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RESUMEN / ABSTRACT

Balmea stormiae es una planta de familia Rubiaceae que se distribuye en pequefias areas aisladas en
Centroamérica y México. Esta especie se encuentra en peligro de extincion de acuerdo con la Unién
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN). En este trabajo se estudiaron a las
poblaciones de la Faja Volcanica Transmexicana en su porcion occidente. Se utilizé el intrén rps16 de
cloroplasto, el espaciador transcrito externo de ADN ribosomal nuclear (ETS) y siete Inter Secuencias
Simples Repetidas de ADN nuclear (ISSR) para evaluar la diversidad genética. Adicionalmente, se
analizo la variacion en la morfologia y su relacion con las condiciones climéticas de los sitios, y la
variacion en el area foliar. Los tres tipos de marcadores revelan diferenciacién genética entre Jalisco y
Michoacéan atribuida a la baja conectividad entre estas y a la baja capacidad de dispersiéon de semillas
y polen a larga distancia. EI ETS y las ISSR indican que Michoacan presenta variacion entre y dentro
de sus poblaciones con informacion genética compartida y también exclusiva, ademas de flujo genético
moderado. Las pruebas de neutralidad y la red de haplotipos con ETS revelan que la especie se
encuentra bajo expansion demografica, especialmente la poblacién de Zacapu presenta los valores
mas altos negativos y significativos con D de Tajima y Fs de Fu. Lo anterior coincide con la actividad
volcanica del Holoceno que indica que B. stormiae colonizé recientemente ese pedregal. Ademas,
podria estar relacionado con la ocupacién del pedregal por grandes asentamientos prehispanicos
desde hace 569-769 afios hasta la época de la conquista, lo cual pudo tener un impacto en la reduccion
poblacional de la especie con una posterior expansiéon. Por otro lado, el analisis morfométrico revela
gue existe diferenciacion en la forma de las hojas que es congruente con la distancia geogréfica entre
regiones y con la diferenciacion genética encontrada. Sin embargo, la prueba de Mantel indica que
estas relaciones no son significativas, por lo que la diferenciacién morfologica es atribuida a las
condiciones climéticas de los sitios. Se encontré que la variacion mensual en la evapotranspiracion y
la precipitacion anual influyen en la forma de las hojas. Las poblaciones de Zacapu y Arocutin tienen la
mayor variacion mensual en evapotranspiracion y son redondeadas en la base y agudas en la punta.
En cambio, las hojas de la Sierra de Manantlan y Nuevo San Juan Parangaricutiro son cordadas en la
base con puntas menos agudas, ademas de que estas poblaciones presentan la mayor precipitacion.
Finalmente se encontr6 que existen diferencias significativas en al area foliar entre Michoacan y Jalisco,

ademas las poblaciones que presentan mayor diferenciacion son la Sierra de Manantlan y Zacapu.

Palabras clave: Malpais, Jalisco, Michoacan, rupicola, hemiepifita.



Balmea stormiae is a plant of Rubiaceae family distributed in small isolated areas in Central America
and Mexico and is an endangered species according to the International Union for Conservation of
Nature (IUCN). The populations of the Trans-Mexican Volcanic Belt in its western portion were studied.
The chloroplast rps16 intron, the external transcribed spacer of nuclear ribosomal DNA (ETS) and seven
Inter-Simple Sequences Repeats of nuclear DNA (ISSR) were used to assess genetic diversity.
Additionally, the variation in morphology and its relationship with the climatic conditions of the sites and
leaf area differences were analyzed. The three types of markers reveal genetic differentiation between
Jalisco and Michoacén attributed to the low connectivity between them and the low dispersal capacity
of seeds and pollen over a long distance. The ETS and the ISSR markers indicate that Michoacan
presents variation between and within its populations with shared and also exclusive genetic information,
in addition to moderate genetic flow. Neutrality tests and the haplotype network of ETS reveal that the
species is under demographic expansion, especially the population of Zacapu has the highest negative
and significant Tajima’s D and Fu’s Fs values. This is consistent with the volcanic activity of the
Holocene that indicates that B. stormiae recently colonized that rocky outcrop. In addition, it could be
related to the occupation of that area by large pre-Hispanic settlements from 569-769 years until the
conquest, which had an impact on the population reduction of the species with a subsequent expansion.
On the other hand, there is differentiation in the shape of the leaves that is congruent with the
geographical distance between regions and with the genetic differentiation found, however, the Mantel
test indicates that these relationships are not significant. On the other hand, morphometric analysis
reveals differentiation in the shape of the leaves that is congruent with the geographical distance
between regions and with the genetic differentiation found here, however, the Mantel test indicates that
these relationships are not significant. On the other hand, morphometric analysis reveals differentiation
in the shape of the leaves that is congruent with the geographical distance between regions and the
genetic differentiation found here. However, the Mantel test indicates that these relationships are not
significant, so the morphological differentiation is attributed to the climatic conditions of the sites. It was
found that the monthly variability in potential evapotranspiration and annual precipitation influence the
shape of the leaves. The populations of Zacapu and Arocutin have the greatest monthly variability in
potential evapotranspiration and their leaves are rounded at the base and acute at the tip. In contrast,
the leaves of the Sierra de Manantlan and Nuevo San Juan Parangaricutiro are cordate at the base with
less sharp points, in addition these populations have the highest annual precipitation. Finally, it was
found that there are significant differences in the leaf area between Michoacan and Jalisco, in addition

the populations that show the greatest differentiation are Sierra de Manantlan and Zacapu.



INTRODUCCION

La diversidad genética es la variacion en el material genético (nucledtidos, genes y
cromosomas) de una poblacion, de una especie o entre especies (Frankham et al., 2002). Es
el nivel fundamental de la biodiversidad, debido a que constituye la materia prima sobre la que
actian los procesos evolutivos; ademas, provee a las poblaciones la potencialidad de
sobrevivir y adaptarse a largo plazo a las presiones de seleccion causadas por los cambios en
el ambiente (Barrett y Kohn, 1991; Hunter y Gibs, 2007). Dichos cambios ambientales pueden
estar dados por diversos factores como oscilaciones climaticas histéricas, desastres naturales

pasados o actuales, o por la perturbacion causada por el humano.

