. La estimacion del flujo genético se realizd con el método
de inferencia Bayesiana mediante la estimacion de teta, asi como la cantidad y la direccion del
flujo de genes entre todas las poblaciones. La migracion se expres6 como M (migrantes por
generacion entre poblaciones). M=N.m donde m es la proporcidon de la poblacion compuesta por
migrantes. Cada locus se analizd independientemente con el modelo Browniano para
microsatélites (Beerli, 2002). La estrategia de busqueda con un intervalo de confianza del 95% se
realiz6 mediante 10 cadenas cortas con 500 genealogias muestreadas cada una y 3 cadenas largas
con 5000 genealogias muestreadas cada una, con un burn-in de 10000 genealogias (valores por

defecto); el calentamiento se estableci6 con 4 temperaturas (1.0, 1.5, 3.0, 10000.0).
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También se empled un método de agrupamiento Bayesiano para inferir el numero de
grupos genéticos (K) a partir de la informacion genotipica. Se utilizé el programa STRUCTURE
v. 2.1 (Pritchard et al., 2000) donde el programa supone un modelo donde X denota a los
genotipos de los individuos colectados, Z las poblaciones de origen de los individuos y P las
frecuencias alélicas en todas la poblaciones. De esta manera, a partir de la distribucion de
probabilidad Pr (Z, P|X) o Pr (Z) Pr(P) Pr (X|Z, P) se utilizan Cadenas de Markov Monte Carlo
(MCMC) para inferir Z y P en base a las probabilidades a posteriori. Las simulaciones se
llevaron a cabo bajo un modelo de mezcla y frecuencias alélicas correlacionadas entre
poblaciones sin ninguna informacion previa. Las MCMC consistieron en 1 X 10° pasos con un
burn-in de 500,000 pasos. Se probaron valores de K de 1 a 34 con 10 iteraciones para cada valor
con el fin de determinar el valor méximo de la probabilidad posterior [LnP (D)]. Se determiné el
valor més probable de K usando el valor méximo de 4K segin Evanno et al., (2005)
implementando Structure Harvester v. 0.6.94. (Earl y VonHoldt, 2012). Una vez obtenido el
valor de K, se utilizaron las frecuencias de pertenencia de cada grupo genético para cada
poblacion para realizar graficas de pays las cuales ubicamos en un mapa de México y poder
observar el patron de distribucion de los grupos genéticos en el espacio geografico.

Para visualizar las posibles discontinuidades genéticas entre las poblaciones de B.
alicastrum se utilizo el programa BARRIER v. 2.2 (Manni et al., 2004). Este programa nos
permite detectar rupturas genéticas entre muestras tomando en cuenta la posicion geografica de
cada sitio. El programa genera una triangulaciéon de Delaunay a partir de las coordenadas
geograficas de los sitios, donde las barreras para cada conexion se calculan utilizando el
algoritmo de maxima diferencia de Monmonier en base a los valores maximos de matrices de
distancias genéticas pareadas. La robustez de las barreras generadas se hizo mediante un
bootstrap de 100 matrices al azar de los datos de distancias genéticas. Las distancias genéticas se
calcularon en el programa Microsatellite Analyzer v. 4.05. (MSA) (Dieringer y Schlotterer,
2003).

Se realiz6 un andlisis de coordenadas principales (PCoA) con las distancias genéticas de
Nei entre las poblaciones. Este andlisis es una técnica multivariada que permite visualizar la
variacion entre elementos en una matriz, este se calculd con el progama GenAlEx v. 6.501

(Peakall y Smouse, 2006).
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Para evaluar si existe un modelo de aislamiento por distancia en nuestras poblaciones se
realiz6 una prueba de Mantel para ver si existia una correlacion entre las distancias geograficas y
las distancias genéticas (aislamiento por distancia) utilizando el programa Alleles in Space v. 1.0
(Miller, 2005). El test de Mantel estima el grado de correlacion entre dos matrices X e Y por
procedimientos de permutaciones al igual que su significancia, que en este caso utilizamos 1,000
permutaciones. La prueba de hipotesis del test de Mantel postula que las distancias/similitudes
entre las variables de la matriz de respuesta Y no estdn linealmente correlacionados con las
correspondientes distancias/similitudes en la matriz modelo X, es decir, nuestra hipotesis nula H,
indica que no existe una relacion entre las matrices mientras que nuestra hipotesis alterna H, nos
indica que si existe una relacion entre las matrices y al existir la relacion entre las distancias
genéticas con las distancias geograficas nos indica la presencia de un modelo de aislamiento por
distancia (Mantel, 1967). Un modelo de aislamiento por distancia nos indica que el flujo génico
es limitado y localizado, lo cual origina que las poblaciones mas cercanas en el espacio presenten
mas flujo génico y sean genéticamente mas parecidas que las poblaciones maés distantes, ya que
los individuos geograficamente mas cercanos tienden a aparearse mas de lo que se esperaria si
los apareamientos fueran al azar en toda la distribucion de la especie (Wright, 1943).

Para especies que presentan una distribucion geografica amplia como B. alicastrum, se
espera que las poblaciones geograficamente mas cercanas sean las poblaciones genéticamente
mas parecidas, ya que se espera que el flujo génico sea mayor entre las poblaciones contiguas

que entre las poblaciones mas lejanas.
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RESULTADOS

De las 33 poblaciones utilizadas para el analisis, se evaluaron un total de 328 individuos con 15
loci de microsatélites nucleares. La asignacion de los genotipos realizada con el programa Peak
Scanner v. 2.0 se reviso en el programa Micro Checker v. 2.2.3 (Van Oosterhout et al., 2004) el
cual no indico errores de lectura o de asignacion en los genotipos.

Los 15 loci de microsatélites usados fueron polimorficos para la especie. Los valores de

diversidad genética para los marcadores de microsatélites se muestran en el apéndice A.

DIVERSIDAD GENETICA

Las poblaciones de Brosimum alicastrum mostraron valores de heterocigosidad observada (H,)
que variaron entre 0.610 y 0.787 con una media de H,= 0.665 (EE 0.008), mientras que la
heterocigosidad esperada (H.) obtuvo valores que variaron de 0.503 a 0.694 con una media de
He=0.585 (EE 0.006). En general los valores de heterocigosidad observada fueron mayores que
los de la heterocigosidad esperada, dandonos valores negativos para el indice de fijacion (F) con
una media de -0.158 (EE 0.013) indicandonos un exceso de individuos heterocigotos.

La poblacion de Cascadas de Agua Azul (CAA) obtuvo los valores mas altos tanto para la
heterocigosidad observada (0.787) como para la heterocigosidad esperada (0.694).

Las poblaciones de Cerro Guiengola (GUI), Ahuacapan (AHU) y el Ramonal (RAM)
después de CAA obtuvieron los valores mas altos de heterocigosidad observada (H,) con 0.780,
0.727 y 0.722, respectivamente, mientras que las poblaciones de Xocén (XOC) y Cosala (COS)
tuvieron los valores mas bajos con 0.610 y 0.613. En cuanto a la heterocigosidad esperada (H.) la
poblacion de la Estancia (EST) obtuvo el valor mas bajo con 0.503, aunque la mayoria de las
poblaciones tienen valores por arriba de 0.5; CAA obtuvo el valor mas alto y enseguida la

poblacion de los Tuxtlas (TUX) con 0.694 y 0.663 respectivamente (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Valores de diversidad genética para las poblaciones de Brosimum alicastrum. Promedio de alelos
privados, nimero promedio de alelos (N,), nimero de alelos efectivos (N.), heterocigosidad observada (H,),

heterocigosidad esperada (H,) e indice de fijacion (F) asi como la media y su error estandar.

