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l. RESUMEN

La distribucion de la variacion genética en poblaciones naturales estd fuertemente influenciada por
fuerzas microevolutivas como el flujo génico y la seleccién natural, asi como por la historia demografica,
biogeogréfica y filogenética de las poblaciones y de las especies. La filogeografia permite el estudio de
la distribucion geografica de linajes de genes dentro de una misma especie, asi como el grado de
estructuracion que éstos tienen para poder entender cuales han sido los procesos que han determinado
dicha distribucién geografica, y asi poder probar diferentes modelos de diversificacion genética y
morfolégica entre poblaciones. En este trabajo, se estudio una especie de amplia distribucion en
México, el sauce Salix bomplandiana. Se determinaron los patrones de variacion morfolégica foliar,
niveles de herbivoria y de asimetria fluctuante foliar asociados a la distribucion geografica de la especie.
Asi como la estructura filogeografica de la especie mediante microsatélites del ADN de cloroplasto. Se
encontraron patrones latitudinales significativos para las caracteristicas foliares evaluadas, asi como
una correlacion positiva entre los niveles de herbivoria y de asimetria fluctuante. Los microsatélites de
cloroplasto indicaron que la estructura genética, diversidad, y riqueza de haplotipos fueron mayores en
las poblaciones del altiplano Mexicano y parte de la Sierra Madre Oriental. Este estudio muestra la
interaccion entre diferentes procesos evolutivos y ecoldgicos en la estructuracion de la variacion

morfoldgica foliar y filogeografica de la especie.

Palabras clave: Variacion genética, filogeografia, Salix bonplandiana, herbivoria, asimetria fluctuante.



IIl.  ABSTRACT

The distribution of genetic variation in natural populations is strongly influenced by microevolutionary
forces such as gene flow and natural selection, as well as by the demographic and phylogenetic history
of populations and species. Phylogeography allows us to study the geographical distribution of gene
lineages within a species and their degree of structure. to sort out which processes have determined the
patterns of genetic and morphological diversification of populations. In this work, the widespread
Mexican willow Salix bonplandiana was studied. Patterns of foliar morphological variation, herbivory
levels and foliar fluctuating asymmetry associated to the geographical distribution of the species, as well
as the phylogeographic structure of the species through chloroplast DNA microsatellite markers.
Significant latitudinal patterns were identified for the foliar characteristics evaluated, as well as a positive
correlation between herbivory and fluctuating asymmetry levels. Microsatellites revealed that genetic
structure, diversity and richness of haplotypes were higher in populations from the Mexican Plateau and
the Sierra Madre Oriental. This study shows the interaction between different evolutionary and ecological

processes in the structuring of foliar morphological and phylogeographic structure of the species.



lll. INTRODUCCION GENERAL

Los bosque de galeria son ricos en biodiversidad y altos en productividad, fungen como zonas
de desove, anidacion para aves, zonas de desarrollo y reclutamiento de invertebrados y peces (Buenfil,
2009). La vegetacion riparia se caracteriza por agrupaciones arbdreas que se encuentran focalizadas a
lo largo de corrientes de agua o que se encuentran en los bordes de un cuerpo de agua (Villarauz,
2009). Este tipo de ecosistemas tiene funciones ecoldgicas sustanciales como favorecer la infiltracion
del agua pluvial para asi disminuir la caida de sustratos a los cuerpos de agua, asi como ser el habitat y

aporte de energia de numerosos organismos (RAMSAR, 2012).

El género Salix (Salicaceae) tiene una distribucion mundial, especialmente en regiones frias o
templadas del hemisferio norte y es caracteristico de ambientes riparios. A nivel mundial se reportan
para el género Salix 275-300 especies, de las cuales en México se encuentran representadas 30
especies. Aunque Chen et al. (2008), mencionan que el género esta conformado por mas de 500
especies, es importante sefialar que estos autores consideran a muchos de los hibridos como especies
independientes. Dentro del género se encuentra representada la especie Salix bonplandiana, una
especie de amplia distribucién y de importancia biolégica en las zonas templados de México
(Rodriguez, 2002). Salix bonplandiana es un arbol de 15 m de altura; tronco con un diametro de 40 a 80
cm, corteza de color café-grisdceo, gruesa y con fisuras irregulares, ramas ascendentes, ramillas
glabras, yemas ovaladas y glabras, estipulas caducas, peciolo de 0.5 a 1.5 cm de largo, café rojizo,
laminas foliares linear-lanceoladas de 6 a 15 ¢cm de largo por 1 a 2 cm de ancho, apice agudo, margen
aserrado, base cuneada; amentos cilindricos, de 3 a 8 cm de largo, los masculinos generalmente méas
largos qué los femeninos; flores masculinas con la bractea redondeada, obtusa, concava y menbranosa,

estambres con los filamentos pilosos y sus anteras subglobosas; flores con el ovario estipitado,
3



oblongo, glabro, con el estilo corto y su estigma bifido; semillas numerosas, diminutas, oblongas
(Rzedowski, 2001). Son organismos dioicos, su época de floracion ocurre en los meses de febrero-
agosto y octubre-diciembre (Rohwer & Kubitzki, 1984). Es una especie susceptible a la sequia, la
contaminacion ambiental y a suelos fuertemente alcalinos. Se puede usar como forraje y por su talla es
una especie que puede ser de uso maderable. Su corteza contiene taninos y un alcaloide llamado
“salicina” que se emplea en medicina casera para combatir las fiebres y el reumatismo (Niembro, 1986).
Salix bonplandiana se considera tanto perennifolio como caducifolio (Rodriguez —Garcia 2002). El ciclo
de vida de S. bonplandiana se completa aproximadamente en 30 afios. Esta especie ayuda a la
conservacion del suelo y evita la erosion, ademés de formar una barrera natural en contra de los
vientos. Los suelos acidos y humedos de tipo regosol eutrico, litosol, somero pedregoso favorecen su
crecimiento (CONABIO, 2011; Rodriguez, 2003). Son arboles demandantes de luz e intolerantes a la
sombra y a los suelos secos (CONABIO, 2011). Segun Gonzélez (2002), Salix bonplandiana aporta
materia organica al sistema y sirve de refugio de especies como aves, mamiferos y reptiles, se
encuentra en vegetacion riparia asociada con diferente vegetacion. Se tienen registros de la especie en
los estados de Baja California Sur, Baja California, Chiapas, Chihuahua, Coahuila, Colima, Distrito
Federal, Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, México, Michoacan, Morelos, Nayarit,
Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tlaxcala, Veracruz y Zacatecas (Figura
1), asi como en el sur de Estados Unidos de América y el norte de Guatemala, con un intervalo de

altitud que de los 8 a los 2700 msnm (CONABIO, 2011).
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Figura 1. Mapa de la ubicacién geogréfica de las localidades con registros de la presencia de Salix

bonplandiana en México.



IV. ANTECEDENTES

41 VARIACION GENETICA

La cuantificacion de la variacion genética dentro y entre especies es esencial para explicar la
distribucion de la diversidad bioldgica (Schaal et al., 1998). La distribucion de esta variacion genética
esta frecuentemente regulada por factores ecoldgicos, procesos de seleccion o por los patrones de
intercambio genético entre las poblaciones (Avise, 1998; Bermingham & Moritz, 1998). Todas las
poblaciones de una especie intercambian genes, nucleares o genomas uniparentales como la
mitocondria o el cloroplasto, debido al flujo de gametos, semillas, individuos juveniles o adultos (en
animales y en el caso de algunas plantas), asi como por eventos de extincion y recolonizacion de

poblaciones enteras (Slatkin, 1985).

4.2 FILOGEOGRAFIA Y MODELADO DE NICHO

Los estudios filogeograficos permiten esclarecer las relaciones genealdgicas entre los linajes
genéticos, asi como para entender su distribucion geogréfica (Avise, 2000). Este tipo de analisis
permite indagar sobre aspectos de la demografia y biogeografia historica de una gran variedad de
organismos (Avise et al., 1987; Avise, 2000; Knowles & Maddison, 2002). Ademas, potencialmente es
posible determinar procesos como cuellos de botella o expansiones del area geografica de
distribucion de las poblaciones (Schaal et al., 1998), asi como también procesos de intercambio
citoplasmatico por hibridacion entre especies (Dumolin-Lapegue et al., 1997; Le Corre & Kremer,
1998; Belahbib et al., 2001). Incluso, se han detectado los efectos de las fluctuaciones climaticas
ocurridas en el Pleistoceno en la distribucion de la diversidad y estructura genética de los bosques
templados de Europa y Norteamérica (Petit et al, 2002; Magni et al., 2005). Los patrones de

diversidad genética y distribucion geogréfica de los linajes intraespecificos permiten identificar
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poblaciones y areas de alto valor biolégico, aportando importantes criterios para la elaboracion de
estrategias de conservacion a nivel regional.

La implementacion de los modelos de nicho ecoldgico como una herramienta para predecir
las distribuciones presentes y pasadas de las especies, han provisto un punto de vista
complementario para comparar con los datos filogeogréficos y las hipbtesis biogeograficas
tradicionales (Hugall et al., 2002; Waltari et al., 2007). Los modelos de nicho ecolégico incorporan
modelos que reconstruyen la distribucion potencial de las especies basados en las coordenadas
geogréficas de las localidades, y que son extrapoladas a areas que representen las condiciones
ecoldgicas mas adecuadas para las especies (Guisan & Thuiller, 2005; Richards et al., 2007). Estos
modelos toman en cuenta variables como la temperatura, precipitacion, elevacion y otras variables
que podrian potencialmente influenciar la distribucion de las especies (Phillips et al., 2006). El
modelado de nicho ecoldgico ha sido aplicado a los campos de la ecologia, biogeografia, genética del
paisaje, biologia de la conservacion, entre otros (Guisan & Thuiller, 2005; Peterson et al., 2007).

El cambio climatico se considera como el incremento de temperatura en el planeta, vinculado
con el aumento en la concentracién de gases de efecto invernadero en la atmésfera, producto de
actividades humanas relacionadas con la quema de combustibles fosiles (petroleo, carbon) y el cambio
de uso de suelo. Este aumento de temperatura tiene consecuencias en la intensidad de los fendomenos
del clima en todo el mundo (FAO, 2013). El cambio climatico global y sus posibles efectos en la
distribucion y abundancia de la biodiversidad se encuentra entre los retos méas importantes de la
biologia de la conservacion (Lira et., al 2008). Por otra parte, el efecto del cambio climatico sobre la
biota dependera en gran medida de la respuesta de las poblaciones de arboles (Ozanne et al., 2003;
Petit et al., 2004; 2005). Por lo tanto, la conservacion de los recursos genéticos de los bosques es

esencial para la persistencia a largo plazo de los ecosistemas terrestres (Pautasso, 2009). Los modelos
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de cambio climatico generan escenarios de dimension global, aunque mucho de sus impactos se
presenten a escala regional en combinacion de mesoescala, ademas de presentar solo dos variables
como la temperatura del aire y la precipitacion pluvial que aunque muy importantes, estas se
encuentran en sinergia con otros factores (Barradas et al., 2011).

Los modelos de distribucion, consideran las condiciones climaticas actuales y los modelos
climaticos del pasado y del futuro, estos modelos permiten estimar la distribuciéon potencial, para el
tiempo en el que el clima ha sido modelado (Lawley et al., 2006). La prediccién de la distribucién de las
especies con base a variables ambientales se fundamenta con la teoria de nicho formalizada por
Hutchinson (1957), y las predicciones que se hacen sobre la distribucion de las especies bajo estos
escenarios son llamados modelos de nicho ecolégico (Lawley et al., 2006). Estos modelos permiten
formular hipotesis sobre la distribucion geografica de las especies, lo que es de enorme utilidad para

abordar diferentes preguntas bioldgicas (Guisan y Thuiller, 2005).

4.3 MORFOMETRIA

Las poblaciones de una especie de amplia distribucién geografica, como es el caso de Salix
bonplandiana, estan expuestas a grandes niveles de variaciones ambientales. En esta diversidad
ambiental la interaccion con el genotipo puede resultar en una gran amplitud de fenotipos por la
respuesta diferencial de los rasgos a la variacién ambiental y podrian presentar un valor adaptativo
mayor que otras. Por lo tanto, la variabilidad del fenotipo en una especie esta estrechamente ligada
con la variacion del medio ambiente a la cual debe adaptarse para sobrevivir (Smith, 2007).