El aumento demogréfico del humano durante los Ultimos afios ha influido negativamente
sobre los ecosistemas debido al cambio de uso de suelo y a la explotacion desmedida de los
recursos naturales. Esto ha causado la disminucion en el tamafio de las poblaciones y una
acelerada pérdida de especies. El tamafio poblacional es un aspecto muy importante para la
diversidad genética, ya que las poblaciones grandes tienden a ser mas variables
genéticamente (Gaston, 2010). Sin embargo, cuando estas poblaciones grandes se ven
afectadas por la fragmentacion del hébitat o por eventos estocasticos como las catastrofes
naturales, pueden llegar a experimentar una fuerte reduccion en su tamafio (proceso mejor
conocido como cuello de botella). Como resultado, se obtendran poblaciones muy pequefias
sobre las que la deriva genética actuara con mayor fuerza, de tal manera que, con los cambios
en las frecuencias alélicas se puede disminuir la heterocigosidad y aumentar la homocigosidad
(Eguiarte, 1986). Esta disminucién en la heterocigosidad y aumento en la homocigosidad de
alelos deletéreos, son causadas por la endogamia, una situacion en la que se presenta el
apareamiento entre individuos con alto nivel de parentesco. La endogamia, puede tener como
consecuencia directa una reduccién en la reproduccién y sobrevivencia debida a la accién de
la seleccion natural sobre los alelos perjudiciales; a esta condicion se le conoce como
depresion por endogamia, fenOmeno que podria causar la extincion de una poblacion
(Frankham et al., 2002).



Ante esta problematica han surgido disciplinas como la genética de la conservacion, que
se encarga de evaluar la variacion genética, en particular de las especies que se encuentran
en alguna categoria de riesgo. Por otro lado, el estudio de la morfologia resulta complementario
a los andlisis de la diversidad genética. La variabilidad morfologica es la primera propiedad
que histéricamente hemos notado en los organismos; el estudio cuantitativo de esta y de su
covariacion con otros componentes (de origen genético, geografico o climatico) es el objetivo
de la morfometria geométrica (Bookstein, 1997; Jaramillo, 2011). Este tipo de estudios son
primordiales no solo para comprender la dinamica, la historia evolutiva o la adaptacion de las
poblaciones, sino que también nos permiten obtener informacién que puede ser util para

desarrollar estrategias futuras para el manejo de la biodiversidad (Schaal et al., 1991).

El objeto de estudio de este trabajo es Balmea stormiae, una especie de planta poco
estudiada; la Unica en su género dentro de la familia Rubiaceae. Esta especie fue incluida en
la categoria de proteccion especial en la NOM-059-SEMARNAT-2010, clasificada en la IUCN
(Unidn Internacional para la Conservacion de la Naturaleza) como en peligro (Martinez Salas
etal., 2017) y en el Apéndice | de CITES (the Convention on International Trade in Endangered
Species of Wild Fauna and Flora) debido a que presenta una disminucion gradual en sus
poblaciones, a causa del uso clandestino de la madera o la perturbacién de su habitat. Por otro
lado, esta planta tiene una gran especificidad de ambiente, lo cual podria estar induciendo un
aislamiento adicional comparado con otras especies distribuidas en ambientes mas continuos.
No obstante, no existen estudios concretos sobre el estado de conservaciéon en el que se
encuentra B. stormiae a lo largo de su rango de distribucién. Uno de los aspectos que no han
sido evaluados y que podria constituir un paso inicial, es conocer la variacion genética y
morfolégica foliar de sus poblaciones. Por lo que el propésito de este trabajo es estimar la
diversidad genética dentro y entre las poblaciones de B. stormiae de Michoacan y Jalisco
mediante marcadores ISSR, regiones de cloroplasto y de nudcleo, asi como analizar la

morfologia foliar y su relacion con la variacion genética.



ANTECEDENTES

Clasificacion taxondmica de Balmea stormiae

La familia Rubiaceae es una de las mas numerosas dentro de las angiospermas (Bremer
y Eriksson, 2009). La podemos encontrar en las regiones subtropicales y tropicales de todos
los continentes con mayor namero de representantes en el Paleotrépico, sin embargo, también
es considerablemente diversa en la region Neotropical (Manns et al., 2012). Se ha propuesto
gue la presencia de la familia Rubiaceae en Asia y Sudamérica puede ser explicada debido a
gue los primeros ancestros se encontraban en los bosques boreotropicales de Eurasia durante
el Cenomaniano-Turoniano (Cretacico tardio) y probablemente se hayan dispersado a larga
distancia hacia América a través de un océano Atlantico mas estrecho, provocado por la
cercania de los antiguos continentes (Manns et al., 2012; Wikstrom et al., 2015). Se ha dividido
a la familia Rubiaceae en tres subfamilias bien soportadas: Cinchonoideae, Ixoroideae y
Rubioideae (Bremer y Eriksson, 2009). Cinchonoideae es la mas pequefia de las tres
subfamilias, sus ancestros se encontraban en Sudamérica y se dispersaron a larga distancia
durante el Cretacico tardio a Paleoceno hasta llegar a Centroamérica y el sur de Norteamérica
(Manns et al., 2012; Wikstrom et al., 2015). Esta subfamilia incluye aproximadamente 1500
especies dentro de 120 géneros y nueve tribus, de las cuales solo dos se encuentran en el
Viejo Mundo, mientras que las siete restantes se distribuyen en el Neotrépico (Bremer y
Eriksson, 2009; Manns y Bremer, 2010). De las tribus exclusivas del Neotropico, Hillieae se
distribuye actualmente en Centro y Sudamérica y se ha inferido que se origind6 en
Centroamérica y se dispersd hacia Sudamérica durante el Mioceno (Manns et al., 2012;
Wikstrom et al., 2015). Dentro de la tribu Hillieae se encuentra Balmea stormiae, esta es una
especie poco estudiada y en los trabajos que se han realizado solamente la incluyen en
revisiones taxonodmicas y filogenéticas a nivel de familia y subfamilia. La posicion taxonémica
de B. stormiae en un principio era incierta, se ubicaba dentro de la tribu Cinchonaeae,
subfamilia Cinchonoideae (Fosberg, 1974; Martinez, 1942). Posteriormente se situé a Balmea
como parte de la tribu Hillieae en un estudio que utilizé datos morfologicos de polen (D’Hondt,

et al., 2004). Recientemente, mediante la utilizacién de marcadores de ADN en el trabajo de



Manns y Bremer (2010), se confirmd la posicion taxondmica de Balmea en la tribu Hillieae, asi

como la de varios géneros que no habian sido incluidos en estudios moleculares.