Alelos

Poblacion . N. N. H, H. F
Privados

AZT 0.067 4.133 2.759 0.687 0.619 -0.126
0JI - 4.467 3.007 0.660 0.632 -0.062
SAU 0.200 4.667 3.177 0.644 0.645 -0.030
AQU 0.067 4.200 2.819 0.689 0.615 -0.140
BRU - 4.133 2.765 0.627 0.617 -0.027
NAR - 3.800 2.645 0.659 0.588 -0.154
HOR - 4.267 2.600 0.647 0.583 -0.142
MON - 4,733 2.961 0.667 0.640 -0.058
JAL 0.067 4.600 2.670 0.633 0.579 -0.111
TUX 0.667 5.800 3.436 0.660 0.663 -0.009
MAD 0.067 4.533 3.042 0.679 0.621 -0.103
COP 0.067 4333 2.662 0.670 0.579 -0.185
UMA - 3.600 2412 0.640 0.552 -0.165
1ZA 0.200 4.133 2.505 0.637 0.545 -0.177
XCA - 3.400 2.336 0.620 0.524 -0.183
TIX 0.133 3.667 2.613 0.640 0.574 -0.109
X0C 0.067 4.067 2.557 0.610 0.578 -0.076
TIK - 3.600 2.611 0.686 0.594 -0.185
CHU - 3.800 2.365 0.684 0.535 -0.281
RAM - 3.800 2.401 0.722 0.561 -0.236
DIV - 3.733 2.485 0.671 0.560 -0.232
CCO 0.200 4.400 2.608 0.633 0.581 -0.089
CAA 0.267 5.333 3.765 0.787 0.694 -0.166
MAZ - 4267 2.664 0.632 0.580 -0.097
GUI - 3.800 2.874 0.780 0.619 -0.295
CHI - 3.400 2.324 0.667 0.541 -0.252
AHU 0.200 3.800 2.664 0.727 0.595 -0.252
LAG - 3.467 2.531 0.669 0.580 -0.165
CAP - 3.600 2.766 0.635 0.573 -0.148
CON 0.067 3.667 2.458 0.673 0.565 -0.227
COS - 3.267 2.458 0.613 0.525 -0.196
RIN - 3.267 2.401 0.653 0.530 -0.265
EST 0.200 3.400 2.257 0.639 0.503 -0.293
Media 4.034 2.685 0.665 0.585 -0.158
EE 0.066 0.042 0.008 0.006 0.013

Los valores en el nimero promedio de alelos (N,) vari6 entre el valor mas bajo de 3.267
para las poblaciones de COS y RIN al valor mas alto de 5.800 para la poblacion de los TUX,
mientras que la poblacion de CAA reportd el segundo valor mas alto con 5.333, teniendo una
media de 4.034 (EE 0.066) para todas las poblaciones. El promedio en el nimero de alelos
efectivos (N.) fue de 2.685 (EE 0.042) teniendo para CAA y TUX los valores mas altos con
3.765 y 3.436 mientras que la poblacion EST registr6 el valor més bajo con 2.257 (Cuadro 4).
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Las poblaciones de B. alicastrum, aunque compartieron alelos entre ellas para todos los loci,
encontramos un numero elevado de alelos privados con 37 en total, en donde 15 de las 33
poblaciones presentaron por lo menos un alelo privado y donde la poblacion de los TUX fue la
que present6 el mayor nimero con 10 alelos privados.

De forma general observamos que los valores de diversidad genética entre las
poblaciones de B. alicastrum estuvieron en rangos muy similares, mostrando valores de
moderados a altos entre sus poblaciones, donde la poblacion de CAA fue la que obtuvo los
valores mas altos en varios de los estadisticos. En promedio para la especie existe una diversidad

genética alta (H,= 0.665/H.= 0.585).

ESTRUCTURA GENETICA

Los resultados de la prueba para evaluar las desviaciones del equilibrio Hardy-Weinberg no
registraron desviaciones significativas; mientras que en la prueba de desequilibrio de ligamiento
(DL) no encontramos asociacion significativa entre los pares de loci.

Con respecto al analisis jerarquico de varianza molecular (AMOVA) para evaluar como
se encuentra distribuida la variacion en las poblaciones de Brosimum alicastrum, se reportd que
el 62.94% de la variacion se encuentra dentro de las poblaciones y el 37.06% de la variacion se
encuentra entre poblaciones (Cuadro 5A). Se realizd también un segundo analisis de varianza
molecular (AMOVA) donde se definieron 3 subestructuras para las poblaciones que delimitamos
en base a los resultados obtenidos del programa STRUCTURE (las subestructuras se
denominaron como Golfo, Peninsula y Pacifico), donde se report6d que el 58.87% de la variacion
se encuentra dentro de las poblaciones, el 23.11% de la variacion se encuentra entre los grupos y
el 18.02% de la variacion entre las poblaciones dentro de los grupos (Cuadro 5B). Ambas
pruebas fueron significativas y en ambas pruebas el mayor porcentaje de la variacion genética se

encuentra dentro de las poblaciones.

El indice de fijacion resultado del AMOVA general mostré un valor alto (Fsr = 0.37).
Wright (1978) sugiri6 intervalos para los valores de este indice que ayudan en su interpretacion:
los valores que van de 0-0.05 indica que existe poca diferenciacion genética, de 0.05-0.15

indican moderada diferenciacion genética, de 0.15-0.25 indican diferenciacién genética grande y
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los valores >0.25 indican una diferenciacién genética muy grande. En este sentido, B. alicastrum

presenta una diferenciacion genética muy grande.

Tabla 5A. Analisis de varianza molecular (AMOVA) general para la especie. Distribucion de la variacion genética

entre poblaciones y dentro de las poblaciones de B. alicastrum en México. * P<0.05.

Suma de Componentes de % de la
Origen de la variacion gl
cuadrados la varianza variacion
Entre poblaciones 32 280680.041 406.50800 Va 37.06*
Dentro de las poblaciones 623 430187.978 690.51040 Vb 62.94
Total 655 710868.018 1097.01840

Indice de Fijacion

FST: 0.37

Tabla 5B. Analisis de varianza molecular (AMOVA). Distribucion de la variacién genética entre grupos, entre

poblaciones dentro de los grupos y dentro de las poblaciones de B. alicastrum en México. * P<0.05.