La capacidad que tienen los genotipos para expresarse en forma distinta en ambientes
diferentes es una medida de la plasticidad fenotipica. La plasticidad puede manifestarse morfoldgica y

fisioldgicamente. Aun cuando los cambios que se producen en las plantas, derivados de cambios



medioambientales, son fisioldgicos en su origen, se habla de plasticidad morfolégica cuando los
cambios fisiologicos tienen efectos finales predominantemente morfoldgicos, estos efectos tienden a
ser permanentes para el 6rgano de la planta implicado (Bradshaw, 1965). Por lo tanto, la plasticidad
fenotipica es la capacidad de un organismo de expresar diferentes fenotipos dependiendo de los
factores bidticos y abidticos del ambiente. La variacion fenotipica que se encuentra entre los
individuos de una misma especie esta generalmente correlacionada con la variacion asociada a los
factores del medio ambiente dentro de su area de distribucion natural. El fenotipo o conjunto de
caracteristicas que se observan como la apariencia de un individuo de una especie, es el reflejo de la
interaccion de los componentes genéticos de la planta junto con los factores ambientales (Agrawal,
2001). Puesto que el ambiente es diferente en cada lugar, la probabilidad de que cada genotipo
enfrentado al ambiente produzca un fenotipo diferente a cualquier otro es muy alta (Smith, 1992).

Los métodos morfométricos son aplicados para explorar variaciones fenotipicas. Las diferencias
morfométricas estables se pueden relacionar con componentes geograficos y/o ambientales para
identificar la accién de procesos evolutivos tales como la seleccién natural y/o la deriva genética. Por
ejemplo, los caracteres morfoldgicos, fisiologicos y bioquimicos de las hojas estan en sintonia con las
caracteristicas ambientales y los cambios en dichos caracteres son la primera linea de respuesta a los
cambios en el ambiente. Asi, los caracteres foliares pueden ser indicadores de los cambios funcionales
(Alvarez-Buylla & Martinez-Ramos, 1992; Brzeziccki & Kienast, 1994; Swaine & Whitmore, 1988). De
manera general, se asume que los caracteres morfométricos en las hojas varian como respuesta a los
cambios ambientales (Bazzaz, 1996). Asimismo, existe una variacion en la morfologia interna y externa
de la hoja (grosor del mesdfilo, volumen de espacios de aire, tamafio y forma de la hoja etc.) que puede
diferir entre las hojas, de acuerdo con su grado de exposicion a la luz (Gausman, 1984). La morfometria

geométrica es una herramienta matematica con fundamentos bioldgicos, que ha demostrado ser muy

9



efectiva para descomponer la variacidn resultante de la fisiologia de los individuos de aquella méas
estable, propia de la poblacién y producto probablemente del componente genético (Jaramillo &

Dujardin, 2002).

4.4 HERBIVORIA

La herbivoria representa un agente selectivo en la evolucién del tamafio y forma de las hojas,
donde diferentes caracteristicas fisicas de las hojas pueden ser adaptaciones ante herbivoros (Brown &
Lawton, 2001). La herbivoria se puede definir como el proceso por el cual son consumidos los tejidos
vegetales por animales (Harper, 1977; Crawley, 1983; Coley, 1986), y es una de las interacciones mas
frecuentes entre plantas y animales (Weis & Berenbaum, 1989). La herbivoria puede modificar la tasa
de germinacién, crecimiento y mortalidad de las plantas y por lo tanto afecta negativamente su
sobrevivencia, habilidad competitiva y éxito reproductivo (Farnsworth & Ellison, 1997; Smith, 1992;

Harper, 1969; Crawley, 1983; Coley, 1986).

4.5 ASIMETRIA FLUCTUANTE (AF)

Una herramienta muy importante para evaluar el estrés ambiental sobre los organismos es la
cuantificacion de la asimetria fluctuante (AF). La asimetria fluctuante es la varianza en las diferencias
entre el lado izquierdo y derecho en organismos simétricamente bilaterales y nos proporciona una
medida de la capacidad de un individuo para amortiguar el estrés interno (genético) y el externo

(ambiental) durante su ontogenia (Van Valen, 1962; Palmer, 1986).

4.6 ASIMETRIA FLUCTUANTE Y NIVELES DE HERBIVORIA

Se ha reportado una relacién positiva entre la asimetria fluctuante y los niveles de herbivoria,

por lo que la asimetria fluctuante sirve potencialmente como un indicador de susceptibilidad al dafio

10



hecho por herbivoros (Cornelissen & Stiling, 2005; Diaz et al., 2004). Sin embargo, no esta clara la
relacion entre la herbivoria y la asimetria fluctuante, ya que en algunos casos la asimetria fluctuante no
esta relacionada positivamente con los niveles de herbivoria (Cuevas-Reyes et al., 2011). Por otro lado,
se sabe que otros numerosos factores ambientales pueden aumentar la AF como la temperatura, la
incidencia de luz y la disponibilidad de nutrientes, asi como factores genéticos como las mutaciones, la
hibridacion y la endogamia (Hodar, 2002; Wilset et al., 1998). Por lo tanto, los patrones de herbivoria,
asimetria fluctuante y morfologia pueden ser afectados por la estructura geografica y genealdgica a lo
largo del area de distribucion de una especie. De tal modo que puede haber variacion en los niveles de
herbivoria a lo largo de la distribucion espacial de una especie debido a factores genéticos y
ambientales (Coley & Barone, 1996). De tal manera, en este proyecto se propone contribuir al
conocimiento de los patrones de variacion genética y su relacion con los patrones de herbivoria,
asimetria fluctuante y morfometria de una especie de amplia distribucion, abundante y con importancia
ecoldgica y econdmica como es Salix bonplandiana, asi como determinar las posibles predicciones de

distribucion de la especie bajo diferentes escenarios climaticos.
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar los patrones de variacion genética de Salix bonplandiana, asi como las diferencias
morfolégicas, los patrones de herbivoria y de asimetria fluctuante a lo largo de su distribucion

geografica en México.

5.2 Objetivos particulares
1. Evaluar la relacion entre los niveles de herbivoria y asimetria fluctuante foliar en poblaciones de S.

bonplandiana a lo largo de su distribucion en México.

2. Determinar los patrones de morfologia foliar de S. bonplandiana a lo largo de su distribucion

geografica en México.

3. Determinar la estructura genética de S. bonplandiana en México, mediante microsatélites del ADN de

cloroplasto.

4. Elaborar modelos de nicho ecoldgico y mapas de la distribucion potencial contemporanea e historica
de las poblaciones de S. bonplandiana, para generar hipotesis sobre los patrones de variacion genética

esperados y contrastar las hipotesis con los patrones observados.
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VL.  HIPOTESIS

1. Los patrones de herbivoria, asimetria fluctuante y morfometria seran diferenciales a lo largo de la
distribucion geografica de S. bonplandiana. Se espera una relacion positiva entre los niveles de
asimetria fluctuante con los niveles de herbivoria.

2. Se esperan niveles moderados o intermedios de diferenciacion genética (Gst > 0.5) entre las
poblaciones de S. bonplandiana, debido a que sus semillas son sumamente pequefias y dispersadas
por viento a distancias potencialmente grandes.

3. Los niveles de variacion genética de S. bonplandiana, seran altos, debido a sus altos tamafios
poblacionales y amplia distribucidn historica en México.

4. La distribucién geografica de S. bonplandiana, se reducira bajo escenarios de cambio climatico y sera

posible determinar las poblaciones y haplotipos mas vulnerables a la pérdida.
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CAPITULO

Vil. Patrones geograficos de herbivoria y asimetria fluctuante

foliar en Salix bonplandiana.

71 INTRODUCCION

Los insectos folivoros se consideran los consumidores de follaje més importantes (Bigger & Marvier,
1998), ya que se estima que remueven cerca del 18% de la biomasa terrestre (Jaramillo et al. 2003). La
herbivoria es una de las interacciones mas complejas que suceden en la naturaleza debido a la gran
cantidad de factores involucrados (Crawley, 1983; McNaughton, 1983; Maron & Crone, 2006), como
puede ser la conducta del herbivoro (Arnold, 1987); la duracidn, frecuencia e intensidad del dafio
(McNaughton, 1992; Juenger & Bergelson, 2000; Garcia & Ehrlen, 2002); la variacion temporal y
espacial en las condiciones ambientales (Bergelson, 1990; Barradas, 1991; Silvertown et al., 1994); la
densidad y fenologia de las poblaciones de plantas (Crawley, 1983); el estado fisiolégico del individuo
atacado (Lowman & Heatwole, 1992), etc. La herbivoria afecta la supervivencia de las plantas en estado
reproductivo y disminuye su fecundidad, generando un declive en el crecimiento poblacional (Knight,
2004). Por ofra parte, la herbivoria se considera como una fuerza selectiva importante para la
determinacion y mantenimiento de una gran variedad de defensas, tanto quimicas como fisicas (Painter,
1958; Janzen, 1985; Coley & Barone, 1996; Marquis, 1992; Ohgushi, 2005). Los herbivoros pueden

ejercer una presion diferencial sobre las plantas de una poblacién y eliminar a los morfos menos
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resistentes o pueden mantener un polimorfismo en la poblacién, lo cual tiene un efecto sobre la
evolucién de la especie (Dirzo & Harper, 1982), las especies han evolucionado la generacién de

defensas y contradefensas que reducen los efectos negativos de la herbivoria (Janzen, 1980).

711 Factores asociados a la asimetria fluctuante.

La asimetria en los organismos puede ser un reflejo de inestabilidad durante su desarrollo, asociada a
perturbaciones ambientales, factores bi6ticos como la herbivoria y aspectos genéticos en las
poblaciones (Moller & Swaddle, 1997; Kight & Swaddle, 2011). La desviacidén de una perfecta simetria
bilateral se clasifica en tres tipos: asimetria direccional, antisimetria y asimetria fluctuante. Las tres
tienen un origen distinto y se identifican por la distribucién de las frecuencias de los individuos con el
lado mas desarrollado dentro de las muestras poblacionales (Van Valen, 1962; Allenbach, 2011). La
asimetria direccional (AD) se puede detectar porque en general los individuos de una poblacién tienen
una caracteristica en alguno de sus lados, pero en el otro lado se encuentra ausente o menos
desarrollado, por lo que debe existir un elemento genético que le confiera esta caracteristica y por ser
heredable (Van Valen, 1962; Moller & Swaddle, 1997; Allenbach, 2011). La antisimetria (AS) se puede
detectar cuando un lado de un carécter bilateral es mas grande que el otro pero no existe una tendencia
predeterminada en la poblacion de cuél de los dos lados es el mas desarrollado (Moller & Swaddle) los
cambios en la asimetria pueden deberse a una cruza entre dos individuos con diferente asimetria, o
bien, ocurren cambios fisiolégicos pero que no fueron provocados por inestabilidad durante el desarrollo

(Palmer & Strbeck, 1986).

Este tipo de asimetria se refiere a las desviaciones aleatorias, a veces sutiles, de una simetria
bilateral perfecta, es decir que los rasgos bilaterales que normalmente son simétricos dentro de una

poblacién van a ser asimétricos de una forma azarosa en el tamafio y la cantidad entre individuos
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(Palmer & Strobeck, 1997; Aimeida et al., 2008; Allenbach, 2011). Debido a que estos rasgos parten de
un mismo genoma se esperaria que asumieran la condicion simétrica perfecta pero cuando los
organismos presentan caracteres que se desvian de ella, son indicativos de trastornos que ocurrieron
durante el desarrollo, como respuesta al estrés provocado por alguna variaciéon genética o ambiental
(Ditchkoff & DeFreese, 2010). El lado izquierdo y derecho de un organismo son vistos como replicas
independientes de un mismo desarrollo. Estos lados deberian compartir un mismo fenotipo, es decir
ninguno de los dos lados debe ser mas grande debido a que comparten el fenotipo otorgado por un
mismo genotipo (Benitez & Parra, 2011). La asimetria fluctuante es una forma practica de medir la
inestabilidad durante el desarrollo y relacionarla con los factores estresantes del ambiente de individuos
y poblaciones (Almeida et al., 2008). Asi pues, los factores que provocan estrés en los organismos
durante su desarrollo pueden ser clasificados de origen enddgeno y de origen exdgeno. Los enddgenos
son de origen genético, como la hibridacion, endogamia y pérdida de la variabilidad genética. Los
factores exdgenos, son aquellos que se encuentran en el ambiente y pueden ser de naturaleza abidtica,

como compuestos quimicos tdxicos y los biéticos como la herbivoria.

7.1.2  Asimetria fluctuante y herbivoria

Se ha reportado una relaciéon positiva entre la asimetria fluctuante y la herbivoria siendo que la
asimetria fluctuante sirve como un indicador de susceptibilidad al dafio hecho por herbivoros
(Cornelissen & Stiling, 2005; Diaz et al., 2004). Sin embargo, algunos autores plantean que los
herbivoros actian como estresores de la planta y provocan la asimetria de la hoja (Cornelissen et al.,
2003), mientras que otros autores afirman que la asimetria de la hoja es usada por los herbivoros como
indicador para saber la calidad de la planta (Moller, 1995; Zvereva et al., 1997). Sin embargo, no esta

clara la relacion entre la herbivoria y la asimetria fluctuante, ya que en algunos casos la asimetria
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fluctuante esta relacionado positivamente con los niveles de herbivoria pero en otros no (Banuelos et

al., 2004; Cuevas-Reyes et al., 2011).