Descripcion de la especie

De acuerdo con la descripcion original (Martinez, 1942) y con observaciones personales
recientes, Balmea stormiae es un arbol de 4 a 7 metros de altura, pero puede llegar a medir
mas de 10 metros. La base de los tallos individuales es de 15 a 20 cm de didmetro y la corteza
es lisa. Tiene ramificaciones regulares cuando es joven, lo que le da una forma general conica,
pero son mas ramificados cuando adultos (figuras 1a y 1b). Las hojas son lustrosas, deciduas,
pecioladas, opuestas, ampliamente ovadas con la base cordada, el margen es entero y estan
agrupadas al final de las ramas (figuras 2a y 2b). Cuando caen, los peciolos y las estipulas

interpeciolares dejan una marca muy notoria en la rama.

Figura 1. A) Arbol joven de Balmea stormiae. B) Arbol adulto Figura 2. A) Forma de la hoja. B)
Disposicion alterna de las hojas



Su inflorescencia es terminal en cimas corimbosas péndulas, con un promedio de 9 a 13
flores (figura 3). Las flores son hermafroditas; de color rojo escarlata que se tornan purpuras
cuando maduran; son gamopétalas, rigidas y despiden un aroma dulce durante la noche.
Poseen caliz dividido en la base, con cinco sépalos lineares de color verdoso, que persisten
algun tiempo después de que las flores caen. La corola es decidua y subcilindrica, de hasta 28
mm de longitud, con cinco Iébulos enteros imbricados. Las flores tienen cinco estambres que
se insertan cerca de la boca del tubo y a diferencia de otras especies de rubiaceas, estos son
del mismo tamafo entre los individuos (homostilia) (figura 4). Las anteras no sobrepasan la
corola, son fusiformes y biloculares de 9-10 mm de longitud, con filamentos cortos y planos de
4 mm de longitud. El pistilo es del mismo color que la corola, de 20-23 mm de longitud, con
dos surcos opuestos; es ligeramente mas largo que los estambres, a lo cual se le denomina

hercogamia por aproximacion (figura 4). El ovario es infero bilocular con numerosos 6vulos.

lcm

B
Figura 3. Inflorescencia con flores en pre Figura 4. A) Diseccién de la flor mostrando los
antesis estambres y el pistilo. B) Limbo y tubo de la corola



El fruto es una capsula lefiosa, oblongo-ovada de hasta 28 mm de longitud, dehiscente
desde la punta en dos partes foliculares (figura 5). Cuando las flores caen los pedicelos giran
hacia arriba quedando las capsulas erectas (figura 6), probablemente como estrategia para
evitar que las semillas caigan cerca de la planta madre. Las semillas son numerosas, de hasta
6 mm de longitud, con alas reticuladas que son mas pequefas que el cuerpo de las semillas

(figura 7).

Figura 5. A) Fruto dehiscente desde el apice. B)
Infrutescencia con capsulas totalmente abiertas

imm

Figura 6. Infrutescencia inmadura con Figura 7. Semillas aladas, la escala
pedicelos girados mide 1mm



Mecanismos de dispersién y reproduccion

La floracion de este arbol se produce en época de lluvias, entre los meses de mayo a
septiembre y las hojas caen en los meses de noviembre a enero al mismo tiempo que se lleva
a cabo la maduracion del fruto. Se desconoce cuéles son los polinizadores de Balmea stormiae,
sin embargo, las caracteristicas que presentan sus flores (péndulas con forma subcilindrica
estrecha, con tamafo pequefio y con fragancia dulce durante la noche) sugieren una probable
polinizacion por esfingidos. Los esfingidos son lepiddpteros nocturnos que son atraidos por
fragancias dulces (Balkenius et al., 2002) y presentan una probdscide denominada
espiritrompa, la cual les permite obtener néctar de flores estrechas y tubulares. Se ha
determinado que, en el momento de su alimentacion, estos organismos quedan cubiertos de
polen en la superficie pilosa de su cara y en su espiritrompa, lo que los convierte en
polinizadores potenciales (Willmer, 2011). Se ha encontrado también, que algunos esfingidos
son capaces de volar muy rapido, suspenderse para polinizar en vuelo o de desplazarse
considerables distancias, lo que posiciona a estos insectos como los polinizadores mas
eficientes dentro de los lepidopteros (Willmer, 2011). Por lo que se puede inferir que para
Balmea stormiae, los esfingidos podrian transportar el polen a pedregales cercanos. Por otro
lado, las ligeras semillas aladas son transportadas por el viento, el cual es un sistema de
dispersion; sin embargo, las pequefias dimensiones del ala respecto al cuerpo de la semilla
sugieren que es una dispersién de menor alcance, que le permite alejarse poco de la planta
madre hacia pedregales contiguos.