Suma de Componentes de % de la
Origen de la variacion gl
cuadrados la varianza variacion
Entre grupos 2 21755.457 46.07050 Va 23.11*
Entre poblaciones dentro de
30 24952.138 35.93754 Vb 18.02*
los grupos
Dentro de las poblaciones 623 73127.472 117.37957 Vc 58.87*
Total 655 119835.067 199.38760
indices de Fijacion
FST: 0.41
FSC: 0.23
FCT: 0.23

Con respecto a la diferenciacion genética pareada, la prueba se hizo tanto para las
poblaciones (cuadro de valores mostrado en el apéndice B) como para las regiones (Cuadro 6).
La diferenciacion genética pareada (F'sr) entre poblaciones mostr6 valores de 0 a 0.69, donde los
valores mas bajos de diferenciacion genética fueron entre poblaciones geograficamente cercanas,
mientras que los valores mas altos fueron de las poblaciones que se ubican en la parte noroeste y
occidente del Pacifico (poblaciones 26 a la 33) con respecto al resto de las poblaciones,

mostrando una diferenciacion genética muy grande. De las 33 poblaciones, la poblacion de los
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Tuxtlas mostré siempre valores altos de Fsr (0.40-0.60) con respecto a las 32 poblaciones de
estudio. La diferenciacion genética pareada (Fsr) entre regiones, mostrd que la menor
diferenciacion genética fue entre las poblaciones del Golfo y la Peninsula (Fsr = 0.09) con una
moderada diferenciacion genética, mientras que las poblaciones del Pacifico en relacion con las
de la Peninsula y el Golfo mostraron una diferenciacion genética muy grande (Fsy = 0.34 y Fsr=

0.24 respectivamente) (Cuadro 6).

Cuadro 6. Valores pareados de diferencias genéticas (Fsy).

Fgr/N, Golfo Peninsula Pacifico
Golfo -

Peninsula 0.09 -

Pacifico 0.24 0.34 -

Los niveles de intercambio genético detectados con el programa MIGRATE mostraron
valores de flujo génico bajos, moderados y altos (N,= 0.25-7.25) (Cuadro de valores de flujo
génico mostrados en el apéndice C). El flujo génico fue mayor entre las poblaciones dentro de
cada region, donde los valores mas altos se dieron entre poblaciones que son geograficamente
mas cercanas. En general, los valores més bajos de donantes fueron de las poblaciones en la
region del Pacifico hacia las poblaciones de las otras dos regiones, mientras que los valores
moderados a altos fueron entre las poblaciones de la region del Golfo y de la Peninsula de
Yucatan.

En cuanto a los resultados obtenidos por el método Bayesiano con el programa
STRUCTURE v. 2.1, la probabilidad posterior mas alta que se obtuvo de la probabilidad
bayesiana [LnP (K)] y el 4K reveld que el numero efectivo de grupos genéticos es de K=3

(Figura 7).
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Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
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Figura 7. Resultados del 4K donde indica el nimero efectivo de grupos genéticos.

Los bar-plots generados por el programa claramente muestran 3 grupos genéticos
representados por los colores azul, verde y rojo. El plot, se desglosa en 33 lineas verticales que
representan las 33 poblaciones de B. alicastrum que se conforman por K segmentos coloreados
que representan la fraccién de pertenencia estimada de cada poblacion en cada uno de los K
clusters inferidos (coeficientes de pertenencia estimados para cada individuo de cada grupo)

(Figura 8).
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Figura 8. Bar-Plot generado en el programa STRUCTURE. Se muestran los tres grupos genéticos en base al 4K asi
como el plot desglosado por poblaciones donde se indican cada una de las 33 poblaciones y su proporcion de cada
grupo genético.

Con las proporciones de pertenencia de cada grupo genético para cada poblacion, se

grafico la distribucion de los grupos genéticos en el espacio geografico (Figura 9).

38



Figura 9. Distribucion de los grupos genéticos de B. alicastrum en México.

Observamos que cada poblacion se compone de un grupo genético predominante siendo
este el de mayor proporcion, ademas, cada grupo genético se localiza en una region especifica de
Meéxico. El grupo genético azul se ubica en la region del Golfo de México, mientras que el grupo
genético verde se localiza principalmente en la region de la Peninsula de Yucatan asi como
también en la region Sur del pais, finalmente el grupo genético rojo se encuentra localizado en la
region del Pacifico Mexicano limitdndose a la region noroeste que corresponde al estado de
Sinaloa y a la region occidente conformada por los estados de Nayarit, Jalisco, Colima y
Michoacan.

Con los resultados del programa BARRIER, encontramos que se presentan 5
discontinuidades genéticas, que a excepcion de la barrera que corresponde al Altiplano

Mexicano, el resto no corresponde a una discontinuidad genética evidente (Figura 10).
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Figura 10. Barreras genéticas obtenidas para Brosimum alicastrum.

El andlisis de componentes principales PCoA, mostré que el componente 1 explica el
33.85% de la variacién, mientras que el componente 2 explica el 23.83%. El PCoA muestra
también el agrupamiento de las poblaciones como se muestra en el agrupamiento bayesiano. En
el componente 1 a la izquierda encontramos las poblaciones de la Peninsula, mientras que en el
componente 2 arriba del eje X encontramos las poblaciones del Golfo, mientras que por debajo
de este eje estan las poblaciones del noroeste y occidente del Pacifico, mientras que las

poblaciones del sur quedan entre ambos componentes (Figura 11).
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Figura 11. Analisis de componentes principales (PCoA).

En cuanto a los resultados de la prueba de Mantel, encontramos una correlacion positiva
entre las distancias genéticas con respecto a las distancias geograficas, por lo que la
diferenciacion genética que encontramos en las poblaciones de B. alicastrum obedece a un

patrén de aislamiento por distancia (r= 0.56, p= 0.00099) (Cuadro 7).

Cuadro 7. Resultados de la prueba de Mantel.

Prueba de Mantel
r P
Regién Golfo 0.46 0.00099
Region Peninsula de Yucatan 0.49 0.00099
Regioén Pacifico 0.71 0.00099
General 0.56 0.00099

Realizamos también otras tres pruebas de Mantel, una para cada region en que se
agruparon las poblaciones y los resultados fueron significativos, mostrando que las poblaciones

dentro de sus regiones presentan también un patrén de aislamiento por distancia (Cuadro 7).
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DISCUSION

Brosimum alicastrum present6 valores de diversidad genética altos (H,= 0.665/H,= 0.585). Estos
resultados son muy similares a los encontrados en un estudio realizado con la especie en la
region de Chamela, Jalisco (Aguilar-Aguilar, 2016), donde tanto los adultos como la progenie
mostraron valores altos de diversidad genética (H.= 0.63 y H,=0.60, respectivamente), ademas
de que no se encontraron diferencias significativas en la diversidad para los habitats continuos y
fragmentados. Milicia excelsa, otra Moraceae polinizada por viento mostré valores de diversidad
también altos (H.= 0.547) (Bizoux et al., 2009).

El mantenimiento de la variacion genética durante la reproduccion se debe a las
caracteristicas particulares del flujo de genes y mecanismos de migracion asi como a los sistemas
de apareamiento (Finkeldey y Hattemer, 2007). En los taxa dioicos como B. alicastrum, el
sistema de apareamiento es 100% cruzado. El sistema de apareamiento por exocruzamiento,
representa una manera efectiva de mantener la variacion genética en las especies (Loveless y
Hamrick, 1984; Bizoux et al., 2009).