7.1.3 Agentes de dafio para Salix bonplandiana

Los insectos son sin duda uno de los principales agentes que causan dafio a Salix bonplandiana los
cuales se pueden clasificar como chupadores, perforadores de madera y formadores de agallas
(Quintero & Villa, 1991). También en esta especie inciden hongos que provocan la pudricidn de la
madera y raices, lo cual probablemente causa el secado de la punta del arbol (Quintero & Villa, 1991).
Estrada et al. (2011) mencionan que el muérdago Cladocolea loniceroides, el gusano de bolsa
Malacosoma incurvum, cuyas larvas provocan defoliacion ya que estas se alimentan del parénquima de
las hojas y los acaros Aculus tetanothrix son los principales agentes que dafian a Salix bonplandiana.
En este capitulo se intenta establecer los patrones de herbivoria, de asimetria fluctuante y su relacion
entre éstos asociadas a la variacion ambiental de cada poblacion estudiada de Salix bonplandiana a lo

largo de su distribucién en México.

7.2 MATERIALES Y METODOS

7.21 Descripcion del sistema de estudio.

Salix bonplandiana es un arbol de 15 m de altura; tronco con un didmetro de 40 a 80 cm, corteza de
color café-grisaceo, gruesa y con fisuras irregulares, ramas ascendentes, ramillas glabras yemas
ovaladas y glabras, estipulas caducas, peciolo de 0.5 a 1.5 cm de largo, café rojizo, ldminas foliares
linear-lanceoladas de 6 a 15 ¢cm de largo por 1 a 2 cm de ancho, apice agudo, margen finalmente
aserrado, base cuneada; amentos cilindricos, de 3 a 8 cm de largo, los masculinos generalmente mas
largos qué los femeninos; flores masculinas con la bractea redondeada, obtusa, céncava y

membranosa, estambres con los filamentos pilosos y sus anteras subglobosas; flores con el ovario
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estipitado, oblongo, glabro, con el estilo corto y su estigma bifido; semillas numerosas, diminutas,

oblongas (Rzedowski, 2005).

Salix bonplandiana se encuentra en vegetacion riparia asociado con diferente vegetacion. Son
organismos dioicos, su época de floracion ocurre en los meses de febrero-agosto y octubre-diciembre
(Rodriguez —Garcia, 2002). Es una especie susceptible a la sequia, la contaminacion ambiental y a
suelos fuertemente alcalinos. Se puede usar como forraje y por su talla es una especie que puede ser

de uso maderable.

7.2.2 Eleccion de los sitios de colecta.

Se realiz6 una revisién en el herbario nacional (MEXU) con lo cual se recabd informacion de la
distribucion y las caracteristicas taxonoémicas para la correcta identificacion de S. bonplandiana en el
campo. Se encontraron registros de la especie en los estados de Baja California Sur, Baja California,
Chiapas, Chihuahua, Coahuila, Colima, Distrito Federal, Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo,
Jalisco, México, Michoacan, Morelos, Nayarit, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Sinaloa,
Sonora, Tlaxcala, Veracruz y Zacatecas, asi como en el sur de Estados Unidos de América y el norte de
Guatemala, con un intervalo de altitud de los 8 a los 2700 msnm. Con base en esta informacion se
realiz6 un mapa de las localidades en territorio Mexicano con presencia de la especie, mediante el

programa ArcView ver. 3.0 (Figura 2).
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Figura 2. Mapa de la ubicacién geogréfica de las localidades con registros de la presencia de Salix

bonplandiana en México.

A partir del mapa elaborado y de la lista de localidades se eligieron 22 poblaciones que

representaran la distribucion geogréafica completa de S. bonplandiana en México (Tabla 1, Figura 2).
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Tabla 1. Ubicacién geogréfica de los sitios de colecta de Salix bonplandiana en México.

Sitios de colecta

" , . Altitud ~ NUmero
Estado Sitio Latitud N Longitud W (m) .d.e
Individuos

Baja California Sur ~ La Laguna 23°34'0.00" 110° 0'0.00" 200 13
Baja California Sur ~ Todos Santos 23°26'46.90" 110°13'35.44" 30 10
Baja Califoria Sur E;;irr?asa” Josédela paomys7ar  109°40743° 8 9
Sonora Alamos 27°1'31.75" 108°56'28.71" 335 10
Sonora Tepoca 29° 6'1.53" 111° 0'22.15" 800 10
Sinaloa Sombreretillo 23°28°7" 105°53'5" 1700 10
Sinaloa Chirimoyos 23° 08’ 30 105° 29’ 37" 1600 11
Zacatecas Valparaiso 23°03°37.2" 103°9.4'25.5" 2143 9
Zacatecas Momax 21°55'4.2" 103°18°38.6" 2165 10
San Luis Potosi Mexquitic 22°16'16" 101°6.8'52.2" 2027 10
San Luis Potosi Santa Maria del Rio ~ 21°28'53.7" 100°28'20.7" 1713 10
Nayarit Camichines 21°32'42.33 104°27'18.95" 1200 10
Jalisco Tapalpa 19°56'51.62" 103°45°38.80" 2570 10
Guanajuato Salvatierra 20°13'4.8" 100°52"2.8" 1924 9
Querétaro El Batan 20°18'9.4" 100°11'16.8" 2308 10
Ed. México Acambay 19°57°16" 99°50°39" 2440 9
Tlaxcala Panza Cola 19°18'12.82" 98°11°39.81" 2200 11
Veracruz Puente Nacional 19°32°44.2" 96°48°55.2" 96 10
Michoacan Morelia 19°42'7.9" 101°11'7.8" 1920 10
Puebla La Gaitana 18°33'44.91" 99°13"1.54" 856 10
Morelos Rio Cuautla 18°48°44" 98°57°21" 1294 11
Oaxaca La Garzona 16°41°11" 96°38°36.9" 1657 10
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Figura 3. Mapa de 22 diferentes localidades colectadas de Salix bonplandiana en territorio nacional

mexicano.

7.2.3 Colecta de las muestras

En cada poblacién se colectaron 10 individuos de S. bomplandiana. En cada individuo, se colect6 una
rama de cada estrato del dosel (i. e. superior, medio e inferior) para representar adecuadamente la
variacion genotipica del dosel (Cuevas-Reyes et al., 2011a). De cada rama se colectaron 15 hojas (45
hojas por individuo), que fueron prensadas para posteriores analisis de herbivoria, asimetria fluctuante y

morfometria.
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7.24 Analisis de herbivoria foliar.

Para estimar los patrones de herbivoria, se seleccionaron aleatoriamente 15 hojas en cada individuo (5
hojas por estrato), las cuales fueron escaneadas para obtener un total de 3300 imagenes digitales. La
cuantificacion del area total foliar y el porcentaje de area foliar consumida de cada una de las hojas se

realiz mediante el software Image Analysis Software for Plant Disease Quantification (ASSESS).

7.2.5 Andlisis de asimetria fluctuante

Para evaluar la asimetria fluctuante (AF) se seleccionaron15 hojas intactas (i. e. sin ningun tipo de
dafio) de cada individuo (5 hojas por estrato), las cuales fueron escaneadas para obtener un total de
3300 iméagenes digitales. El valor de AF se estimé como el valor absoluto de la diferencia entre las
distancias desde la vena central a los margenes derecho e izquierdo de la hoja (Ai-Bi) dividido por la

distancia media [(Ai+Bi)/2], para corregir el efecto del tamafio (Cornelissen & Stiling, 2005).

7.2.6 Analisis estadisticos

Se realizaron comparaciones estadisticas de los porcentajes de herbivoria y los niveles de asimetria
fluctuante entre poblaciones y entre individuos dentro de las poblaciones mediante analisis de varianza
(ANOVA) y pruebas post-hoc de comparacion multiple de Tukey-Kramer para identificar poblaciones

que muestran diferencias significativas.

Para determinar si existe relacién entre los niveles de asimetria fluctuante y el porcentaje del area
foliar consumida se realizd un analisis de regresion lineal. Finalmente, para determinar si existen
patrones geograficos 0 ambientales de variacion en los niveles de herbivoria y asimetria fluctuante se
realizaron analisis de regresion lineal contra la latitud, la longitud, la altitud y las diecinueve variables
bioclimaticas comUnmente utilizadas en la caracterizacién del efecto del clima sobré los organismos

(Hijmans et al., 2005). Para caracterizar las variables bioclimaticas fue necesario obtener datos
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bioclimaticos de las veintidos poblaciones estudiadas de Salix bonplandiana de la base de datos de

WorldClim (Hijmans et al., 2005) (http://www.worldclim.org/). Las variables bioclimaticas se derivan de la

precipitacion y temperatura anual, estas son utilizadas para generar variables de importancia biolégica
que representan las tendencias anuales, la estacionalidad y factores ambientales limitantes (Hijmans et
al., 2005). Los analisis se realizaron mediante el programa estadistico JMP (SAS Institute, Cary, NC,

USA).
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7.3 RESULTADOS

7.3.1 Herbivoria

Al analizar el porcentaje de dafio causado por herbivoros en las hojas de Salix bonplandiana para
veintidos poblaciones que se encuentran localizadas a lo largo del territorio nacional mexicano, se
encontraron diferencias significativas entre poblaciones donde el mayor dafio foliar causado por
insectos se encuentra localizado en las poblaciones de la regidn centro sur en comparacién con el norte
de México (F= 14.67; g.l.= 21; P <0.0001) (Figura 4). Los anélisis de varianza para comparar los niveles
de herbivoria entre cada una de las poblaciones revelaron diferencias significativas en todos los casos

excepto en cuatro poblaciones (Tabla 2).

14 - F

foliar consumida (%)

Area

Poblacion

Figura 4. Porcentaje de area foliar consumida por insectos folivoros en veintidés diferentes poblaciones de
Salix bonplandiana (F= 14.67; g.1.=21; P < 0.0001). Letras diferentes indican las medias distintas acorde a la
prueba multiple de medias de Tukey-Kramer.

24



Tabla 2. Variacion individual en los niveles de herbivoria dentro de cada poblacion

Poblacion g.l F P<
La laguna 12 1.94 0.03
Todos Santos 9 3.01 0.002
Estero San José de la Laguna 8 1.12 n.s.
Alamos 9 2.03 0.03
Tepoca 9 2.03 0.03
Sombreretillo 9 1.43 n.s.
Chirimoyos 10 1.99 0.03
Valparaiso 8 2.18 0.03
Momax 9 4.62 0.0001
Mexquitic 9 2.07 0.03
Santa Maria del Rio 9 2.01 0.04
Camichines 9 1.67 n.s.
Tapalpa 9 2.07 0.03
Salvatierra 8 2.27 0.02
El Batan 9 1.99 0.04
Acambay 8 7.65 0.0001
Panza Cola 10 217 0.02
Puente Nacional 9 2.3 0.01
Morelia 9 12.41 0.0001
La Gaitana 9 2.7 0.006
Rio Cuautla 9 2.52 0.007
La Garzona 9 0.45 n.s.
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7.3.2  Asimetria fluctuante

Al hacer un andlisis de los niveles de asimetria fluctuante en las hojas de Salix bonplandiana para
veintidos poblaciones localizadas a lo largo del territorio nacional mexicano, se encontraron diferencias
significativas entre poblaciones (F=16.1; g.l.= 21; P <.0001) (Figura 5). La poblacion situada al extremo
sur de la distribucién de la especie (La Garzona, Oaxaca) tiene los mayores niveles de asimetria
fluctuante. Por su parte, los andlisis de varianza para comparar los niveles de AF entre individuos
revelaron diferencias significativas en solamente cinco poblaciones, mientras que en el resto los

individuos tuvieron niveles similares de AF (Tabla 3).
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Figura 5. Variacion en el promedio de asimetria fluctuante foliar en veintidos poblaciones de S. bonplandiana
a lo largo del territorio Mexicano (F=16.14; g..=21; P<0.0001). Letras diferentes indican diferencias

significativas de acuerdo a la prueba multiple de medias de Tukey-Kramer.
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Tabla 3. Variacion individual en los niveles de asimetia fluctuante dentro las poblaciones.