Distribucion, habitat y forma de crecimiento

Balmea stormiae se distribuye en areas pequefias en Guatemala, El Salvador y México
(Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacan, Estado de México, Guerrero, Oaxaca, Chiapas) (figura
8), a una altitud entre los 1100 hasta los 2100 metros sobre el nivel del mar (Fosberg, 1974;
Martinez, 1942; Martinez Salas et al., 2017). Es conocida como “ayuque” (y sus variantes
“ayukua”, “ayuke”), “palo blanco”, “huele de noche” o “arbolito de navidad”. Esta especie habita
principalmente en o cerca de zonas con bosque de pino-encino o encino, sobre rocas o sobre

arboles como epifita (o hemiepifita), este Gltimo es un habito inusual que se presenta en pocos



géneros dentro de las Rubiaceas (Taylor, 1994). En Guatemala B. stormiae esta presente en
las inmediaciones del volcan Pacaya, en forma de epifita sobre laderas con bosque. En
Chiapas, una de las zonas mas lluviosas de México, se ha reportado en forma de arbol epifito,
en bosque mesdfilo de montafia, en areas de bosque de pino-encino. Hacia la parte norte del
Istmo de Tehuantepec B, stormiae se encuentra en la Sierra Madre del Sur en los Estados de
Oaxaca, Guerrero, Jalisco y Nayarit. En Oaxaca esta presente como epifita lefilosa o sobre
roca caliza y sedimentaria en sitios himedos de bosques de encino o pino-encino. También
sobre las rocas calizas de Guerrero se ha reportado a B. stormiae en ambientes de selva baja
caducifolia y en ecotono con bosque. En la Sierra de Manantlan en Jalisco se puede encontrar
a esta especie con habitos de hemiepifita (o trepadora) sobre encinos o Ficus y con poca
frecuencia sobre rocas (figura 9), en bosques de encino, pino-encino o de galeria y en selva
media subcaducifolia. En el cerro de San Juan, Nayarit, que forma parte la porcion norte de la
Sierra Madre del Sur, esta especie se ha reportado en bosque mesofilo, sin mas detalles sobre
su forma de crecimiento. Por otro lado, B. stormiae se distribuye también en Colima y
Michoacan, en la parte occidente de la Faja Volcanica Transmexicana, la zona de mayor
actividad volcanica en México. En las faldas del volcan de Fuego y del Nevado de Colima esta
especie se reporta en zonas de bosque de pino-encino y selva media subcaducifolia como
epifita o trepadora sobre arboles como Ficus (en areas abiertas) y Heliocarpus. En el caso de
Michoacan, Balmea se encuentra en ambientes volcanicos denominados “malpais”, cerca de
bosques de pino-encino en areas abiertas con vegetacion escasa y con suelo poco
desarrollado (figura 10 a). Crece principalmente como arbol anclado sobre rocas volcanicas y
con muy poca frecuencia sobre los arboles, presentdndose de esta manera Unicamente en su
etapa de plantula con tallas muy pequefias sin llegar a desarrollarse como epifita o trepadora
(figura 10 b).



Figura 8. Mapa de distribucidn de Balmea stormiae (Martinez Salas et al., 2017)
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Figura 10. B. stormiae en Michoacan. A) Malpais con zonas abiertas, B) Plantula sobre un arbol
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Usos y amenazas para la especie

A pesar de que B. stormiae se distribuye en varias localidades del territorio mexicano,
los ambientes en los que habita son muy especificos y se encuentran aislados debido a la
distancia entre ellos. Se ha estimado que él area de ocupacion de las poblaciones de esta
especie (AOO, como utilizado en la Lista Roja de la IUCN) es Gnicamente de 188 km? y esta
disminuyendo debido a la destruccion e invasion del habitat (Martinez Salas et al., 2017). Los
primeros indicios sobre el declive y las amenazas hacia las poblaciones de Balmea stormiae
provienen desde 1940 en Uruapan, Michoacan, en donde se ha reportado su valor ornamental
como arbol navidefio (Fosberg, 1974), practica que continla hasta nuestros dias. Por otro lado,
en los alrededores del lago de Patzcuaro y en Zacapu se utiliza la madera para la construccion
de techos, para la elaboracién de artesanias (mascaras), y como lefia. Ademas, el aumento
en la frecuencia de incendios, la explotacion de los bosques cercanos, la implementacion de
nuevas zonas de cultivo en las faldas de los pedregales, la remocion de rocas para la apertura
de caminos o para su uso en la construccion, y el pastoreo a pequefia escala, constituyen una
amenaza aun mayor para la disminucién del tamafio de las poblaciones y la erosion en la

diversidad genética de B. stormiae (Martinez Salas et al., 2017; comunicaciones personales).

Variacion genéticay las fuerzas de la evolucién

Las principales fuerzas que moldean a la variacién genética son la mutacion (cambios en las
bases nucleotidicas y en los alelos) y la recombinacién durante la reproduccion sexual. Sin
embargo, existen otras fuerzas que actian sobre la variacion genética: la seleccion natural, el
flujo genético y la deriva genética. La seleccibn natural consiste en la sobrevivencia y
reproduccion diferencial de los organismos, de tal manera que hay una eliminacion de los
individuos menos aptos y por consiguiente un incremento de alelos que pueden ser ventajosos
para la poblacién confiriéndole habilidades de adaptacién (Eguiarte, 1986). El flujo genético se
refiere al movimiento o migracion de genes de una poblacién a otra y dependera de la tasa de
migracion y de la frecuencia génica que presenten los individuos migrantes (Eguiarte, 1986;
Pifiero et al., 2008). Este puede tener dos efectos, uno de ellos es que puede haber un aumento

en la variabilidad que incremente las probabilidades de adaptacién; sin embargo, el otro efecto
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es la migracién de individuos con carga genética muy diferente adaptados a otras condiciones,
provocando disminuciéon en la adaptacion promedio de la poblacion (Eguiarte, 1986).
Finalmente, la deriva genética se define como los cambios al azar en las frecuencias alélicas
de una poblacién que ocurren de una generacion a otra. Esta fuerza actia sobre los alelos
neutros, los deletéreos (perjudiciales) o los alelos que dan ventajas adaptativas (Eguiarte,
1986).