También se ha visto, que el rango geografico tiene una correlaciéon importante con la
variacién genética dentro de la poblacion (Loveless, 1992); las especies con una distribucion
amplia como B. alicastrum presentan mayor diversidad genética que las especies con
distribuciones mas restringidas (Hamrick et al., 1979; Hamrick y Godt, 1989; Loveless, 1992); y
se ha visto que mientras las especies tengan una distribucidon sucesivamente mayor mostraran
también una variacion genética progresivamente mayor (Loveless, 1992).

El andlisis de la varianza molecular (AMOVA) mostro que el mayor porcentaje de la
variacién genética para B. alicastrum, se encuentra dentro de las poblaciones (58.87%). Se
sugiere que las plantas mantengan altos niveles de variacion genética dentro de sus poblaciones,
ya que la naturaleza sésil de su forma de vida a menudo conduce a la evolucidon de ecotipos
adaptados localmente (Antonovics, 1971). Sorprendentemente se han reportado que para la
mayoria de las plantas lefiosas y de especies de arboles forestales tropicales, los altos niveles de
variacion genética se encuentran dentro de las poblaciones (Hamrick et al., 1979; Hamrick y
Godt, 1989; Hamrick et al., 1992; Loveless, 1992; Finkeldey y Hattemer, 2007) y otra pequefia
fraccion de la diversidad se encuentra entre las poblaciones (Finkeldey y Hattemer, 2007);

también, aquellas especies que presentan un amplio rango de distribucion presentan mayor
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variabilidad genética dentro de las poblaciones que las especies que presentan una distribucion
mas restringida (Loveless, 1992; Finkeldey y Hattemer, 2007).

Brosimum alicastrum presenta una muy fuerte estructura genética que se ve reflejada en
el alto valor del indice de fijacion (Fs/= 0.37), dandonos una diferenciacion genética muy
grande. Los factores ecoldgicos que afectan la reproduccion y la dispersion (polen y semillas)
son particularmente importantes en la determinacion de la estructura genética (Loveless y
Hamrick, 1984; Bizoux et al., 2009). En este sentido, el flujo génico (polen y semillas) y los
sistemas de apareamiento se han referido como los determinantes mas importantes que dictan los
patrones de la estructura genética en las poblaciones de plantas (Loveless y Hamrick, 1984;
Hamrick y Murawski, 1990; Bizoux et al., 2009).

Bajo este contexto, la alta estructura genética de B. alicastrum podria ser explicada por
caracteristicas de la historia de vida de la especie, como los eventos asincronicos en los periodos
de floracion. La asincronia en la floracidon restringe severamente el apareamiento, y los
individuos temporalmente aislados pueden presentar autofecundacion que terminara con el
tiempo subdividiendo la poblacion en linajes aislados (Loveless y Hamrick, 1984). Por otro lado,
B. alicastrum presenta una polinizacién por viento, mecanismo que en los arboles tropicales
resulta ser poco comun (s6lo 1-2% de las especies tropicales presentan este mecanismo de
dispersion). En los bosques templados o en regiones abiertas a menudo aridas la polinizaciéon por
viento puede ser eficiente, pero en comunidades relativamente cerradas como los bosques
tropicales la polinizacién por animales es la mas comun (Levin y Kerster, 1971) y mas eficiente
que la polinizacion por viento, ya que las bajas densidades de las especies, la hiperdispersion de
los individuos y los estratos tan cerrados, principalmente en las selvas himedas, pueden evitar la
dispersion del polen a grandes distancias (Bawa, 1976; Loveless, 1992; Dick et al., 2008; Bizoux
et al., 2009). La dispersion de polen y semillas son los dos factores primarios que determinan los
patrones genéticos en las poblaciones de plantas (Bizoux et al., 2009) ya que los métodos
principales para el transporte de la informacion genética en las plantas son por estos dos medios
(Finkeldey y Hattemer, 2007). El intercambio de genes entre poblaciones homogeniza las
frecuencias de los alelos, impidiendo la adaptacion local y evitando la diferenciacion genética
(Barton y Hewitt 1985; Balloux y Lugon-Moulin, 2002).

En el estudio realizado por Aguilar-Aguilar (2016) con B. alicastrum en la region de

Chamela, Jalisco; se reporto que el movimiento de polen se daba principalmente en distancias
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menores a los 600 metros aunque también reporto movimientos de polen en distancias mayores a
1 km mientras que en zonas fragmentadas incluso hubo movimientos mayores a 2 km. Sin
embargo, en otras especies polinizadas por viento como la especie de arbol tropical Milicia
excelsa (Moraceae), han mostrado niveles muy bajos en los patrones de estructura genética
espacial, atribuyendo este patron al movimiento a larga distancia de genes a través del polen y la
dispersion de semillas (dispersion por murciélagos) (Bizoux et al., 2009). En este estudio la
dispersion de polen se estimo entre 1-7.1 km, reportandose distancias de dispersion mayores que
en otros estudios incluso para especies de arboles tropicales que son polinizadas por insectos
(100-500 metros) (Hardy et al., 2006; Born et al., 2008; Bizoux et al., 2009). Probablemente los
mecanismos de dispersion de esta especie sean eficientes por varias razones: 1) Milicia excelsa
se encuentra en habitats tropicales caducifolios secos y sabanas, 2) la época de floracion de esta
especie, que ademas de ser sincronica, se da al final de la temporada seca cuando los arboles han
perdido sus hojas, donde muy probablemente el viento pueda ser un buen vector de movimiento
de polen llevandolo a grandes distancias, pudiéndose evitar la diferenciacion genética de las
poblaciones.

Ahora bien, B. alicastrum presento una regionalizaciéon muy fuerte de sus poblaciones,
agrupandolas en tres grupos genéticos bien delimitados (Golfo, Peninsula y Pacifico) (Figura
11). El analisis del AMOVA mostro que la diferenciacion genética entre las poblaciones fue muy
alta y que las regiones definidas fueron significativamente diferentes entre si (Fer= 0.23)
(Cuadro 5B). En cuanto a los Fsr pareados calculados para las regiones, observamos que existe
una baja estructura genética entre las poblaciones del Golfo y las poblaciones de la Peninsula
(Fs7= 0.09), mientras que las de la Peninsula y las del Pacifico son genéticamente mas distintas
(Fs7= 0.34). Estos resultados se apoyan con los obtenidos por el programa MIGRATE donde el
flujo génico fue mayor entre las poblaciones Golfo-Peninsula teniendo valores de moderados a
grandes, mientras que el flujo génico entre poblaciones Pacifico-Golfo y Pacifico-Peninsula fue
bajo. El programa BARRIER identifico que una de las discontinuidades genéticas a la especie
corresponde a la zona del Altiplano Mexicano que separa la region del Golfo de la region del
Pacifico, sin embargo, otra discontinuidad se limita solo a aislar la poblacion de los Tuxtlas y
una tercera discontinuidad se encuentra entre Campeche y Tabasco donde no existen barreras

fisicas evidentes en estas areas (Figura 10).