Poblacion g.l F P<
La laguna 12 0.79 n.s
Todos Santos 9 0.95 n.s
Estero San José de la Laguna 8 1.93 n.s
Alamos 9 0.91 n.s
Tepoca 9 1.47 n.s
Sombreretillo 9 1.76 n.s
Chirimoyos 10 1.18 n.s
Valparaiso 8 0.6 n.s
Momax 9 2.05 0.03
Mexquitic 9 1.7 n.s
Santa Maria del Rio 9 243 0.01
Camichines 9 1.05 n.s
Tapalpa 9 0.71 n.s
Salvatierra 8 1.61 n.s
El Batéan 9 1.64 n.s
Acambay 8 0.85 n.s
Panza Cola 10 2.06 0.03
Puente Nacional 9 1.68 n.s
Morelia 9 0.75 n.s
La Gaitana 9 0.98 n.s
Rio Cuautla 9 1.92 0.04
La Garzona 9 2 0.04
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El andlisis de regresion lineal entre los promedios poblacionales del porcentaje de herbivoria y la

asimetria fluctuante foliar mostré una asociacién positiva y significativa (R2= 0.32; P<.0001) (Figura 6).
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Figura 6. Anélisis de regresion entre la asimetria fluctuante foliar y los niveles de herbivoria en hojas de Salix

bonplandiana en veintidos poblaciones (R2= 0.32; P < 0.0001).
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Los andlisis de regresion de los niveles promedio de herbivoria y AF por poblacion contra las variables
geograficas y bioclimaticas indicaron una asociacién significativa de la herbivoria con la media del
intervalo diurno medio (promedio mensual de la diferencia entre la temperatura maxima y la minima;
http://www.worldclim.org/bioclim) (R2= 0.21; P<0.0001) (Figura 7). De acuerdo con esta relacion, los
mayores niveles de herbivoria se observan en los sitios en los que las diferencias promedio entre

temperaturas maximas y minimas son mayores.
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Figura 7. Analisis de regresion del area foliar consumida contra el intervalo medio diurno (R2 = 0.21; P <

0.0001).
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Por su parte, la AF mostrd una relacion significativa con la variacion geografica longitudinal. Menores

niveles de AF se encontraron en las poblaciones ubicadas en el Oeste (R2= 0.38; P<.0001) (Figura 8).
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Figura 8. Relacion de la asimetria fluctuante foliar promedio con la longitud de las poblaciones de S.

bonplandiana (R2=0.38; P < 0.0001).
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7.3.3  Areafoliar total

Se encontraron diferencias significativas en el area foliar total entre las 22 poblaciones analizadas
(F=14.02; g.l.= 21; P< 0.0001) (figura 9). Las comparaciones del area foliar total entre individuos dentro
de las poblaciones indicaron diferencias significativas en todos los casos (Tabla 4). Por su parte, no se
encontré una relacion significativa de los niveles de herbivoria con el area foliar total (R?= 0.009; P =
0.4) ni de la AF con el area foliar total (R2= 0.045; P = 0.40). Tampoco se encontrd asociacién del area

foliar total con las variables geogréficas 0 ambientales (no mostrado).
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Figura 9. Variacion en el promedio del tamafio de la hoja en veintidés poblaciones de S. bonplandiana a lo
largo del territorio Mexicano  (F=14.0251; g..=21; P<.0001). Letras diferentes indican diferencias

significativas de acuerdo a la prueba multiple de medias de Tukey-Kramer.
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Tabla 4. Variacion individual del area foliar total (cm?) dentro las poblaciones de S. bonplandiana.

Poblacion gl P<
La laguna 12 11.07 0.0001
Todos Santos 9 47.26 0.0001
Estero San José de la Laguna 8 5.5 0.0001
Alamos 9 6.13 0.0001
Tepoca 9 8.16 0.0001
Sombreretillo 9 18.03 0.0001
Chirimoyos 10 5.42 0.0001
Valparaiso 8 7.08 0.0001
Momax 9 19.3 0.0001
Mexquitic 9 5.25 0.0001
Santa Maria del Rio 9 27.32 0.0001
Camichines 9 11.58 0.0001
Tapalpa 9 7.84 0.0001
Salvatierra 8 34.54 0.0001
El Batan 9 17.63 0.0001
Acambay 8 7.12 0.0001
Panza Cola 10 11.68 0.0001
Puente Nacional 9 11.02 0.0001
Morelia 9 19.23 0.0001
La Gaitana 9 7.98 0.0001
Rio Cuautla 9 7.99 0.0001
La Garzona 9 18.05 0.0001
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7.4 DISCUSION

Los niveles de herbivoria observados en este estudio mostraron diferencias significativas entre
poblaciones y entre individuos dentro de la mayoria de las poblaciones. Esto puede ser explicado
porque las interacciones planta-herbivoro se caracterizan por presentar una alta variabilidad espacial
dentro y entre poblaciones, debido a factores tales como la abundancia, la diversidad de herbivoros y a
la estructura de las comunidades (Landsberg & Gillieson, 1995; Coley & Barone, 1996). A nivel de
poblaciones vegetales, se ha demostrado que los herbivoros tienen un impacto significativo, afectando
aspectos demograficos y de distribucién de las mismas (Louda, 1982). En el nivel individual, es
reconocido que los herbivoros pueden afectar negativamente uno o mas componentes de la adecuacion
de las plantas (i.e. crecimiento, sobrevivencia, reproduccién). Por lo tanto, los herbivoros son
considerados como importantes agentes selectivos en la evolucion de las plantas (Whithman & Mooper,
1985). Por ello, la genética de la planta es un factor importante el cual determina los diferentes
mecanismos de defensa hacia los herbivoros como pueden ser defensas quimicas, fisioldgicas y
fenolégicas (Ben D. Moore et al., 2013). Estos diferentes tipos de defensa pueden presentarse
simultaneamente en las mismas especies vegetales, genotipos, individuos y variar acorde al ambiente y
disponibilidad de recursos de las plantas. (Koricheva, 2002 en: Alvares Anguiano, 2012). La herbivoria
tiene un efecto diferente en las plantas hospederas dependiendo de una gran variedad de factores
bidticos y abidticos (Coley & Barone, 1996). De tal modo, que puede haber variacién en los niveles de
herbivoria a lo largo de la distribucidén espacial de una especie debido a factores genéticos y
ambientales (Coley & Barone, 1996). Por ende, las especies de amplia distribucién como ocurre con
Salix bonplandiana, se encuentran expuestas a que sus poblaciones se enfrenten a diferentes factores
bidticos y abibticos, los cuales pueden afectar negativamente uno o mas componentes de la adecuacion

de las plantas y esto provoca los patrones de herbivoria diferenciales a lo largo de la distribucion
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geogréfica de S. bonplandiana. A nivel individual los patrones de herbivoria pueden responder a
factores genéticos, la calidad nutricional, tamafio de la planta, condiciones climaticas y del micrositio
que hacen mas dificil la supervivencia de los herbivoros. Aunque, también la plasticidad que poseen las
plantas para amortiguar el dafio causado por la herbivoria se puede detectar también cuando, por
efectos compensatorios, no existe un efecto de la herbivoria en la adecuacién de la planta, lo que se
conoce como tolerancia (Belsky, 1986; Mauricio et al., 1997). Existen varios trabajos que han

demostrado la manera en que las plantas toleran el dafio (Nufiez-Farfan & Fornoni, 2007).

Otra de las maneras de determinar la plasticidad fenotipica es mediante cambios en la simetria
foliar en plantas; la cual puede ser resultado de inestabilidad del desarrollo y un indicador de estrés
ambiental o genético (Polak, 2003). Los rasgos bilaterales son controlados por un mismo conjunto de
genes a tal grado que la AF describe la incapacidad del organismo de mantener una estabilidad durante
su desarrollo (Van Valen, 1962; Moller & Swaddle, 1997; Allenbach, 2011). Los resultados de los
niveles de asimetria fluctuante para este trabajo nos indican diferencias significativas entre poblaciones,
sin embargo solo se encontraron diferencias significativas entre individuos para cinco de 22
poblaciones. Estos resultados sugieren que entre poblaciones existen caracteristicas ambientales y
ecoldgicas propias en las que se encuentran, por ejemplo, la abundancia de herbivoros en cada
poblacion, lo que podria explicar que la asimetria fluctuante sea diferencial a lo largo de la distribucion
geografica de S. bonplandiana. Sin embargo, a nivel individual los patrones de asimetria fluctuante
pueden responder a factores genéticos o a la edad de los individuos que pudieran determinar diferentes
mecanismos hacia los herbivoros y con ello determinar la estabilidad en algunos individuos. Se ha
reportado una relacion positiva entre la asimetria fluctuante y la herbivoria siendo que la asimetria

fluctuante sirve como un indicador de susceptibilidad al dafio hecho por herbivoros (Moller, 1995;
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Zvereva et al., 1997; Cornelissen & Stiling 2005, Diaz et al., 2004). Nuestro trabajo concuerda con
estos autores, ya que se encontrd una relacion positiva entre la AF y el dafio ocasionado por

herbivoros, es decir, la herbivoria esta relacionada con mayores niveles de AF.

Por otro lado, en este trabajo se intentd considerar algunos factores biodticos y abidticos que
pudieran explicar los niveles de herbivoria dentro de la distribucion geografica de Salix bonplandiana.
Para los factores abidticos se extrajeron las variables bioclimaticas de cada poblacién, las cuales se
derivan de la precipitacién y temperatura anual. Se encontré mayores niveles de herbivoria en los sitios
con mayor intervalo diurno de temperatura. La evaluacidn del efecto que tiene la temperatura sobre
distintas especies que se encuentran en los ecosistemas en general, ha tenido una gran importancia en
los Ultimos afios debido a los problemas ambientales que se presentan a nivel global (Houghton et al.,
2001; Jeppesen et al., 2009). Los factores del medio ambiente como la temperatura son muy variables y
esta variabilidad se extiende normalmente a lo largo de gradientes. Cada especie tiene cierta capacidad
para desarrollarse en diferentes puntos o rangos de ese gradiente, mas alla de los cuales no es capaz
de sobrevivir 0 viven bajo un estrés (Donoso et al., 2004). Para lidiar con la herbivoria, las plantas han
desarrollado mecanismos que les permiten amortiguar su detrimento en la adecuacion: tolerancia,
resistencia y escape (Strauss & Zangerl, 2002; Boege & Marquis, 2005). Estos mecanismos pueden
verse alterados por factores como la temperatura, la cual puede también favorecer la abundancia de
herbivoros (Hochuli, 2001). Por ello, podriamos concluir que uno de los factores abiéticos que esta
determinando la incidencia de los niveles de herbivoria es la temperatura, la cual puede determinar la

abundancia de herbivoros asi como plasticidad fenotipica de las plantas.

Por otra parte, encontramos una relacion positiva entre la longitud y la asimetria fluctuante. Es
decir, poblaciones que se encuentran distribuidas hacia el este de la distribucién de la especie

35



presentan mayores niveles de asimetria fluctuante este incremento pueda deberse a caracteristicas
propias del ecosistema donde se encuentran estas poblaciones las cuales se localizan en zonas
altamente urbanizadas. En la actualidad es de suma importancia identificar aquellas poblaciones que se
encuentran sujetas a estrés, antes de que dicha tension tenga un impacto severo sobre la poblacion
(Clarke, 1995). Detectar a tiempo los efectos sub-letales puede permitir tomar decisiones y acciones

que prevengan declives poblacionales (Allenbach, 2011).

Los herbivoros pueden ser afectados por el tamafio y forma de las hojas en términos de su
abundancia y niveles de dafio, debido a que muchos herbivoros ajustan el nimero de huevos
depositados de acuerdo al tamafio de la hoja o pueden utilizar sefiales quimicas que estan
correlacionadas con el tamafio de la hoja mas que con la visién (Whitham, 1978). En este estudio se
hicieron analisis del area foliar total, encontrandose diferencias foliares entre poblaciones y entre
individuos dentro de las poblaciones. Desafortunadamente, este trabajo no cuenta con anélisis quimicos
de las hojas. Sin embargo Trejo (2013), encontré una correlacién positiva: a mayor tamario foliar
mayores niveles de Mg en Salix bonplandiana. Mayores cantidades de Mg aumentan el area foliar
(Marschner, 1991). Con esto podriamos explicar que las concentraciones de Mg pudieran estar
implicadas en la variacion del tamafio foliar entre poblaciones y entre individuos. Por otro lado, este
resultado también puede ser explicado por dos vias diferentes: por la edad de las plantas y por la
genética de las mismas (Boecklen & Spellenberg, 1990). Al realizar un analisis de correlacion del area
foliar total vs la herbivoria y la AF los resultados indicaron que no existen correlaciones significativas
entre estas variables. Finalmente, se hicieron andlisis del tamafio de la hoja contra las 19 variables
bioclimaticas donde no se encontraron relaciones significativas. Sin embargo, Los patrones de

herbivoria y asimetria fluctuante fueron diferenciales entre poblaciones y de los individuos dentro de las
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poblaciones de Salix bonplandiana. Se encontrd una relacion positiva entre los niveles de herbivoria y la
asimetria fluctuante de Salix bonplandiana, a mayor area foliar consumida mayor asimetria fluctuante.
Nuestros resultados sefialan que los mayores niveles de herbivoria para Salix bonplandiana suceden
cuando el promedio de la temperatura media diurna anual oscila entre los 14 °C a 18°C. Se encontro
que el tamafio de la hoja de Salix bonplandiana no influye para determinar los patrones de herbivoria y

los niveles de asimetria fluctuante.
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7.5 CONCLUSIONES

e Los patrones de herbivoria fueron diferenciales entre poblaciones y de los individuos dentro de
las poblaciones de Salix bonplandiana.

e Los niveles de asimetria fluctuante fueron diferenciales entre poblaciones, los analisis de
varianza sefialan que los niveles de asimetria fluctuante entre individuos dentro de las
poblaciones solo es significativamente diferencial para cinco poblaciones de Salix
bonplandiana.

e Se encontrd una relacion positiva entre los niveles de herbivoria y la asimetria fluctuante de
Salix bonplandiana, a mayor area foliar consumida mayor asimetria fluctuante.

e Se encontrd que los mayores niveles de herbivoria para Salix bonplandiana suceden en las
poblaciones con un promedio de la temperatura media diurna anual que oscila entre los 14 °C a
18°C.

e Las poblaciones de Salix bonplandiana que se encuentran mas al oeste de México tienen
mayores niveles de asimetria fluctuante.

o El tamafio de la hoja fue diferencial entre poblaciones y de los individuos dentro de las
poblaciones Salix bonplandiana.

e Se encontrd que el tamario de la hoja de Salix bonplandiana no influye para determinar los

patrones de herbivoria y los niveles de asimetria fluctuante.
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CAPITULO II

Vill. Patrones de variacion genética en el ADN de cloroplasto y

morfometria foliar en poblaciones de Salix bonplandiana.