Técnicas para el estudio de la diversidad genética

Un factor que limita los estudios de genética y filogeografia con plantas mas que con animales,
es la disponibilidad de marcadores moleculares adecuados (Schaal et al., 1998). Los
marcadores de ADN de cloroplasto se usan para llevar a cabo una primera caracterizacion de
la estructura genética (Hare, 2001), nos proporcionan informacién sobre la historia antigua o
eventos histéricos que ocurrieron en las poblaciones, ya que se trata de ADN de herencia
uniparental (materna) que se transmite a través de las semillas (Ennos et al., 1999; McCauley,
1995). Las regiones de ADN nuclear son las de mas rapida evolucion de los tres genomas en
plantas (Wolfe et al., 1987); son de herencia biparental y pueden ser dispersadas por semillas
o polen (McCauley, 1995). La distinta historia evolutiva que reflejan el ADN nuclear y de
cloroplasto se debe también a las diferencias en el tamafio efectivo poblacional (Ne)
(Cavender-Bares et al., 2011). En este sentido, los loci nucleares generalmente tiene un Ne
cuatro veces mayor que el que presentan los loci de cloroplasto de herencia uniparental, por
lo que la estructura filogeografica seria menos pronunciada en los primeros comparado con

los segundos (Hare, 2001).

Por otra parte, la PCR con ISSR involucra la reproducciéon de segmentos de ADN de
distintos tamafios presentes en una distancia amplificable entre microsatélites repetidos a lo
largo del genoma, los cuales estan situados en direcciones opuestas generalmente en el
genoma nuclear (Reddy et al., 2002). Esta técnica da como resultado un patron de fragmentos
para cada individuo, en donde la ausencia de banda indica que hay un homocigoto recesivo.
Por otro lado, las bandas visibles son consideradas como fenotipos dominantes y no podemos

diferenciar si se trata de un heterocigoto o un homocigoto dominante (Gonzalez y Aguirre,
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2007), lo cual estaria representando una desventaja para estos marcadores. Otra desventaja
es que las bandas del mismo tamafo podrian no ser homologas (Harris, 1999). No obstante,
se ha considerado que este no representa un problema cuando se trata de niveles
infraespecificos ya que se ha estimado que alrededor del 91% de las bandas con peso
molecular semejante son homologas (Wolff y Morgan-Richards, 1999; Rieseberg, 1996). Sin
embargo, las ventajas que los hacen utiles en analisis de diversidad genética son su alto
polimorfismo, alta reproducibilidad y no es necesario conocer la secuencia flanqueante por lo

gue existen primers universales (Dogan et al., 2007; Hakki et al., 2010).

Estudios de diversidad genética y filogeografia en Rubiaceas

No se han realizado estudios genéticos o filogeograficos que nos den cuenta de la
historia evolutiva y contemporanea de B. stormiae. Sin embargo, para otras especies de
rubiaceas si se han llevado a cabo estudios de este tipo. Entre las especies mas cercanas en
las que se ha examinado la variacion genética, se encuentra Antirhea aromatica (subfamilia
Cinchonoideae, tribu Guettardeae), una planta con distribucion restringida y endémica del
centro de Veracruz (Gonzalez-Astorga y Castillo-Campos, 2004). Esta especie presenta flores
blancas que son polinizadas por polillas, abejorros y murciélagos, mientras que sus semillas
son dispersadas por estos ultimos. En este trabajo utilizaron aloenzimas como marcadores,
encontrando alta diversidad genética dentro de las poblaciones en comparacién con otros
arboles tropicales y endémicos. Esta alta diversidad a pesar del pequefio tamafio poblacional
de la especie, la atribuyeron a su sistema reproductivo auto-incompatible debido a la
heterostilia y a la eficiencia de la polinizacion dentro de cada poblacion. Otros resultados que
encontraron fueron la alta diferenciacion genética debida a la reducida eficiencia de
polinizacion por la asincronia en la floracién y al aislamiento entre poblaciones causado por
fragmentacion que a su vez reduce el flujo genético. Ademas, este reducido flujo de genes
estimado mediante célculos indirectos (Nm), lo adjudican a la baja dispersion de semillas
puesto que los murciélagos frugivoros las depositan bajo la planta madre.

En un estudio posterior (Gaafar et al., 2014), se analizo la diversidad genética de la planta
del suroeste de Arabia Saudita, Breonadia salicina (subfamilia Cinchonoideae, tribu

Guettardeae), mediante intersecuencias simples repetidas (ISSR). Esta especie, al igual que
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Balmea stormiae, es la Unica en su género, sus flores despiden aroma dulce y se encuentra
en peligro critico. En este estudio encontraron que la diversidad genética es muy baja dentro
de las poblaciones, mientras que la diferenciacibn genética entre las poblaciones es
relativamente alta. Debido a lo anterior, los autores concluyen que esta especie se encuentra
en el borde de la extincion por lo que sugieren que se implementen programas para su

conservacion.

Dentro de Ixoroideae (la subfamilia hermana de Cinchonoideae) se han realizado estudios
genéticos o filogeogréficos de tres géneros (Trailliaedoxa, Emmenopterys y Coffea). Al igual
gue Balmea, el primero de estos géneros ha sido relativamente poco estudiado a pesar de
estar clasificada como planta protegida debido a que su Unica especie (Trailliaedoxa gracilis)
presenta poblaciones pequefias y habita lugares especificos aislados. En la investigaciéon
realizada por Jia et al. (2016) de este género monotipico chino, encontraron con datos de ADN
de cloroplasto (petA-psbJ y trnD-trnT), alta estructura genética entre poblaciones y baja
variacion dentro de las poblaciones, mientras que los datos de ADN nuclear (CAMX1F-
CAMX2R) mostraron alta variacion dentro de poblaciones y estructura filogeografica. Estas
incongruencias en sus resultados las atribuyen a las diferencias en el tamafo efectivo
poblacional entre los tipos de marcadores genéticos. En cuanto a la historia demogréfica, los
autores obtuvieron patrones similares en la distribucién de haplotipos con los dos tipos de
marcadores, los cuales indican un cuello de botella relativamente reciente que ocurrié durante
los ciclos glacial-interglaciares del Pleistoceno en el que las poblaciones se restringieron a

pequefias areas aisladas produciéndose flujo genético limitado.