44



Aunque la diferenciacion genética depende mucho de la biologia y de la historia de vida
de cada especie, en los estudios que contemplan una menor area geografica se puede esperar una
menor diferenciacion genética medida como Fsr que en estudios que abarcan un area geografica
muy grande (Pifiero et al., 2008) como en el caso de B. alicastrum. Ahora bien, recordemos
también que los limites septentrionales de la distribucion de B. alicastrum es en México. Los
patrones de variacion genética en algunas especies se encuentra ligada a la amplitud de su
distribucion geogréfica y las diferencias en las caracteristicas ambientales (Alia et al., 2003).
Con respecto a esto, se ha observado que hay una disminucién gradual en la abundancia desde el
centro hacia la periferia de la distribucion de la especie donde las poblaciones son menos
abundantes (Stott, 1981; Brown, 1984; Sagarin y Gaines, 2002) y las condiciones ambientales
son menos favorables en la periferia de la distribucion, por lo que las poblaciones serdn menos
abundantes, presentaran tamafios poblaciones pequefios y sufrirdn un fuerte aislamiento ya que
se limitaran a los parches de habitats adecuados (Brown, 1984). Si estas poblaciones sufren de
una reduccion del flujo génico con las poblaciones centrales, sufriran pérdida de la diversidad
genética y fijacion de alelos debido a la deriva genética y a la endogamia (Brown, 1984;
Ellstrand y Elam, 1993) y eventualmente el aislamiento espacial y la accion de la deriva genética
pueden contribuir a una muy alta diferenciacion genética entre las poblaciones (Stott 1981;
Brown 1984; Templeton et al., 1990). Sin embargo, otros argumentan que la diversidad genética
puede ser mayor en las poblaciones periféricas debido a las presiones ambientales inestables y
fluctuantes pudiendo favorecer la seleccion direccional y por consiguiente a ciertos genotipos
(Lesica y Allendorf, 1995).

En este sentido, en el estudio filogeografico realizado por Lander y Monro (2015) para B.
alicastrum en toda su distribucién, encontraron que la especie presenta una alta variabilidad
genética la cual se encontraba en mayor porcentaje segun el analisis de AMOVA dentro de las
poblaciones; pero las poblaciones que se encontraban en Panamd, Costa Rica y Colombia
presentaban la mas alta diversidad genética con respecto al resto de las poblaciones, ademas los
autores sugieren que las poblaciones periféricas de la distribucion del Ramén (México y Brasil)
deben ser de especial interés para la conservacion genética ya que presentaban haplotipos
genéticos Unicos.

Ahora bien, en escalas geograficas grandes, la estructura genética de muchas especies se

caracteriza por un patron de aislamiento por distancia (IBD) ya que en la mayoria de las
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especies, la dispersion es limitada (Wright, 1943; Meirmans, 2012). En este sentido, las
distribuciones geograficas de las especies son tipicamente mas amplias que la capacidad de
dispersion de un individuo, por lo que las poblaciones son a menudo genéticamente diferenciadas
a través del aislamiento por distancia (Wright, 1943; Collevatti et al., 2001; Balloux y Lugon-
Moulin, 2002). Debido a la limitada dispersion, los individuos geograficamente cercanos tienden
a ser genéticamente mas similares que los individuos que estan mas distantes (Balloux y Lugon-
Moulin, 2002; Meirmans, 2012) ya que el flujo génico es limitado y localizado o
geograficamente restringido generando una estructura genética, debido a que la deriva genética
actia localmente (Hardy y Vekemans, 1999; Collevatti, 2001) lo que tiene importantes
consecuencias sobre la distribucion de la variacion genética (Meirmans, 2012). En este sentido,
el mismo principio funciona también en escalas geograficas grandes donde suele existir una
relacion positiva entre la distancia genética y la distancia geografica entre las poblaciones
(Meirmans, 2012).

Las pruebas de Mantel realizadas para B. alicastrum fueron significativas tanto para la
prueba general de la especie en México (= 0.56, p= 0.00099) como en las pruebas realizadas
para cada region (Golfo, Peninsula, Pacifico) (Cuadro 7) encontrando un patrén de aislamiento
por distancia en la especie, ademas, los indices de fijacion también encontraron diferencias
genéticas entre poblaciones dentro de los grupos (Fsc= 0.23), ademads los resultados de flujo
génico mostraron que los valores mas grandes de flujo se dieron entre las poblaciones dentro de
las regiones y de estas principalmente entre las poblaciones que eran mas cercanas
geograficamente. Los resultados de estas pruebas nos sugieren que el flujo génico es limitado y
localizado, lo que origina que las poblaciones més cercanas sean genéticamente mas similares
porque el flujo génico es mayor que con aquellas poblaciones que se encuentran mas alejadas.

En otros estudios de especies de arboles tropicales que se han hecho en escalas
geograficas grandes, se ha observado que la estructura genética que presentan obedece a un
patron de aislamiento por distancia. En un estudio realizado en poblaciones de caoba (Swiefenia
macrophylla) que abarca 6 paises de Mesoamérica, resulto que aunque las poblaciones
mostraban una diferenciacion genética moderada (6= 0.109 y p= 0.177) presentaban un patron de
aislamiento por distancia (+’= 0.624; p= 0.005 para 0 y p= 0.000 para p) el cual explican que
puede deberse mas por la geografia de la regiébn que por la distancia per se, ya que las

poblaciones de caobas pueden formar grupos naturales basados en aislamientos geograficos, lo
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que sugiere que la biogeografia histérica en esta region probablemente ha jugado un papel
importante sobre la estructura de las poblaciones (Novick et al., 2003). Se encontré que la alta
diferenciacion genética de las poblaciones de Caryocar brasiliense en el Cerrado Brasil obedece
a un proceso de aislamiento por distancia (» = 0.518, p = 0.0396) el cual se ve aun mas marcado
por factores antropogénicos como la fragmentacion que han ocasionado que aumente el
aislamiento de las poblaciones (Collevatti et al., 2001). En este sentido, Cardoso et al (2000)
sugiere que las poblaciones de Euterpe edulis en la selva atlantica de Brasil pudieron pasar por
multiples generaciones aisladas como consecuencia de la fragmentacion del hébitat, ya que en
esta zona de Brasil se estima que existe una historia de manejo de la tierra de por lo menos 1500
afios realizada por los nativos de la region los cuales causaban la deforestacion y fragmentacion
del bosque que ademas asociado con las caracteristicas de historia de vida de la especie han
determinado los patrones de flujo génico y en consecuencia moldeado la estructura genética de
sus poblaciones.

Aunque una gran parte de la variacion y estructura genética de las especies se puede
explicar bajo las caracteristicas ecoldgicas y de historia de vida de las especies, los sucesos
historicos a los cuales han sido sometidas las poblaciones pueden explicar otra gran parte e
influir la estructura genética actual de las especies.

Los procesos geologicos historicos aunado a los ciclos glaciares del Pleistoceno, pueden
haber afectado los patrones pasados de la estructura genética de las especies, estructura que en la
actualidad puede persistir si ain no se ha alcanzado el equilibrio entre la migracion-deriva, ya
que este puede tomar muchas generaciones cuando el tamafio de las poblaciones son grandes
pero las tasas de migracion son bajas (Poelchau y Hamrick, 2012). Estudios en algunos arboles
tropicales en Centroamérica han encontrado patrones de estructura genética que pudieron haber
sido moldeados por las interacciones de barreras actuales-barreras historicas al flujo génico
(Novick et al., 2003; Dick y Heuertz, 2008; Poelchau y Hamrick, 2012). En este sentido, los
patrones de estructura genética derivados de datos genéticos nucleares pueden reflejar patrones
por barreras historicas, por lo que es importante considerar la influencia historica cuando se
evalan los efectos de las barrera actuales al flujo génico para explicar las causas de la
diferenciacion genética de las poblaciones (Poelchau y Hamrick, 2012).