8.1 INTRODUCCION

Todas las poblaciones de una especie pueden intercambiar genes, nucleares o genomas uniparentales
como la mitocondria o el cloroplasto, debido al flujo de gametos, semillas, individuos juveniles o adultos
(en animales y en el caso de algunas plantas), asi como por eventos de extincion y recolonizacién de
poblaciones enteras (Slatkin, 1985). La distribucion de la variacion genética en poblaciones esta
fuertemente influenciada por las fuerzas microevolutivas que estan actuando, como el flujo génico y la
seleccion natural, asi como por la historia demografica, biogeografica y filogenética de las poblaciones y

las especies (Schaal et al., 2003).

Se entiende como variacion genética toda aquella alteraciéon que modifique la secuencia de
nucleotidos del material genético o la estructura de los cromosomas (Hernandez, 2014). La variacién
genética de una poblacion estd determinada por su historia evolutiva y es consecuencia de
interacciones entre diferentes factores, generando la evolucién de las poblaciones (Hedrick, 2005). Los
marcadores de ADN por lo general muestran una alta variacion molecular neutral que puede ser
utilizada para inferir la genealogia de individuos y poblaciones. Por ello, el uso de marcadores

moleculares para inferir procesos evolutivos a nivel poblacional, se ha aplicado al campo conocido

46



como filogeografia (Avise, 1994). El estudio de la distribucion geografica de linajes de genes de
poblaciones de una misma especie se considera como filogeografia intraespecifica, una de las
aplicaciones mas estudiadas ha sido el poder determinar el grado de estructuracion poblacional de las
especies a lo largo de su area de distribucion, asi como descifrar cuales han sido los procesos que han

determinado dicha distribucion.

Sin embargo, para que la filogeografia adquiera pleno sentido es necesario contrastar o
complementar en todos los casos las conclusiones derivadas de los datos genéticos con informacion
independiente obtenida a partir de registros geoldgicos, climatologicos o paleontoldgicos (Arbogast &
Kenagy, 2001). Recientemente se ha sugerido que la modelacion de nicho ecoldgico y los mapas de la
distribucion potencial histérica de las especies es una buena alternativa para subsanar las deficiencias
del registro fosil y generar evidencia independiente que sirva para contrastar los patrones
filogeograficos obtenidos mediante datos moleculares (Richards et al., 2007). De igual forma, los
modelos de nicho ecolégico, al proyectarse bajo escenarios de cambio climatico global, y en
combinacion con los datos genéticos, pueden informar la toma de decisiones de manejo y conservacion
de las especies. Otra aplicacion relevante de los estudios filogeogréaficos tiene que ver con la posibilidad
de probar diferentes modelos de diversificacion (Schneider et al.,1999). Asimismo, los patrones de
diversidad genética y la distribucién geografica de los linajes intraespecificos permiten identificar
poblaciones y areas de alto valor bioldgico, aportando importantes criterios para la elaboracion de

estrategias de conservacion a nivel regional.

Los métodos morfométricos son aplicados para explorar variaciones fenotipicas. Las
diferencias morfométricas estables se pueden relacionar con componentes geograficos y/o ambientales
para identificar la accién de procesos evolutivos tales como la seleccion natural y/o la deriva genética.
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Los caracteres morfoldgicos, fisioldgicos y bioquimicos de las hojas estan en sintonia con las
caracteristicas ambientales y los cambios en dichos caracteres son la primera linea de respuesta a los
cambios en el ambiente. Asi, los caracteres foliares pueden ser indicadores de los cambios funcionales
(Alvarez-Buylla & Martinez-Ramos, 1992; Brzeziccki & Kienast, 1994; Swaine & Whitmore, 1988). De
manera general, se asume que los caracteres morfométricos en las hojas varian como respuesta a los
cambios ambientales (Bazzaz, 1996). La morfometria geométrica es una herramienta matematica con
fundamentos bioldgicos, que ha demostrado ser muy efectiva para descomponer la variacién resultante
de la fisiologia de los individuos de aquella mas estable, propia de la poblacion y producto
probablemente del componente genético (Jaramillo & Dujardin, 2002). De tal manera, en este proyecto
se propone contribuir al conocimiento de los patrones filogeograficos y su relacién con los patrones de

morfometria foliar de una especie de amplia distribucion como es Salix bonplandiana.
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8.2 ANTECEDENTES

8.2.1 Variacion genética

La variabilidad genética que existe entre y dentro de las poblaciones constituye la fuente genética que
capacita a las especies a sobrevivir y adaptarse a los cambios ambientales (Phillip et al., 1986). Existen
tres fuerzas evolutivas que incrementan la variacion genética en una poblacion: mutacion,
recombinacion y migracién. Mientras que las fuerzas evolutivas que reducen la variacion de las

poblaciones son la deriva génica y la seleccion natural (Escalante, 2001).

8.2.2 Filogeografia

La filogeografia estudia la distribucién de la genealogia de alelos o haplotipos en un contexto
geografico, utilizando informacion histérica contenida en los genes y que permite caracterizar la
subdivision genética de las poblaciones al reconocer patrones geograficos relacionados con la
estructura genealdgica a lo largo del area de distribucion de una especie. Este tipo de andlisis permite
indagar sobre aspectos de la demografia y biogeografia histérica de una gran variedad de organismos
(Avise, 2000; Knowles & Maddison, 2002). La estructura genética de poblaciones se encuentra
fuertemente influida por los procesos de intercambio genético, dentro y entre poblaciones (Hamrick &
Schnable, 1985).Las plantas con semillas pueden mover sus genes a través de dos formas: a) antes de
|la fertilizacion a través del gametofito masculino (polen). b) después de la formacién del esporofito joven
a través de la semilla. En angiospermas y gimnospermas el polen juega un papel importante al conectar
las poblaciones a través del flujo génico, mientras que las semillas son necesarias para el
establecimiento y permanencia de nuevas poblaciones. Los genes heredados por via materna (los
cuales no son transmitidos a la siguiente generacion por el polen) puede ser de gran importancia para

esclarecer las dinamicas espacio temporales de las poblaciones de plantas (Hernandez, 2014).
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8.2.3 Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares se pueden definir como aquellas biomoléculas que funcionan como
caracteres cualitativos o cuantitativos, que permiten evaluar la variacion presente entre poblaciones de
una especie, por ello, el uso de marcadores moleculares para inferir procesos evolutivos a nivel
poblacional, se ha aplicado al campo conocido como filogeografia (Avise, 1994; Avise, 1994; Freeman
et al., 2002). Los marcadores que mas recientemente se han utilizado son los microsatélites, los cuales
son repeticiones de segmentos cortos de ADN, tipicamente de 1-5 bases en longitud (Hernandez,

2014).

8.24 Cambios morfolégicos

El incremento de la diversidad genética en poblaciones de plantas puede ocasionar cambios en su
morfologia (Lambert et al., 1995; Gonzalez-Rodriguez et al. 2004; Tovar-Sanchez & Oyama, 2004),
fenologia (Hunter et al. 1997), arquitectura (Martinsen & Whitham, 1994; Whitham et al., 1999; Bangert
et al., 2005), asi como en el metabolismo secundario (Fritz, 1999; Wimp et al., 2004). El componente
genético puede determinar el la forma de las hojas, lo cual puede depender de factores selectivos o
histdricos, por lo que es interesante contrastar la variacion morfoldgica de una especie con la estructura
filogeogréfica. En este capitulo se intenta determinar la estructura y variacidn genética asi como
establecer los patrones de morfologia foliar de una especie como es Salix bonplandiana a lo largo de
su distribucidn en México, para asi intentar entender las necesidades que requiere una especie

altamente representada en el territorio mexicano para enfrentar los desafios futuros.

8.3 MATERIALES Y METODOS

8.3.1 Descripcion del sistema de estudio.

Salix bonplandiana es un arbol de 15 m de altura; tronco con un diametro de 40 a 80 c¢m, corteza de
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color café-grisaceo, gruesa y con fisuras irregulares, ramas ascendentes, ramillas glabras yemas
ovaladas y glabras, estipulas caducas, peciolo de 0.5 a 1.5 cm de largo, café rojizo, ldminas foliares
linear-lanceoladas de 6 a 15 cm de largo por 1 a 2 cm de ancho, apice agudo, margen finalmente
aserrado, base cuneada; amentos cilindricos, de 3 a 8 cm de largo, los masculinos generalmente méas
largos qué los femeninos; flores masculinas con la bractea redondeada, obtusa, céncava y
membranosa, estambres con los filamentos pilosos y sus anteras subglobosas; flores con el ovario
estipitado, oblongo, glabro, con el estilo corto y su estigma bifido; semillas numerosas, diminutas,

oblongas (Rzedowski, 2005).

Salix bonplandiana se encuentra en vegetacion riparia asociado con diferente vegetacion. Son
organismos dioicos, su época de floracién ocurre en los meses de febrero-agosto y octubre-diciembre
(Rodriguez —Garcia, 2002). Es una especie susceptible a la sequia, la contaminacion ambiental y a
suelos fuertemente alcalinos. Se puede usar como forraje y por su talla es una especie que puede ser
de uso maderable. Su corteza contiene taninos y un alcaloide llamado “salicina” que se emplea en

medicina casera para combatir las fiebres y el reumatismo (Niembro, 1986).

8.3.2 Eleccion de los sitios de colecta.

Se realizd una revision en el herbario nacional (MEXU) con lo cual se recabd informacion de la
distribucion y las caracteristicas taxondémicas para la correcta identificacién de S. bonplandiana en el
campo. Se encontraron registros de la especie en los estados de Baja California Sur, Baja California,
Chiapas, Chihuahua, Coahuila, Colima, Distrito Federal, Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo,
Jalisco, México, Michoacan, Morelos, Nayarit, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Sinaloa,
Sonora, Tlaxcala, Veracruz y Zacatecas, asi como en el sur de Estados Unidos de América y el norte de
Guatemala, con un intervalo de altitud de los 8 a los 2700 msnm. Con base en esta informacién se
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realiz6 un mapa de las localidades en territorio Mexicano con presencia de la especie, mediante el

programa ArcView ver. 3.0 (Figura 10).
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Figura 10. Mapa de la ubicacion geografica de las localidades con registros de la presencia de Salix

bonplandiana en México.

A partir del mapa y de la lista de localidades se eligieron 22 poblaciones que representaran la

distribucion geografica completa de S. bonplandiana en México (Tabla 5, Figura 11).
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Tabla 5. Ubicacién geogréfica de los sitios de colecta de Salix bonplandiana en México.

Sitios de colecta

" , . Altitud ~ NUmero
Estado Sitio Latitud N Longitud W (m) .d.e
Individuos

Baja California Sur ~ La Laguna 23°34'0.00" 110° 0'0.00" 200 13
Baja California Sur ~ Todos Santos 23°26'46.90" 110°13'35.44" 30 10
Baja Califoria Sur E;;irr?asa” Josédela paomys73r  109°40743° 8 9
Sonora Alamos 27°1'31.75" 108°56'28.71" 335 10
Sonora Tepoca 29° 6'1.53" 111° 0'22.15" 800 10
Sinaloa Sombreretillo 23°28°7" 105°53'5" 1700 10
Sinaloa Chirimoyos 23° 08’ 30 105° 29’ 37" 1600 11
Zacatecas Valparaiso 23°03°37.2" 103°9.4'25.5" 2143 9
Zacatecas Momax 21°55'4.2" 103°18°38.6" 2165 10
San Luis Potosi Mexquitic 22°16'16" 101°6.8'52.2" 2027 10
San Luis Potosi Santa Maria del Rio ~ 21°28'53.7" 100°28'20.7" 1713 10
Nayarit Camichines 21°32'42.33 104°27'18.95" 1200 10
Jalisco Tapalpa 19°56'51.62" 103°45°38.80" 2570 10
Guanajuato Salvatierra 20°13'4.8" 100°52"2.8" 1924 9
Querétaro El Batan 20°18'9.4" 100°11'16.8" 2308 10
Ed. México Acambay 19°57°16" 99°50°39" 2440 9
Tlaxcala Panza Cola 19°18'12.82" 98°11°39.81" 2200 11
Veracruz Puente Nacional 19°32°44.2" 96°48°55.2" 96 10
Michoacan Morelia 19°42'7.9" 101°11'7.8" 1920 10
Puebla La Gaitana 18°33'44.91" 99°13"1.54" 856 10
Morelos Rio Cuautla 18°48°44" 98°57°21" 1294 11
Oaxaca La Garzona 16°41°11" 96°38°36.9" 1657 10
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Figura 11. Mapa de 22 diferentes localidades colectadas de Salix bonplandiana en territorio nacional
mexicano.