En el segundo de los géneros dentro de la subfamilia Ixoroideae, se ha estudiado al arbol
relicto Emmenopterys henryi del Terciaro en China. En un primer trabajo, evaluaron la
estructura genética con base en polimorfismos de ISSR (inter secuencias simples repetidas) y
detectaron baja diversidad genética dentro de las poblaciones y mayor diferenciacion genética
entre las poblaciones (68.03%) sugiriendo que la deriva genética es el proceso predominante
en esta especie, ya que para especies endogamicas las estimaciones de variacion entre
poblaciones son de 70% o mas (Li y Jin, 2008). Otros resultados de ese trabajo indican poco

flujo genético que podria estar determinando la diferenciacién entre las poblaciones de E.
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henryi, ademas, observaron la formacion de grupos que coinciden con la distribucién
geografica. En un estudio mas reciente (Zhang et al., 2016), implementaron el uso de otros
marcadores tales como regiones intergénicas de cloroplasto (psbA -trnH, trnL -trnF, trnT -
trnL), la region ITS y AFLPs (polimorfismo en la longitud de fragmentos amplificados) para
investigar como es que el ambiente y factores geograficos en diferentes épocas han conducido
la diferenciacion genética a nivel filogeografico y de genética del paisaje de E. henryi. En este
trabajo infirieron que la variacion genética de esta especie se estructura geograficamente en
el Norte y Sur de China, ademas de estar asociada con eventos climaticos del Cuaternario,
mientras que la estructura genética parece estar determinada principalmente por el aislamiento

por distancia.

Con base en los resultados antes expuestos que se han obtenido en los estudios de otros
géneros de rubidceas (Breonadia salicina, Trailliaedoxa gracilis y Emmenopterys henryi) se
puede predecir que B. stormiae presentara baja diversidad genética dentro de sus poblaciones
y alta diferenciacion entre las poblaciones debido a sus caracteristicas de vida y de aislamiento
poblacional. Aunque, no existen barreras geogréficas infranqueables que pudieran estar
provocando aislamiento genético entre las poblaciones de Balmea stormiae, otras
caracteristicas que en conjunto incrementan la deriva genética (el tamafio poblacional pequefio,
el aislamiento por distancia y la especificidad de ambiente) podrian explicar la diferenciacion

entre las poblaciones.

Morfometria geométrica

La morfometria tradicional se basa en descripciones cualitativas de la forma; sus datos
primarios son las distancias (Tornese y Nabar, 2013; Cantin et al., 2013), mismas que dificultan
la observacion de los cambios morfolégicos debido a que no se conservan las relaciones
geométricas de la estructura en estudio (Benitez y Puischel, 2014). Los métodos para analizar
las distancias son los indices, los cuales tienen la desventaja de carecer de una estadistica
desarrollada y de presentar disminucion en la varianza (Atchley et al., 1976). Ademas, el
resultado de los indices es plasmado en tablas poco intuitivas (Benitez y Puschel, 2014). Sin

embargo, a principios del siglo XX con la revolucién en los andlisis de la forma se construyeron
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los cimientos metodoldgicos de la morfometria geométrica, permitiendo un mejor uso de la
informacion geométrica de un objeto (Rohlf y Marcus, 1993). Con el uso de coordenadas
cartesianas de marcas anatomicas (landmarks) se pudo tener una mejor visualizacion e
interpretacion de los resultados (Zelditch et al., 2012).

Dentro del campo de estudio de la morfologia en las rubiaceas, se han llevado a cabo
estudios principalmente en estructuras florales, frutos y con menor medida en hojas y en
asociacion con andlisis de variacion genética. En cuanto a estructuras florales existen estudios
en especies con distilia (polimorfismo florar con estilos cortos y largos) como Palicourea
padifolia, Psychotria carthagenensis y Oldenlandia salzmannii. En la primera de estas especies
encontraron que la forma de la flor es diferente entre los dos tipos de flores (con estilo corto y
largo) y que el tamafio de la flor influye en la posicidon de la antera, por lo que existe una
covariacion de caracteristicas florales entre los dos tipos de flores (Hernandez-Ramirez y Aké-
Castillo, 2014). En el caso de P. carthagenensis las flores de estilo corto generalmente son
mas grandes que las de estilo largo (Faria et al., 2012). En un intento por comprender la
biologia reproductiva de Oldenlandia salzmannii se analiz6 la anatomia y morfologia floral de
los dos tipos de flores encontrando que las flores con estilo corto tienen anteras y granos de
polen més grandes (Florentin et al., 2016). Por otro lado, el relacionar la variacibn morfométrica
y los datos genéticos, representa una herramienta muy Gtil para conocer si la variacion
morfoldgica tiene bases genéticas. En Rubiaceas esto ha sido poco explorado, por ejemplo,
en cuatro variedades de tres especies comerciales de café se realizaron estudios sobre
diferenciacion genética (matK y rbcL) y morfometria tradicional de hojas (Cao et al., 2014),
encontraron que con datos morfolégicos dos variedades de C. liberica presentaron
diferenciacion, no siendo asi con los datos moleculares. Estos autores argumentan que los
analisis morfométricos dieron resultados confiables, ya que la diferenciacién entre las dos
variedades es soportada por estudios con otros tipos de marcadores moleculares (ADN
mitocondrial, marcadores AFLP, RAPD e ISSR).

En este estudio, para Balmea stormiae se espera encontrar congruencia entre los patrones
de diferenciacion genética y morfologica, al menos entre las poblaciones mas distantes. Al
mismo tiempo que las condiciones del habitat y la forma de vida diferenciada entre Michoacan

y Jalisco tendrian un efecto en la morfologia de las hojas.
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HIPOTESIS

e Debido al pequefio tamafio poblacional, a la baja eficiencia en la dispersion de semillas
a larga distancia y al aislamiento producido por la especificidad de ambiente de Balmea
stormiae, los individuos presentan baja variacidn genética dentro de las poblaciones,

mientras que entre ellas existe diferenciacion genética y morfoldgica foliar

OBJETIVOS

Objetivo general

Analizar la variacion genética y morfoldgica foliar de las poblaciones de Balmea stormiae en

Michoacan y Jalisco, México.