Bajo este marco, en un estudio realizado para 3 especies que se co-distribuyen

ampliamente por Centroamérica (Bursera simaruba, Ficus insipida y Brosimum alicastrum)
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encontraron que el patron de estructura genética actual dado por un marcador nuclear (AFLP)
para Brosimum alicastrum (Poelchau y Hamrick, 2012) presentaba una similitud con la
estructura genética historica mostrada por el cpDNA (Poelchau y Hamrick, 2013). Las pruebas
para corroborar los efectos historicos sobre la estructura genética nuclear, resultaron ser
altamente significativas, sugiriendo que no hay un equilibrio entre migracion-deriva para esta
especie (Poelchau y Hamrick, 2012). Encontraron que la divergencia genética pleistocénica dada
por el patrén de cpDNA, coincide con las areas donde se da la diferenciacion genética nuclear,
que carece de barreras contemporaneas evidentes para el flujo génico.

Se calcula que la divergencia entre las poblaciones de Costa Rica y Nicaragua pudo haber
ocurrido hace tan solo 25,000 afios y que la divergencia entre las poblaciones de Nicaragua y El
Salvador pudo haber ocurrido hace solo 11,000 afios (Poelchau y Hamrick, 2013). Si los eventos
del Pleistoceno que potencialmente causaron la estructura genética de las poblaciones son
demasiado recientes para que las poblaciones alcancen un equilibrio entre la migracién-deriva y
si ademas se dan bajos niveles de flujo génico entre las regiones anteriormente divergentes,
entonces las asociaciones entre la distancia genética de cpDNA y AFLP podrian persistir por
generaciones y ser reflejadas en la actualidad (Poelchau y Hamrick, 2012). Ademas, se sugiere
que las agrupaciones que se dan en el analisis de PCoA y el de estructura (Figura 14, B y C)
corresponden a subespecies de B. alicastrum (Poelchau y Hamrick, 2012). Se ha documentado
que en las poblaciones mas al norte se presentan periodos de fructificacion distintos, ademas se
han encontrado variedades de la especie en Centroamérica y que incluso en la distribuciéon mas
meridional de la especie se reconoce la subespecie Brosimum alicastrum var. bolivarense (Croat,
1978), pudiendo existir barreras cripticas para el flujo de genes en esta especie (Poelchau y
Hamrick, 2012). Debido a esto, con los resultados en estos trabajos se sugiere que las
poblaciones para B. alicastrum en Centroamérica presentan patrones de estructura genética que
probablemente reflejan interacciones de procesos histéricos y contemporaneos ademas de
barreras reproductivas cripticas que pueden estar reflejando la estructura genética actual de la
especie al menos en esta zona.

Aunque nuestros datos no pueden respondernos si la estructura actual de B. alicastrum en
Meéxico es el reflejo de una estructura histérica, si podemos observar que las poblaciones en
nuestro pais también se comportan como las poblaciones de su distribucion en Centroamérica y

Sudamérica donde son altamente estructuradas y regionalizadas, en este sentido, se podria
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sugerir ampliamente realizar el estudio filogeografico para la especie en México, tratando de
explicar la historia de esta especie en nuestro pais y ver si los patrones son los mismos para toda

su distribucion.
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CONCLUSIONES

Brosimum alicastrum presentd valores de diversidad genética altos, misma que en su mayor
porcentaje se encontrd dentro de las poblaciones. El resultado que obtuvimos concuerda con el
patrén mostrado en otras especies de arboles tropicales y plantas lefosas, donde los altos niveles

de variacion genética se encuentran dentro de las poblaciones.

B. alicastrum presentd una estructura genética estadisticamente significativa, dividiendo a las
poblaciones en tres grupos genéticos bien diferenciados y geograficamente delimitados: Golfo,

Peninsula y el Pacifico.

La especie presenta valores de flujo génico que va de bajo (0.23) a alto (29.70) aunado a un

patron de asilamiento por distancia.
Las poblaciones que se encuentran en el Golfo y en la Peninsula presentan mayor flujo génico,

mientras que las poblaciones de la region del Pacifico mantienen un flujo génico mas restringido

con ambas regiones.
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APENDICE

Apéndice A

Valores de diversidad genética para los 15 pares de marcadores genéticos de microsatélites disefiados para
Brosimum alicastrum. En el cuadro se indica el locus con su rango en pares de bases, la temperatura de
alineamiento, niumero de alelos totales, la riqueza alélica (A), nimero promedio de alelos (N,), nimero de alelos
efectivos (N.), la heterocigosidad observada (H,), la heterocigosidad esperada (H.) y el indice de fijacion (F) asi

como la media y su error estdndar.

Rango T, Numero
Locus (o) ©C) de A N, N. H, H., F
Alelos

Bro5 109-125 60.1 11 4716  2.879 2.161 0.681 0.516  -0.343
Bro7 184-242 60.1 27 9.097 5242 3.278 0.662 0.661 -0.014
Bro9 114-210 60.1 9 4362  2.636 1.966 0.675 0472  -0.416
Brol0 112-148 53.8 18 4802 4212 2.622 0.738 0.591 -0.263
Broll 100-130 58.1 14 3222 4.909 3.244 0.728 0.666  -0.104
Brol2 126-162 595 19 8936 4.364 2.675 0.736 0.610  -0.223
Brol3 172-206 45.8 18 8.503  3.818 2.436 0.599 0.538 -0.135
Brol4 102-122 45.8 11 6.961 3.121 2.342 0.707 0.543 -0.329
Brol5s 100-130 595 16 8361 4818 3.197 0.639 0.635 -0.032
Brol6 194-230 60.1 18 6.844  4.394 2.823 0.686 0.590  -0.189
Brol7 184-206 60.1 16 6.474  3.727 2.636 0.521 0.545 0.047
Brol8 180-228 595 22 5.892 4485 2.765 0.605 0.605 -0.011
Bro20 172-206 48.4 18 7.359  3.848 2.586 0.530 0.560 0.035
Bro24 138-178 48.4 18 8.037 3.879 2.536 0.672 0.587  -0.163
Bro28 84-130 48.4 19 8.076  4.182 3.003 0.794 0.648 -0.263
Media 4.034 2.685 0.665 0.585 -0.158

EE 0.066 0.042 0.008 0.006 0.013
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Apéndice B

Valores pareados de FST para las 33 poblaciones de Brosimum alicastrum estimados con el programa ARLEQUIN. El nimero de la

poblacion corresponde al nombre de la poblacion como se muestra en el Cuadro 2.