8.3.3 Analisis moleculares

Para determinar las diferencias genéticas de 22 diferentes poblaciones de Salix bonplandiana
localizadas en diferentes regiones geograficas del territorio mexicano (Figura 12, Tabla 6). Se
colectaron 10 hojas jovenes y sin dafio que fueron colocadas en bolsas tipo ziploc, etiquetadas y
colocadas en hielo para ser transportadas al laboratorio donde posteriormente fueron transferidas a
ultracongeladores a -80 °C, hasta la realizacion de las extracciones de ADN. Las extracciones de ADN
fueron realizadas utilizando un protocolo de CTAB modificado (Vazquez-Lobo, 1996; Gonzélez-
Rodriguez, 2000). Se realizaron electroforesis en geles de agarosa al 0.8% para corroborar la calidad

del ADN. Asimismo, se determind la concentracion de ADN de cada individuo por medio de un
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instrumento Qubit 2.0 Fluorometer (Life Technologies).

Como marcadores del ADN de cloroplasto (ADNcp) se ensayaron los 10 pares de
oligonucleotidos universales publicados por (Weising & Gardener, 1999). Los ensayos se realizaron
haciendo reacciones de PCR usando 5 pl de Platinum Multipex PCR Master Mix (Life Technologies),
0.5 pl de la mezcla de primers, 3.3 pl de agua libre de Rnasa, 0.2 pl de MgCl> 50 uM'y 1ul de ADN de
un individuo, para obtener un volumen final de 10 ul. Estas reacciones se sometieron a gradientes de
temperatura de alineamiento de 40°C, 45°C, 50°C y 55°C. Se obtuvieron amplificaciones claras y
consistentes para cuatro pares de primers a las siguientes temperaturas: cp2 a 50°C y 55°C, cp5 a
45°C y 55°C, cp6 a 55°C y cp10 a 55°C). Con estos resultados se pudieron estandarizar reacciones de
PCR multiplex con los cuatro pares de primers y un programa de termociclador como sigue: 90°C
durante 5 minutos, 35 ciclos, cada uno de 94°C durante 30 segundos, 55°C durante 30 segundos y
72°C durante 1 minuto. Finalmente, un ciclo de externsion a 60°C durante 30 minutos. Posteriormente
se realizaron electroforesis en geles de agarosa con concentracion al 1.2% para la visualizacion del

producto de PCR.

Los productos de PCR se prepararon para su posterior analisis en un secuenciador automatico
colocando 2 pl del producto de PCR dentro de una placa para secuenciador adicionando 10 pl de HiDi
formamida y 0.3 de GeneScan™ -600 LIZ (Applied Biosystems, USA) (marcador interno de peso
molecular). Las muestras se desnaturalizaron por 5 minutos a 95°C, inmediatamente después se
cambiaron a bafio de hielo y se colocaron dentro de un secuenciador ABI prism Hitachi, 3100-Avant
Genetic Analyzer, equipado con 16 capilares y un polimero POP-6 (Applied Biosystems, USA). Para
determinar los tamafios de los fragmentos se utiliz6 el software Peak Scanner v1.0 (Applied Biosystems,
USA). Posteriormente los tamafios de los fragmentos se incluyeron en una hoja de calculo de Excel.
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Los datos moleculares fueron analizados para establecer los patrones de variacion genética de S.

bonplandiana a lo largo de su distribucion geografica en México.

Se realiz6 un andlisis de varianza molecular (AMOVA) para determinar la estructuracion de la
variacion genética entre grupos de poblaciones, entre poblaciones dentro de grupos y dentro de
poblaciones (Excoffier et al., 2006). Igualmente, se utilizo el software SPAGeDi (Hardy & Vekemans,
2002) para caracterizar la estructura genética y filogeogréfica en S. bonplandiana. Se elaboraron mapas
del territorio nacional mexicano mediante el programa ArcGis versién 9.3 (ESRI, 2008), en los que se
represento la distribucion de los diferentes haplotipos. Se realizé una red de haplotipos con el software
NETWORK 4.6.0 (Bandelt et al., 1995) para ilustrar las distancias genéticas y los cambios mutacionales
de los diferentes haplotipos, asi como la ubicacion geogréfica de las principales discontinuidades

genéticas entre grupos de poblaciones.

8.3.4 Asociacion genética y variacion morfoldgica con el gradiente latitudinal y variables
climaticas.

Para caracterizar las variables ambientales y el gradiente latitudinal se obtuvieron datos bioclimaticos de

las veintidds poblaciones estudiadas de Salix bonplandiana de la base de datos de WordClim (Hijmans

et al., 2005) (http://www.worldclim.org/). Las diecinueve variables bioclimaticas se derivan de la

precipitacion y temperatura anual, estas son utilizadas para generar variables de importancia biologica
que representan las tendencias anuales, la estacionalidad y factores ambientales limitantes (Hijmans et
al., 2005). Con estos datos se determind si la composicién genética de las poblaciones y la variacion
morfolégica se asociaban con variables geogréaficas o climaticas. Estos analisis se hicieron en software

JMP (SAS Institute, Cary, NC, USA).
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8.3.5 Analisis de morfometria geométrica foliar

Para determinar los patrones de variacién foliar (i. e. tamafio y forma de las hojas) de Salix
bonplandiana a lo largo de su distribucién geografica, para cada individuo se seleccionaron
aleatoriamente 15 hojas sin dafio obteniendo un total de 3300 hojas para todas las poblaciones, las
cuales fueron posteriormente digitalizadas mediante un escéaner. En la imagen de cada hoja se
colocaron 14 “landmarks” (i. e. puntos homoblogos y repetibles) y dos marcas adicionales como
referencia de tamafio, utilizando el software MAKE-FANG (Sheets, 2005). El programa TpsDig2 (Rohlf,
2004), se utilizé para registrar las coordenadas (x, y) de los 14 puntos homélogos en cada imagen de la
hoja. Se realizd un anélisis de superimposicién de Procrustes para determinar la variacion en las
coordenadas de cada landmark entre las imagenes, usando el programa CoordGen6 (Sheets, 2005). Se
extrajeron las variables de conformacién (partial warps= Pw) Las matrices de Pw se usaron para
andlisis de variables candnicas (AVC) con el programa CVAGen (Sheets, 2005), mediante el cual
también se obtuvo la proporcion de grupos (poblaciones) reclasificados y MANOVA por cada eje
canonico (Zelditch et al., 2004; van der Molen et al., 2007). Las diferencias en los valores de las hojas

fueron analizadas mediante software JMP (SAS Institute, Cary, NC, USA).

8.3.6 Modelacion de Nicho Ecolégico

Se realizd una revision en el herbario nacional (MEXU) con lo cual se recab6 informacion de distribucion
geografica de poblaciones por medio de coordenadas de Salix bonplandiana. Los parametros climaticos
de las localidades en las que se encuentra S. bonplandiana se obtuvieron de la base de datos
WorldClim (Hijmans et al., 2005) y de otras disponibles especificas para México (i. e. Atlas Climatico

Digital de Meéxico: http://www.atmosfera.unam.mx/uniatmos/atlas/). Las areas de distribucion

contemporanea, historica y bajo escenarios de cambio climatico de S. bonplandiana fueron modeladas
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siguiendo los procedimientos implementados en el programa MAXENT (Phillips et al., 2006). Los
modelos de distribucion de S. bonplandiana fueron proyectados sobre las reconstrucciones
paleoclimaticas disponibles para distintos momentos del pasado geoldgico reciente (e. g. 21 ka), para
obtener la distribucion historica (Waltari et al., 2007). Se proyectaron para los afios 2050 y 2080,

escenarios severos (a7b) en tres diferentes modelos: cccma_cgem31, csivo_mk30 y ukmo_hadem3.
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8.4 RESULTADOS

8.41 Analisis Genéticos.

Los analisis para el ADN de cloroplasto revelaron una alta diversidad de haplotipos, un total de 95
haplotipos en 210 individuos. El nimero de haplotipos por poblacién (Na) varié de 1 a 10, la riqueza de
haplotipos (Ar) utilizando rarefaccion para estandarizar el tamafio de muestra por poblacion estuvo entre
1y 7.49y la diversidad haplotipica (H) entre 0 y 0.982. La poblacion Rio Cuautla, localizada en la parte
central de México, fue la que tuvo los valores mas altos de diversidad genética, mientras que la
poblacion Estero San José, localizada en Baja california Sur, fue la poblacion con menor diversidad
genética (Ver tabla 6).

Tabla 6. Valores de diversidad genética para 22 poblaciones de Salix bonplandiana en México. Na,

numero de haplotipos; Ar, riqueza de haplotipos aplicando rarefaccion; H, diversidad haplotipica.

Poblacién Na Ar H

La laguna 4 3.67 0.583
Todos Santos 3 2.6 0.378
Estero San José de la Laguna 1 1 0

Alamos 8 6.6 0.933
Tepoca 8 6.6 0.933
Sombreretillo 6 5.44 0.833
Chirimoyos 6 5.18 0.844
Valparaiso 6 6 0.893
Momax 5 4.38 0.756
Mexquitic 4 3.78 0.69%4
Santa Maria del Rio 7 5.62 0.891
Camichines 4 3.78 0.750
Tapalpa 4 3.4 0.533
Salvatierra 7 7 0.964
El Batan 6 6 0.893
Acambay 5 4.67 0.806
Panza Cola 9 7.38 0.978
Puente Nacional 4 3.76 0.733
Morelia 9 7.38 0.978
La Gaitana 9 7.38 0.978
Rio Cuautla 10 749 0.982
La Garzona 8 6.76 0.956
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Se elaboraron mapas del territorio nacional mexicano mediante los que se representé la distribucion de
los 95 diferentes haplotipos. Se observa para la zona central de México una mayor variacion genética

en comparacion con el norte del territorio nacional mexicano, siendo Baja California Sur donde menor

variacion genética se encontro (Figura 12, tabla 6).
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Figura 12. Distribucién geografica de los 95 haplotipos en 22 poblaciones de Salix bonplandiana en México.

Los circulos representan a cada una de las poblaciones y los distintos colores sus proporciones la

frecuencia de cada haplotipo.
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Se realizaron ampliaciones de las diferentes areas geograficas para observar con mayor
claridad los circulos en forma de grafica de pastel con sus diferentes texturas y colores. Para la region
Baja California Sur se colectaron tres poblaciones (La laguna, Todos Santos, Estero San José de la
Laguna) en donde se encontraron cinco diferentes haplotipos (H32SL, H40SL, H49SL, H92SL, y

H52SL), siendo la zona geografica con menor diversidad genética (figura 13).
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Figura 13. Los circulos representan la frecuencia de haplotipos para la region del cabo en Baja California

Sur, donde se encuentran representados cinco haplotipos.
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La ampliacién para la regién de la Sierra Madre Occidental (figura 14), donde se colectaron cinco
poblaciones (Alamos, Tepoca, Sombreretillo, Chirimoyos, Camichines). En esta region se encontraron
27 diferentes haplotipos (H61SL, H66SL, H45SL, H47SL, H55SL, H56SL, H73SL, HI0SL, H12SL,
H24SL, H30SL, H36SL, H65SL, H83SL, H89SL, H95SL, H13SL, H31SL, H33SL, H38SL, H40SL,

H67SL, H76SL, H11SL, H29SL, H34SL y H64SL).

Figura 14. Los circulos representan la frecuencia de haplotipos para la region de la Sierra Madre Occidental,
donde se encuentran representados veintisiete haplotipos.
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La ampliacion para la zona de la Meseta del Centro (figura 15), donde se colectaron cuatro
poblaciones (Valparaiso, Momax, Mexquitic, Santa Maria del Rio) En esta region se encontraron 16
diferentes haplotipos: HO7SL, H44SL, H48SL, H50SL, H81SL, H85SL, H18SL, H19SL, H37SL, H39SL,

H46SL, H20SL, H41SL, H42SL, H43SL, H71SL.

—

Figura 15. Los circulos representan la frecuencia de haplotipos para la region de la Meseta del Centro,

donde se encuentran representados dieciséis haplotipos.