Objetivos especificos

e Describir la variacion y estructura genética dentro y entre las poblaciones de B. stormiae.

e Analizar la relacion entre la distancia genética y la distancia geogréfica de las
poblaciones.

e Analizar la variacién en la forma de las hojas entre las poblaciones de la especie.

e Determinar la influencia de las variables climéticas sobre la formay el &rea de las hojas.

e Conocer si existe una relacion entre la variacion genética y la morfologica.
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MATERIALES Y METODOS

Areas de estudio y colecta

Se estudiaron cinco poblaciones de B. stormiae de México, cuatro de ellas distribuidas en
Michoacan en los pedregales de Arocutin, San Andrés Coru, Nuevo San Juan Parangaricutiro
y Zacapu, Y la quinta poblacion perteneciente a la Sierra de Manantlan en Jalisco (figura 11).
Adicionalmente, se exploraron los sitios de Nayarit y Colima, sin embargo, no hubo éxito en la

colecta en esos dos estados debido a la dificultad para encontrar a la especie.

De entre los sitios de colecta, las formaciones volcanicas de Michoacan pertenecen al
campo volcanico Michoacan-Guanajuato de la Faja Volcanica Transmexicana. En esta region,
el malpais de Zacapu inicié su formacion durante el periodo Terciario al surgir la Faja Volcanica
Transmexicana, sin embargo, la actividad volcanica continué hasta el periodo Cuaternario
(Pleistoceno-Holoceno) modificando el terreno (Reyes Garcia, 1998). Al flujo de lava y rocas
donde se colectaron los individuos de este estudio (El Capaxtiro) se le ha asignado una edad
de entre 1500 a 2500 afios de antigiedad, mientras que los volcanes aledafios tienen
aproximadamente 5 Ma de edad y la mayoria de las rocas volcanicas de la zona de Zacapu

son mas jovenes que 2.1 Ma (Reyes-Guzman, 2018).

Por otra parte, el Lago de Patzcuaro esta rodeado por diferentes tipos de volcanes y de
flujos de lava que tienen una edad del Plioceno al Holoceno. Uno de estos volcanes en el que
podemos localizar a B. stormiae es el Cerro La Taza, que se encuentra al SW del Lago, cerca
de la Ex Hacienda Charahuén y de San Miguel Nocutzepo y se le ha asignado una edad
aproximada de 8400 afios (Holoceno) (Garcia-Quintana et al., 2016; Osorio-Ocampo, 2014).

El territorio de Nuevo San Juan Parangaricutiro fue consecuencia de la actividad volcanica
del Plioceno, Pleistoceno y Holoceno (Bocco, 1998); ademas, se considera que el 50% del
terreno de la localidad se encuentra cubierto por cenizas o malpais provenientes del volcan
Paricutin durante su erupcion de 1943 a 1952 (Medina et al., 2000).
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En la localidad de San Andrés Coru, se presenta un volcan de talla mediana en escudo
nombrado El Metate, es considerado el mas joven del campo volcanico Michoacan-Guanajuato.
Este volcan produjo la erupcion de mayor volumen en México en el Holoceno e inicié su
actividad en el afio 1250 d. C. (hace aproximadamente 769 afios) con una duracion aproximada
de 30 afos. Entre los doce diferentes flujos de lava que este volcan produjo, los individuos de
B. stormiae que se colectaron en este estudio se encontraron en el de mayores dimensiones

(flujo 6) con 15 km, 2 km de ancho y 70 m de espesor promedio (Chevrel et al., 2016).

En el estado de Jalisco, la formacién de la Sierra de Manantlan (SM) pertenece a la Sierra
Madre del Sur cerca de su confluencia con la Faja Volcanica Transmexicana (Carabias, 2000).
La zona de colecta de Balmea stormiae es el Occidente de la SM en la Unidad Fisiografica Las
Joyas, esta es la parte mas alta y conservada de la SM; esta formada por roca volcénica
intrusiva y extrusiva que es producto del vulcanismo del Mioceno y Pleistoceno (Martinez y
Ramirez, 1998).
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Figura 11. Puntos de colecta de los individuos de Balmea stormiae: Sierra de Manantlan (azul), Nuevo San Juan

Parangaricutiro (verde), San Andrés Coru (amarillo), Arcutin (rojo) y Zacapu (fucsia). Los tridngulos blancos son los sitios
explorados sin éxito de colecta
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Las coordenadas geograficas de los sitios donde se ha registrado Balmea stormiae se
obtuvieron de la Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad (CONABIO)
y de Global Biodiversity Information Facility (GBIF). Para corroborar el contenido de dichas
bases de datos y para planear las colectas, se revisaron las colecciones del Herbario Nacional
(MEXU), de los Herbarios IBUG-CUCBA y ZEA CUCSur de la Universidad de Guadalajara y
del Herbario IEB del Centro Regional del Bajio de Michoacan. Las colectas de campo se
realizaron de 2016 a 2018, en dos de los ocho estados de México donde se ha registrado la
presencia de B. stormiae. Se traté de obtener material vegetal de los individuos que tuvieran

una distancia de 5 a 10 m entre ellos para evitar muestrear individuos clonales.

El nimero total de individuos para los analisis genéticos fue de 81 y oscilé entre 14 y 19
por poblacion, en las cinco poblaciones (tabla 1). Para la obtencién de ADN se colectaron dos
hojas sanas y jévenes por cada individuo, mismas que fueron tratadas de inmediato con gel
de silice para preservar de manera adecuada los tejidos. Para llevar a cabo el analisis de
morfometria geométrica se colectaron un total de 44 individuos y 237 hojas en solo cuatro de
las cinco poblaciones, ya que al realizar la colecta en la primera poblacién (San Andrés Coru)
aun no se tenia contemplado el analisis morfométrico (tabla 1). Se cortaron ramas tratando de
abarcar el estrato medio e inferior, evitando las hojas mas jovenes del estrato superior. Se
obtuvieron alrededor de diez hojas para cada individuo tomando en cuenta la ausencia de dafio,
su estado maduro y su completitud. Las hojas fueron prensadas cuidadosamente, se
descartaron aquellas que estaban dobladas o con deformacion por el prensado y fueron

escaneadas con un multifuncional HP Photosmart C4680 para proseguir con los analisis.
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Tabla 1. Individuos colectados

Genética Morfometria
Poblacion Estado Altitud #individuos  #individuos # hojas
(msnm)
Sierra de Manantlan Jalisco 1502-1888 16 8 53
Nuevo San Juan Michoacan 1876-1938 16 12 53
San Andrés Coru Michoacan 1761-1854 16 Sin colecta Sin colecta
Arocutin Michoacan 2129-2151 19 12 88
Zacapu Michoacan 2223-2244 14 12 43

Extraccion de ADN

Se extrajo ADN de 60 mg de tejido foliar de cada individuo mediante el Invisorb Spin Plant
Mini Kit de STRATEC. Se verificd la extraccion y calidad del ADN mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1%, con Buffer TBE 0.5% y se realizaron diluciones de las muestras de ADN
gue asi lo requerian. Se utilizaron tres tipos de marcadores moleculares: ADN de cloroplasto

(rps16), el espaciador transcrito externo (ETS) y las inter-secuencias simples repetidas (ISSR).