Pop 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32
1 B

2 0.05 *

3 0.02 0.03 *

4 0.04 0.01 0.02 *

5 0.01 0.06 0.03 0.08 *

6 0.0 0.08 0.06 0.10 0.03 *

7 0.00 0.04 0.06 0.05 0.01 0.04 *

B 0.01 0.04 0.04 0.07 0.07 0.06 0.00 *

9 0.05 0.02 -0.01 0.03 0.02 0.10 0.02 0.05 *

10 0.50 041 0.43 0.42 0.46 0.52 0.50 0.51 0.40 *

11 0.06 0.08 0.07 0.07 0.01 0.15 0.06 0.14 0.03 0.45 *

12 0.04 0.09 013 0.15 0.07 0.10 0.02 -0.01 0.10 0.52 0.19 *

13 0.09 0.11 0.11 0.14 0.10 0.08 0.05 0.06 0.13 0.49 017 0.06 *

14 0.08 0.16 021 023 0.11 0.10 0.06 0.07 0.19 0.60 0.25 0.06 0.06 *

15 028 028 028 031 028 027 024 025 030 0.52 0.33 0.26 0.05 0.28 *

16 0.03 0.06 0.12 0.10 0.07 0.06 0.05 0.02 0.08 0.51 0.15 0.00 0.10 0.04 0.29 *

17 0.04 0.07 0.14 0.13 0.05 0.01 -0.00 0.02 0.11 0.57 0.19 0.05 0.05 0.01 0.25 0.04 *

18 0.02 0.06 0.06 0.09 0.04 0.03 0.00 0.01 0.06 0.49 0.11 0.02 -0.00 -0.00 0.18 0.02 0.00 *

19 0.15 0.15 025 022 0.18 0.19 0.10 0.07 0.18 0.55 027 0.08 0.09 0.05 0.28 0.03 0.03 0.01 *

20 0.19 024 030 029 020 0.19 0.18 013 025 0.60 035 0.09 0.13 0.10 0.30 0.07 0.06 0.09 0.08 *

21 0.11 0.06 0.18 0.11 0.16 0.15 0.09 0.07 0.12 0.49 0.18 0.09 0.12 0.16 031 0.01 0.05 0.04 0.04 0.13 *

22 0.01 0.04 0.00 0.02 0.00 0.06 0.02 0.08 0.00 048 0.00 0.16 0.13 021 032 0.09 0.13 0.06 0.24 0.30 0.14 *

23 0.20 022 0.19 013 0.15 023 017 027 0.16 043 013 030 024 036 036 0.29 0.24 021 0.62 0.39 0.25 0.13 *

24 0.09 0.10 0.06 0.06 0.04 0.10 0.01 0.12 0.06 0.51 0.09 017 0.12 0.18 0.29 0.15 0.12 0.07 022 0.29 017 0.03 0.11 *

25 0.16 017 0.16 0.18 0.12 017 0.13 0.18 0.12 053 0.15 029 023 031 036 020 021 0.18 0.32 035 0.25 0.13 0.26 0.12 *

26 0.56 0.54 0.61 0.58 051 0.58 0.58 0.62 0.56 055 055 0.64 051 0.65 052 0.60 0.61 0.55 0.66 0.65 0.54 0.62 0.56 0.60 0.60 *

27 0.59 0.56 0.63 0.59 0.54 0.59 0.59 0.63 0.58 057 0.60 0.64 052 0.66 052 0.61 0.60 0.57 0.66 0.63 0.56 0.64 0.57 0.61 0.62 0.08 *

28 055 0.46 057 053 0.50 0.56 055 0.58 0.50 043 055 0.62 044 0.64 044 0.56 058 0.50 0.64 0.63 0.52 0.59 0.55 0.57 0.58 021 0.19 *

29 055 0.46 0.59 055 048 0.56 055 0.59 051 045 0.56 0.62 045 0.64 047 057 056 051 0.65 0.63 0.54 0.61 0.55 0.57 0.60 0.25 0.18 0.03 *

30 055 046 0. 0.49 0.53 0.53 0.57 0.50 0.49 0.54 0.60 047 0.62 0.50 0.56 0.54 0.51 0.62 0.61 0.52 0.57 053 054 055 031 022 0.04 -0.00 *

31 052 043 053 0.49 045 052 0.50 0.56 0.46 048 048 059 045 0.60 048 053 054 047 0.60 0.60 0.48 0.53 048 0.50 0.50 0.28 027 0.06 0.12 0.09 *
32 051 0.40 052 0.49 044 0.50 0.49 0.53 0.46 047 0.50 057 043 0.59 047 0.51 051 047 0.60 0.59 047 0.55 0.51 0.51 0.52 0.28 022 0.01 0.02 0.01 0.06 *
33 0.61 052 0.63 0.60 0.54 0.62 0.60 0.64 057 0.52 0.60 0.67 0.52 0.60 0.53 0.63 0.62 0.57 0.69 0.68 0.59 0.65 0.58 0.62 0.65 029 020 0.06 0.00 0.02 0.17 0.09
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Apéndice C

Valores de intercambio genético estimados con el programa MIGRATE-n. Tasas de migracion pareadas entre 33 poblaciones de
Brosimum alicastrum distribuidas en México. Las poblaciones donantes y receptoras estan por debajo y arriba de la diagonal
respectivamente. Las tasas de migracion se dan como el valor del nimero efectivo de migrantes por generacion (Nm). El nimero de la
poblacion corresponde al nombre de la poblacion como se muestra en el Cuadro 2.