La ampliacion para la zona del Eje Neovolcanico y Sierra Madre del Sur (Tapalpa, Salvatierra, El Batan,

Acambay, Panza Cola, Morelia, La Gaitana y Rio Cuautla), sur de México (La Garzona) y Llanura
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Costera del Gofo Norte (Puente Nacional). En esta region se encontraron 52 diferentes haplotipos:
HO3SL, HO4SL, H62SL, H02S, H10SL, H53SL, H91SL, HOBSL, H19SL, H35SL, H37S, H72SL, H16SL,
H46SL, H48SL, H54SL, H58SL, H85SL, HO1SL, H14SL, H15SL, H25SL, H23SL, H26SL, H88SL,
H17SL, H22SL, H27SL, H28SL, H50SL, H75SL, H80SL, H84SL, H86SL, HO9SL, H51SL, HB3SL,
H74SL, H79SL, H82SL HO5SL, HO8SL, H41SL, H42SL, H63SL, H68SL, H69SL, H70SL, H57SL,

H59SL, H60SL, H87SL.Esta es la regidn geogréafica con la mayor diversidad genética (Figura 16).

Figura 16. Los circulos representan la frecuencia de haplotipos para la region Eje Neovolcanico, Sierra Madre del

Sury Llanura Costera del Golfo, donde se encuentran representados cincuenta y dos haplotipos.
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Los microsatélites de ADN del cloroplasto revelaron una diversidad haplotipica muy alta. En total, se
identificaron 95 haplotipos en los 210 individuos analizados (Figura 12). Dentro de las poblaciones, se
observaron entre 1 y 10 haplotipos, La diferenciacion genética parea los alelos ordenados (Nst) fue de
0,268 y para los alelos no ordenados (Gsr) fue 0.2, la prueba de permutacion para la comparacion de
Nst y Gsr fue significativa (p <0,001), lo que indica la estructura filogeografica en estas poblaciones. La
red de haplotipos obtenida mediante el software NETWORK 4.6.0 (Bandelt et al., 1995) para los 95
haplotipos se muestra en la Figura 17. En esta figura los haplotipos presentes en cada region
geografica se representan con un color diferente: azul para Baja California Sur, verde para la Sierra
Madre Occidental, café para la Meseta del Centro, amarillo para el Eje Neovolcanico, morado para la
Sierra Madre del Sur y rosa para la Llanura Costera del Golfo. Se observé una distribucién de
haplotipos mayor en las regiones geograficas del Eje Neovolcanico Sierra Madre del Sur y Llanura
Costera del Golfo, con esto nosotros sugerimos que el sitio de origen de la especie Salix bonplandiana

se encuentra focalizado para esas regiones del el centro de México.
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Figura 17. Red de haplotipos de Salix bonplandiana, donde los circulos representan las proporciones

haplotipicas para diferentes sitios geogréficos de territorio nacional mexicano.

66



8.4.2 Correlacion de la diversidad genética con variables geograficas y climaticas
Se hicieron analisis de regresién de los valores de diversidad genética por poblacion contra latitud,
longitud, altitud, y diecinueve variables bioclimaticas. Se encontré una correlacién significativa de la

latitud con la diversidad haplotipica de las poblaciones (R2= 0.30; P<0.0001) (Figura 18).
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Figura 18. Diversidad de haplotipos respecto a la longitud geografica de las poblaciones de Salix

bonplandiana estudiadas (R2= 0.30; P<0.0001).
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8.43 Analisis Morfométricos

Se hicieron andlisis de morfometria geométrica para 22 poblaciones de Salix bonplandiana localizadas
a lo largo del territorio nacional mexicano, dando como resultado que existen variacién en la morfologia
foliar de los individuos de Salix bonplandiana acorde a la configuracion de los landmarks (Figura 19). Se
encontraron diferencias significativas en la morfologia entre poblaciones de acuerdo al analisis canonico
(x2 =297.97; g.l.= 207; P=0.0003) (Figura 20. ). La figura 21 muestra la direccién de la deformacién de

las hojas de Salix bonplandiana.
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Figura 19. Variacion morfolégica de las hojas utilizando el programa CoordGen6: representacién de la
configuracién de cada coordenada correspondiente a cada lamdmark, donde se representa una

superposicion de coordenadas (contorno de las hojas) de cada poblacion de Salix bonplandiana.
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Figura 20. Andlisis canénico discriminante para las coordenadas Procrustes, para diferentes sitios
geograficos de territorio nacional mexicano considerando las 22 poblaciones de Salix bonplandiana
existiendo diferencias significativas entre las 22 poblaciones. (2 = 297.97; g.l.= 207; P=0.0003). El color de
los simbolos representa cada una de las regiones y la forma del simbolo representa a las distintas

poblaciones.

El analisis canédnico discriminante se realiz6 para veintidés poblaciones distintas localizadas en
diferentes sitios geogréficos divididos de la siguiente manera: La regién del cabo en Baja California Sur
las poblaciones fueron Laguna (Baja California Sur) triangulo azul, Estero San José del Cabo (Baja
California Sur) circulo azul, Todos Santos (Baja California Sur) cuadro azul. La region de la Sierra
Madre Occidental las poblaciones de Alamos (Sonora) cruz verde, Tepoca (Sonora) asterisco verde,
Sombreretillo (Sinaloa) triangulo verde, Chirimollos (Sinaloa) cuadro verde, Camichines (Nayarit)

estrella verde. En la regién de la Meseta del Centro las poblaciones de Valparaiso (Zacatecas) circulo
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naranja, Momax (Zacatecas) triangulo naranja, Mexquitic (San Luis Potosi) triangulo naranja, Santa
Maria del Rio (San Luis Potosi) asterisco naranja, Para la regién del Eje Neovolcanico y Sierra Madre
del Sur las poblaciones fueron Tapalpa (Jalisco) circulo amarillo, Salvatierra (Guanajuato) cuadro
amarillo, El Batan (Querétaro) circulo amarillo, Acamba (Edo. Mex) equis amarillo, Panza Cola
(Tlaxcala) circulo amarillo, Morelia (Michoacan) cruz amarillo, La Gaitana (Puebla) estrella amarilla, Rio
Cuautla (Morelos) equis amarilla. En la region de la Llanura Costera del Golfo fue Puente Nacional

(Veracruz) cuadro rosa y para la region del sur de México fue La Garzona (Oaxaca) circulo morado.
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Figura 21. Canonico 2 respecto a la distribucion longitudinal de Salix bonplandiana en veintidos diferentes
poblaciones. (F=6.0607; R2= 0.09; P<.0001). Donde a menor longitud la forma de la hoja es mas variada

segun las coordenadas Procrustes.
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La variable marginalmente més significativa que se reportara para el analisis Canénico 2 es el que
se da entre la longitud, donde a menor longitud (Figura 21). Donde a menor longitud la forma de la hoja
es mas variada segun las coordenadas Procrustes (F=6.0607; R2= 0.09; P<.0001). Esto se traduce a
que poblaciones que se localizan mas al Este de México tienen mayo variacién en la forma de las

hojas.

8.44 Escenarios de cambio climatico
Con los parametros climaticos de las localidades en las que se encuentra S. bonplandiana se

obtuvieron de la base de datos y de otras disponibles especificas para México (i. e. Atlas Climatico

Digital de México: http://www.atmosfera.unam.mx/uniatmos/atlas/) en los cuales se encontraron 213
sitios. Las areas de distribucion contemporanea y bajo escenarios de cambio climatico de S.
bonplandiana fueron modeladas siguiendo los procedimientos implementados en el programa ArcGis
version 9.3 (ESRI, 2008). Se trabaj6 con tres diferentes modelos climaticos cccma_cgecma3t,
csivo_mk30 y ukmo_hadcm3 en los cuales son escenarios severos a7b para los afios 2050 y 2080. Lo
cual se resume en los siguiente: b)cccma_cgem31-a7b-2050, c¢)ccema_cgem31-a7b-2080,
d)csivo_mk30-a7b-2050,e)csivo_mk30-a7b-2080, f) ukmo_hadcm3-a7b-2050 g) ukmo_hadcm3-a7b-

2080. Siendo a) probabilidad de ocurrencia 1950-2000 (Figura 23).
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Salix bomplandiana

Identidad climatica

Probabilidad de Ocurrencia (MaxEnt)
[ ] 0-0.069448563

[ 0.069448563 - 0.198424466

B 0 198424466 - 0350549889

I o 250549889 - 0512596536

I 0 512596536 - 0 843203978

Figura 22. Sitios de probabilidad de ocurrencia de Salix bonplandiana bajo diferentes escenarios de cambio
climatico.
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8.5 DISCUSION

Los resultados revelaron altos niveles de diversidad genética, con un total de 95 haplotipos para
veintidés poblaciones (Figura 12). EI nimero de haplotipos por poblacion (Na) fue de 1 a 10, mientras
que la riqueza de haplotipos (Ar) estuvo entre 1y 7.49 y la diversidad haplotipica (H) entre 0 a 0.982.
La poblacién Rio Cuautla (localizada en la parte central de México) fue la que tiene valores més altos de
diversidad genética, mientras la poblacion Estero San José localizado en Baja California Sur es la
poblacion con menor diversidad genética (Tabla 6). Estos altos valores de diversidad genética pueden
ser explicados por algunos de los atributos de la especies, como por ejemplo la forma de dispersién de
las semillas. Las semillas de sauce se encuentran adaptadas para dispersarse tanto por viento como por
agua, ya que la estructura plumosa de estas les permite mantenerse a flote por tensién superficial
(Seiwa et al., 2008). Por otro lado, las semillas de sauce que llegan a un lago o un rio por via aérea
pueden ser dispersadas secundariamente rio abajo por la corriente (Schneider & Scharitz, 1988;
Thebaud & Debussche, 1991; Anderson et al., 2000, Jansson et al., 2005; Merritt & Wohl, 2006). La
hidrocoria es una estrategia de dispersion a larga distancia muy efectiva para el flujo genético en los
ambientesriparios (Kudoh & Whigham, 1997; Lundqvist & Andersson, 2001). Sin embargo, la dispersién
por agua se limita a sitios que se encuentran conectados por agua superficial y con direccién rio abajo
de la planta madre (Soons, 2006), pero la dispersidn por viento en principio posibilita el flujo génico en

otras direcciones.

Por otra parte, los niveles de variacién genética de S. bonplandiana, fueron altos,
probablemente debido también a sus altos tamafios poblacionales y amplia distribuciéon geografica en
México. Por ello, podriamos sugerir que en gran parte de su historia ha existido alto flujo génico entre

estas poblaciones. Entendiendo que el flujo génico es el proceso por el cual los genes se mueven de
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una poblacién a otra, mediante la migracién de gametos oindividuos (Griffiths et al., 2004; Rodriguez et
al., 2004). Dependiendo de su intensidad y duracion, el flujo génico permite la diferenciacion u
homogenizacion de las poblaciones, estableciendo una relacion entre éste y la estructura génica
(Griffiths et al., 2004; Rodriguez et al., 2004). La variacion genética de una poblacion esta determinada
por su historia evolutiva y es consecuencia de las interacciones entre diferentes factores (Hedrick,

2005).

Al parecer, distribucion longitududinal es la variable geografica mas importante para explicar la
diversidad genética y diferenciacion morfologica. En este sentido, nuestros resultados sefialan que
existe una correlacion positiva entre longitud y diversidad haplotipica de Salix bonplandiana. Esto podria
ser efecto de la historia geoldgica y climatica que ha enfrentado la especie, con efectos de expansion de
area y el incremento de conectividad como ha sucedido con otras especies de los bosque templados, tal
como ha sido sugerido para algunas especies de pinos (Moreno-Letelier & Pifieiro, 2009; Rodriguez-
Banderas et al., 2009). En consecuencia, los cambios geoldgicos y climaticos histéricos pudieron haber
estructurado la variabilidad genética actual. Sin embargo, es necesario realizar estudios posteriores,
como revisar el registro fosil de la especie asi como estudios paleoambientales y paleoecologicos que
nos permita revelar el comportamiento de Salix bonplandiana durante los diferentes momentos
historicos geoldgicos y climaticos, para asi tratar de entender la distribucion de diversidad genética de

la especie.

Nuestros resultados sefialan que existe una correlacion positiva entre longitud y diversidad
morfolégica de Salix bonplandiana. La morfologia foliar es sensible a cambios debido a factores bidticos
y abioticos presentes en un habitat a las cuales estén sujetas dicha especie. Por lo tanto, la morfologia
de las hojas en plantas puede variar acorde a dichas condiciones como la luz, la temperatura, la
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humedad, la disponibilidad de nutrientes, la frecuencia de hibridacion y la herbivoria (Valladares et al.,
2000; Stewart, 2006; Wilsey et al., 1998; Diaz, 2004; Lempa et al., 2000; Canche et al., 2011; Christine
Krebs, 2011). Se ha demostrado en algunos trabajos que la morfologia foliar se ve modificada después
de eventos como la herbivoria (Coley et al., 1985; Mooper et al., 1991; Myers & Bazely, 1991; Cache
et al, 2011). Por ello, se determina que existen otros factores bidticos y abidticos que estan
determinando las diferencias morfolégicas mas que la propia estructura genética de las poblaciones de
Salix bonplandiana. Ya que nuestros resultados sefialan que no existe una correlacion significativa entre

morfometria y variacion genética.

La implementacion de los modelos de nicho ecoldgico como una herramienta para predecir las
distribuciones presentes y pasadas, han provisto un punto de vista complementario para compararlo
con la variacion genética de las poblaciones (Hugall et al., 2002; Waltari et al., 2007). Los modelos de
nicho ecoldgico incorporan modelos que reconstruyen la distribucién potencial de las especies basados
en las coordenadas geogréficas de las localidades, y que son extrapoladas a aéreas que representen
las condiciones ecoldgicas mas adecuadas para las especies (Guisan & Thuiller, 2005; Richards et al.,
2007). Estos modelos toman en cuenta variables como la temperatura, precipitacion, elevacion y otras
variables que podrian potencialmente influenciar la distribucion de las especies (Phillips et al., 2006). De
esta manera la combinacion de variabilidad genética y los modelos de nicho ecol6gico juegan un papel
importante ya que responden preguntas que no se pueden abordar en cada una de las aéreas por
separado. El modelado de nicho ecoldgico ha sido aplicado a los campos de la ecologia, biogeografia,
genética del paisaje, biologia en la conservacion entre otros (Guisan & Thuiller, 2005; Peterson et al.,
2007). Para este trabajo se trabajé con tres diferentes modelos climaticos cccma_cgem31, csivo_mk30

y ukmo_hadcma3, los cuales son escenarios severos a7b para los afios 2050 y 2080. Donde para todos,
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la méxima probabilidad de ocurrencia de Salix bonplandiana se encuentra enfocado a la zona centro de
México. Donde se encuentra el Eje Neovolcanico en el cual se encontraron registros de Salix durante el

pleistoceno tardio (Bradbury, 1997; Metcalfe, 2006).
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8.6 CONCLUSIONES

Se encontraron niveles moderados de diferenciacion genética (Gst > 0.5) entre las poblaciones
de S. bonplandiana, probablemente debido a que sus semillas son sumamente pequefias y
dispersadas por viento a distancias potencialmente grandes.

Poblaciones de amplia distribucién como es Salix bonplandiana tienen un alta variabilidad
genética entre poblaciones y dentro de las poblaciones.

La longitud es la variable geografica mas importante para explicar la diversidad genética y
diferenciacion morfoldgica.

Existen diferencias morfométricas entre poblaciones y entre individuos dentro de las
poblaciones, siendo la poblacion Estero San José del Cabo (Baja California Sur), la que tiene
menos similitud respecto a las demas.

La distribucién geografica de S. bonplandiana, se reducira bajo escenarios de cambio climatico
todos los modelos proyectados, la maxima probabilidad de ocurrencia de Salix bonplandiana se

encuentra enfocado a la zona centro de México.
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IX. DISCUSION GENERAL

Para este trabajo se determin6 la variacién morfolgica y genética de Salix bonplandiana, una especie
riparia de amplia distribucion en México, para discernir los patrones de herbivoria y asimetria fluctuante,
También se realizaron modelos de la distribucion geografica potencial para la especie en el presente y
bajo escenarios de cambio climatico global. Los resultados obtenidos para 22 poblaciones de S.
bonplandiana revelaron altos valores de variacion genética dentro y entre poblaciones, con un total de
95 haplotipos registrados. El nimero de haplotipos por poblacion (Na) fue de 1 a 10, mientras que la
riqueza de haplotipos aplicando rarefaccion (Ar) estuvo entre 1y 7.49 y la diversidad haplotipica (H)
entre 0y 0.982. En general se los niveles de variacion genética fueron mayores en el centro de México,
en particular en las poblaciones localizadas en el Eje Neovolcanico. Bradbury (1997) y Metcalfe (2006)
reportan que para el pleistoceno tardio en el Eje Neovolcanico habia presencia del genero Salix. Esta
region ha sido considerada como un importante centro de diversificacion para muchas especies (Nixon,
1993), y ha actuado como un puente natural entre otras provincias biogeograficas, por lo que el Eje
Neovolcanico, se ha constituido como un activo centro de evolucion de la biota Mexicana. Con lo cual, y
de acuerdo con la red de haplotipos, podriamos sugerir que el centro de origen de Salix bonplandiana
se orquestd en el Eje Neovolcanico. Estudios en especies de amplia distribucion han mostrado en
general altos niveles de variacion genética total y dentro de poblaciones para esta zona geogréfica,
ademas se ha encontrado la presencia de estructura filogeografica y una compleja distribucion
geografica de los haplotipos, lo cual indica que esas especies han tenido una compleja historia
poblacional en las areas que actualmente son ocupadas por ellas (Gonzélez-Rodriguez et al., 2004;
Tovar-Sanchez et al., 2008; Moreno-Letelier & Pifiero, 2009; Rodriguez -Banderas et al., 2009). En
nuestro trabajo, la prueba de permutacion para la comparacion de Nst y Gsr fue significativa (p <0,001),

lo que indica que Salix bonplandiana tiene una estructura filogeografica y existe cierto flujo génico entre
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poblaciones lo cual se ve reflejado al encontrarse haplotipos compartidos en algunas poblaciones.

En nuestro trabajo se analizaron las diferencias morfométricas de 210 individuos de S.
bonplandiana, dando como resultados que la longitud es la variable geografica mas importante para
explicar la diversidad genética y diferenciacion morfolégica, esto podria ser efecto de la historia
geoldgica y climatica que ha enfrentado la especie, con efectos de expansidn de area y el incremento
de conectividad como ha sucedido con otras especies de los bosque templados, tal como ha sido
sugerido para algunas especies de pinos (Moreno-Letelier & Pifieiro, 2009; Rodriguez-Banderas et al.,
2009). En consecuencia, los cambios geoldgicos y climaticos histéricos pudieron haber estructurado la

variabilidad genética actual.

En este trabajo se encontré que existen diferencias morfolégicas entre poblaciones. Karlsson
(1996), sefiala que muchas de las caracteristicas de las plantas pueden cambiar bajo diferentes
condiciones ambientales que se dan durante su ontogenia. Los érganos de las plantas mas expuestos a
condiciones ambientales son las hojas, por tanto, es de esperar que la estructura foliar se vea afectada
por diferentes condiciones ambientales. La morfologia foliar es sensible a cambios debido a factores
bidticos y abidticos presentes en un habitat a las cuales esté sujeta dicha especie. Por lo tanto, la
morfologia de las hojas en plantas puede variar acorde a dichas condiciones como la luz, la
temperatura, la humedad, la disponibilidad de nutrientes, la frecuencia de hibridacion y la herbivoria
(Valladares et al., 2000; Stewart, 2006; Wilsey et al., 1998; Diaz, 2004; Lempa et al., 2000; Canche et
al., 2011; Krebs, 2011). Se ha demostrado en algunos trabajos que la morfologia foliar se ve
modificada después de eventos como la herbivoria (Coley, 1985; Myers & Bazely, 1991; Cache et al.,
2011). Ciertas formas foliares actuan como barrera o atrayentes afectando la abundancia y los niveles

de dafio por herbivoria (Brow & Lawton, 1991). Nuestros resultados sefialan que existieron diferencias
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significativas entre poblaciones y entre individuos dentro de la mayoria de las poblaciones. A nivel de
poblaciones vegetales, se ha demostrado que los herbivoros tienen un impacto significativo, afectando
tanto condiciones demograficas, distribucién y abundancia de las mismas (Louda, 1982). En el nivel
individual, es reconocido que los herbivoros pueden afectar negativamente uno o mas componentes de
la adecuacion de las plantas (i.e. crecimiento, sobrevivencia, reproduccion); los herbivoros son
considerados como importantes agentes selectivos en la evolucion de las plantas (Whithman & Mooper,
1985). La herbivoria tiene un efecto diferente en las plantas hospederas dependiendo de una gran
variedad de factores bidticos y abiéticos (Coley & Barone, 1996). De tal modo que puede haber
variacion en los niveles de herbivoria a lo largo de la distribucion espacial de una especie debido a
factores genéticos y ambientales (Coley & Barone 1996). Por ende, las especies de amplia distribucion
como ocurre con Salix bonplandiana, se encuentran expuestas a que sus poblaciones se enfrenten a
diferentes factores biéticos y abidticos, los cuales pueden afectar negativamente uno o mas
componentes de la adecuacion de las plantas y esto provoca los patrones de herbivoria diferenciales a
lo largo de su distribucién geografica. Los resultados de los niveles de asimetria fluctuante para estre
trabajo nos indican diferencias significativas entre poblaciones (P<.0001), sin embargo solo se
encontraron diferencias significativas entre individuos dentro de las poblaciones para cinco de veintidos
poblaciones, estos resultados nos hacen deducir que entre poblaciones existen caracteristicas propias
del ecosistema en el que se encuentran, por ejemplo, la abundancia de herbivoros en cada poblacién,
que podrian explicar que la asimetria fluctuante sea diferencial a lo largo de la distribucion geogréfica.
Se ha reportado una relaciéon positiva entre la asimetria fluctuante y la herbivoria siendo que la
asimetria fluctuante sirve como un indicador de susceptibilidad al dafio hecho por herbivoros (Moller,
1995; Zvereva et al., 1997, Cornelissen & Stiling, 2005; Diaz et al., 2004). Nuestro trabajo concuerda

con estos autores, ya que se encontré una relacion positiva entre la AF y el dafio ocasionado por
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herbivoros, es decir, la herbivoria estd determinando mayores niveles de AF. Otro de nuestros
resultados derivd de las variables biocliméaticas, donde se determind que el intervalo diurno de

temperatura explicd una proporcién significativa de la variacién en los niveles de herbivoria.

Una herramienta que ha resultado de interés ante los evidentes cambios climaticos, es la
implementacion de los modelos de nicho ecoldgico, la cual nos ayuda a predecir las distribuciones
presentes, pasadas y futuras de los organismos. Estos modelos toman en cuenta variables como la
temperatura, precipitacion, elevacion y otras variables que podrian potencialmente influenciar la
distribucion de las especies (Phillips et al., 2006). De esta manera la combinacién de variabilidad
genética y los modelos de nicho ecoldgico juegan un papel importante ya que responden preguntas que
no se pueden abordar en cada una de las aéreas por separado. El modelado de nicho ecoldgico ha sido
aplicado a los campos de la ecologia, biogeografia, genética del paisaje, biologia de la conservacion
entre otros (Guisan & Thuiller, 2005; Peterson et al., 2007). Para este trabajo se trabajo con tres
diferentes modelos climaticos cccma_cgem31, csivo_mk30 y ukmo_hadem3, los cuales son escenarios
severos a7b para los afios 2050 y 2080. Donde para todos, la maxima probabilidad de ocurrencia de
Salix bonplandiana se encuentra enfocado a la zona centro de México. Donde se encuentra el Eje

Neovolcanico en el cual se concentra la mayor variacion genética y morfologica de la especie.
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X.  CONCLUSION GENERAL

Salix bonplandiana como otras especies de amplia distribucion tiene un alta variabilidad genética entre
poblaciones y dentro de las poblaciones. Se encontraron niveles moderados de diferenciacion genética
(Gst > 0.9), lo que indica que Salix bonplandiana tiene una estructura filogeografica y existe cierto flujo
génico entre poblaciones, lo cual se ve reflejado al encontrarse haplotipos compartidos entre las
poblaciones, esto podria ser debido a que sus semillas son sumamente pequefias y dispersadas por
viento a distancias potencialmente grandes. Las poblaciones que se localizan en el centro de México
son las poblaciones con mayor diversidad genética y diferenciacion morfologica donde, de acuerdo a la
red de haplotipos se sugiere que el sitio de origen de la especie Salix bonplandiana se encuentra
focalizado para esas regiones del centro de México. Existen diferencias morfométricas entre
poblaciones y entre individuos dentro de las poblaciones, siendo la poblacién Estero San José del Cabo
(Baja California Sur), la que tiene menor similitud respecto a las demas. Existen factores bidticos y
abidticos que estan determinando las diferencias morfoldgicas mas que la propia estructura genética de
las poblaciones de Salix bonplandiana. La distribucidén geografica de S. bonplandiana, se reducira bajo
escenarios de cambio climatico segun todos los modelos proyectados, la maxima probabilidad de
permanencia de Salix bonplandiana se encuentra en la zona centro de México. Los patrones de
herbivoria y asimetria fluctuante fueron diferenciales entre poblaciones y de los individuos dentro de las
poblaciones de Salix bonplandiana. Se encontrd una relacion positiva entre los niveles de herbivoria y la
asimetria fluctuante de Salix bonplandiana, a mayor area foliar consumida mayor asimetria fluctuante.
Nuestros resultados sefialan que los mayores niveles de herbivoria para Salix bonplandiana suceden
cuando el promedio de la temperatura media diurna anual oscila entre los 14 °C a 18°C. Se encontro
que el tamafio de la hoja de Salix bonplandiana no influye para determinar los patrones de herbivoria y

los niveles de asimetria fluctuante.
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