Pop. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33
1 - 5.97 5.76 10.50 157 16.96 5.90 1112 9.47 0.68 2.81 7.69 3.63 2.60 9.40 261 151 13.80 473 254 3.98 4.05 137 130 315 027 3.63 171 0.13 254 4.80 0 233
2 3.64 - 9.03 3.66 2.68 14.65 6.75 6.34 577 6.26 6.75 7.65 2.84 3.62 3.88 341 2.68 5.86 7.48 7.48 7.24 3.01 227 1.46 0.56 227 1.87 0 236 317 1.38 032
3 232 L71 - 246 376 5.85 8.46 6.50 1.59 0.86 7.15 0.65 318 441 4.04 0.65 4.26 6.94 2.16 1.95 318 5.96 1.55 4.62 318 6.36 1.87 1.66 1.80 4.84 339 2.02 238
4 317 523 181 317 345 12.46 17.16 11.72 LI8 15.63 2.83 447 2.88 6.06 5.04 1.64 3.96 10.70 3.90 521 821 328 6.85 2.60 034 4.70 0.56 0 0 0 0.39 034
s 1.08 LIS L1l 148 - 415 278 4.00 2.07 1.06 5.98 7.96 2.18 0.86 851 258 5.17 1.92 375 334 344 6.84 4.05 243 091 101 2.94 0.55 1.97 025 1.26 1.62 101
6 212 142 1.60 143 2.10 4.66 347 378 046 2.69 1.03 6.11 2.59 8.02 1.60 2.12 7.00 3.83 1.08 2.02 1.86 420 3.05 2.95 2.85 0.88 0.88 4.09 4.56 6.79 2.07 1.76
7 725 497 312 5.44 1.49 220 17.61 1932 1.62 7.34 6.95 11.36 6.02 1035 873 10.89 .11 14.91 7.34 7.57 10.81 3.01 448 5.95 2.93 1244 324 0 177 4.55 1.54 0.54
8 3.02 247 2.86 271 L10 143 481 - 4.68 0.74 8.56 7.02 345 7.12 14.46 5.5 547 542 7.61 6.96 537 1.59 0.90 4.46 0.69 1.32 9.78 0.90 276 3.56 1.06 377 0.05
9 420 3.58 238 343 1.39 125 6.51 331 0.56 6.99 494 7.34 1.97 5.01 4.58 1.76 4.58 7.06 2.40 8.40 4.66 1.20 10.16 091 L12 8.26 4.94 0.77 437 1.62 1.20 141
10 0.84 1.09 1.02 0.97 L13 0.74 0.80 132 L1l - L12 1.58 022 022 1.63 0.73 355 0.73 124 2.93 0.05 0.50 LI8 124 0.96 0.62 0.28 1.07 045 101 1.84 135 0
11 2.10 229 1.88 233 130 L18 251 1.65 2.52 0.68 4.96 2.95 234 7.38 422 5.57 3.89 033 422 8.32 9.19 228 7.11 3.02 2.88 275 2.61 0.80 2.68 0.06 4.56 1.07
12 1.87 248 142 137 0.94 0.99 213 31 1.80 Lot 1.54 - 0.99 24.99 19.16 5.74 1533 275 6.89 17.78 521 1.60 030 421 2.14 122 4.06 1.83 6.74 8.43 9.19 6.59 5.74
13 234 250 128 147 1.04 1.55 2.70 1.52 1.83 0.52 2.59 1.96 - 2022 14.60 1233 10.46 17.25 6.40 1257 16.08 9.60 124 9.91 6.24 171 0.54 577 171 4.2 5.5 5.07 5.5
14 143 1.62 1.08 L12 1.07 1.67 1.57 1.85 L13 073 1.65 2.08 2.96 19.41 25.14 23.05 735 14.69 6.65 19.96 3.94 5.57 10.67 9.59 13.92 355 16.47 224 441 471 7.96 12.68
15 1.54 1.28 151 1.06 0.89 1.53 1.85 1.74 145 073 2.12 1.46 2.82 235 9.87 20.16 24.04 1932 5.99 438 10.54 1.09 447 4.55 101 9.70 0.08 438 4.64 7.76 523 489
16 134 141 1.40 L1l Lot L1l 1.40 1.98 L13 0.68 1.87 1.66 2.17 4.65 171 16.14 1047 1228 1433 5.98 5.04 275 354 6.30 244 425 1.96 575 322 2.83 0.86 425
17 1.70 122 1.40 0.96 1.05 2.90 1.54 LIS 0.78 0.61 L12 131 177 220 2.64 L61 17.88 14.01 11.08 0.68 6.66 0.40 4.69 0.95 2.04 1.70 6.44 1.97 10.13 8.16 448 0.81
18 1.60 1.58 1.00 110 0.99 1.87 1.95 137 178 0.53 1.56 1.28 422 232 337 230 1.54 0.85 3.26 9.51 11.28 127 0.85 6.52 0.56 2.83 2.98 248 035 425 4.04 1.63
19 1.46 144 L19 1.68 0.97 091 1.95 1.79 1.26 0.55 1.55 172 2.09 313 141 3.96 101 148 8.26 18.09 7.03 9.90 6.55 6.76 1.02 11.88 1.36 027 3.68 1.36 1.36 211
20 121 121 Lot 1.28 L10 0.94 1.50 1.49 122 0.60 145 1.87 245 3.02 1.40 5.74 L1l 175 478 13.08 11.87 1.60 1.84 481 0.08 032 3.69 4.65 345 441 272 0.96
21 L1l 0.98 0.98 0.87 0.78 1.06 1.05 124 0.82 0.59 124 0.88 1.07 1.86 122 3.26 127 1.28 L61 2.08 6.15 LI8 5.87 10.45 429 5.65 5.59 4.40 1.63 10.45 10.79 2.09
22 177 1.56 144 1.63 073 091 220 119 1.70 0.61 258 0.98 255 130 234 123 1.20 1.64 124 133 0.85 028 747 4.70 1.63 071 256 021 2.70 142 277 0.78
23 L10 Lot 0.66 1.02 144 1.67 0.94 071 0.86 0.65 101 0.57 1.02 1.07 0.58 0.66 0.78 0.89 075 0.73 0.80 0.87 - 2.97 14.02 033 4.26 117 2.97 0.05 442 0.78 0.50
24 138 135 1.04 1.39 1.05 L1l 1.40 1.07 142 0.53 229 0.97 2.03 2.65 221 1.60 1.29 122 1.95 178 L18 246 1.26 13.12 3.80 8.87 0.63 135 0.36 045 135 2.08
25 L1l 87 83 0.83 89 1.92 0.86 0.64 0.87 043 1.20 0.50 1.40 1.97 0.87 119 0.90 1.28 1.03 121 116 1.20 250 2.06 213 5.05 3.10 LIS 3.01 2.04 044 035
26 0.54 0.40 0.85 031 032 0.54 045 043 047 034 0.42 031 0.49 0.62 037 0.57 0.55 0.40 033 0.53 0.52 0.53 047 043 0.60 13.19 13.76 7.67 8.42 12.82 18.81 5.80
27 0.58 045 0.97 0.44 0.50 0.60 0.50 0.59 0.55 047 0.57 042 0.44 0.63 0.40 0.65 0.44 032 047 0.67 0.61 045 0.56 0.56 0.54 4.16 1026 577 6.95 2096 24.81 8.34
28 039 039 0.60 032 034 0.28 033 032 033 046 0.29 035 0.34 041 0.28 0.49 033 027 0.28 043 0.39 034 041 032 0.36 131 133 14.14 29.70 2247 23.73 18.86
29 0.53 0.40 0.56 032 043 032 035 045 045 051 041 0.58 037 0.54 041 0.50 051 030 033 041 047 033 0.56 035 032 1.05 1.00 413 11.86 22,05 11.86 18.70
30 0.63 045 0.72 0.44 046 030 042 0.42 0.52 0.52 047 047 0.40 043 038 0.59 047 032 041 0.53 0.58 043 0.57 0.49 037 110 148 421 436 16.92 16.82 19.46
31 0.78 051 071 0.39 071 0.56 051 0.55 0.65 0.66 0.61 048 0.62 0.99 0.56 0.90 0.49 0.60 0.53 0.69 0.75 051 0.63 0.57 0.86 145 125 1.82 1.66 1.69 1032 1032
32 0.60 038 0.69 034 0.63 041 042 0.53 0.46 0.82 0.50 0.64 033 0.60 0.52 0.54 0.55 034 036 041 0.62 038 045 037 035 1.03 L12 4.04 4.84 379 335 2143
33 041 035 0.54 025 036 032 0.28 043 031 046 038 0.53 0.29 0.52 034 0.53 0.50 023 0.26 038 0.49 0.24 035 0.24 0.26 1.36 1.65 3.58 4.96 413 1.59 3.61

66




	Portada

	Índice

	Resumen

	Introducción

	Descripción de la Especie

	Objetivo General

	Antecedentes

	Metodología

	Resultados

	Discusión

	Conclusiones
 
	Bibliografía

	Apéndice