Amplificacién, visualizacién y secuenciacion de los marcadores nucleares y de

cloroplasto

Con el propésito de seleccionar regiones variables y sin mayores problemas para su
amplificacion, se realizaron pruebas exploratorias de amplificacién con diferentes primers de
cloroplasto y de nucleo, de los cuales se secuenciaron 19 y 7 respectivamente en cinco
individuos de cada poblacion. La region de cloroplasto que resulto variable fue el intron rps16
con los primers rpsF y rpsr2 publicados por Oxelman et al. (1997). El marcador nuclear
seleccionado fue el espaciador transcrito externo (ETS) que forma parte del espaciador
intergénico entre los genes 26S y 18S en la region de repeticion de ADN nuclear ribosomal.
Los primers utillizados para ETS fueron el BUR1 (Becerra, 2003) y ETS-iR1
(GGCAGGATCAACCAGGTAGOC).

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se llevé a cabo en un termociclador

Technne TC-412 con un volumen final de 25 pl. Cada reaccion se prepar6 con una mezcla de
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11.625 pl de agua estéril, 11.625 pl de Taq 2x Master Mix (New England BioLabs), 0.5 pl de
los primers forward y reverse y cantidad variable de ADN. Las condiciones de PCR para el
intron rps16 consistieron en una desnaturalizacion inicial de 95° por 2 min; 33 ciclos (95° por
30s, 57° por 1 min, 72° por 1 min 20s); y una extension final de 72° por 7 min. Por otro lado,
para el ETS se uso6 una desnaturalizacion inicial de 95° por 1min; 40 ciclos (95° por 10s, 55°

por 30s, 72° por 20s); y una extension final de 72° por 7 min.

La electroforesis horizontal se hizo en geles de agarosa al 1%, con Buffer TBE 0.5X
aplicando una corriente de 70 voltios durante una hora. Se cargaron los productos de la PCR
mezclandolos con buffer de azul de bromofenol (Blue Loading Dye 6X, New England Biolabs)
y con GelRed 100X (Nucleic Acid Gel Stain 10000X BIOTUM). Ademas, se utilizé6 un marcador
de peso molecular de 100 pb (DNA Ladder, New England Biolabs) para verificar que las
secuencias correspondieran con el tamafio esperado. La visualizacion y fotografiado de los
fragmentos se realiz6 por medio de un transiluminador de luz ultravioleta. Los fragmentos
resultantes de la PCR fueron enviados al servicio de secuenciaciéon de Macrogen Inc. Las
secuencias forward y reverse obtenidas, se ensamblaron automaticamente con Sequencher
v4.8 (Gene Codes Corporation, 2007) y se revisaron manualmente los electroferogramas para

corregir los errores en las bases nitrogenadas que no fueron detectados por el programa.

Andlisis de los datos de ADN nuclear y cloroplasto

Las secuencias obtenidas de los datos nucleares y de cloroplasto se editaron y se alinearon
manualmente en el programa BioEdit v7.1.9 (Hall, 1999). Las ambigledades en las secuencias
de cloroplasto fueron tratadas como datos faltantes codificadas con signo de interrogacion y
los haplotipos fueron determinados en DNAsp (Librado y Rozas, 2009). En el caso de los datos
nucleares en organismos diploides es frecuente encontrar individuos con dos alelos o
haplotipos (Zhang et al., 2003). Debido a lo anterior, primero se detecté de manera visual en
el electroferograma de las secuencias los dobles picos correspondientes a los individuos
heterocigotos. Estas ambigliedades se resolvieron con el método de phase (Stephens et al.,
2001), un procedimiento Bayesiano basado en la teoria coalescente que permite la

reconstruccion de los haplotipos de cada individuo; dicho analisis se llevé a cabo mediante el
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directorio DNASphase dentro del programa DNAsp (Librado y Rozas, 2009). Posteriormente,
se hizo una busqueda y eliminacion de los bloques con recombinacion dentro de las

secuencias de nucleo con IMgc (Woerner et al., 2007).

Se calcularon los indices de diversidad nucleotidica de Nei (1), de diversidad haplotipica
(Hd) en DNAsp. Para conocer las relaciones genealdgicas entre los haplotipos tanto de nicleo
como de cloroplasto, se construy6 una red de haplotipos con Median Joining con el programa
PopART (Bandelt et al., 1999). Para la red de haplotipos del rpsl6 se agreg0 la secuencia
obtenida de GenBank (Benson et al., 2012) de un individuo de Colima reportado en el estudio
de Manns y Bremer (2010), el cual no fue considerado para el resto de los andlisis. El programa
Arlequin (Excoffier y Lischer, 2010) se utiliz6 para evaluar la diferenciacion genética dentro y
entre las poblaciones con un analisis molecular de varianza (AMOVA) y para conocer la
demografia (pairwise mismatch distribution). Ademas, se hicieron pruebas de neutralidad con
Fs de Fu (Fu, 1997) y D de Tajima (Tajima, 1989b) para detectar desviaciones al equilibrio
demografico de las poblaciones en DNAsp (Librado y Rozas, 2009) en donde valores negativos

significativos de Fs indican expansion de la poblacion o seleccion.

Se calculé también la diversidad genética dentro de las poblaciones (hS); la diversidad
genética total (hT); y la diferenciacion genética con Gst y Nst en el programa PERMUT (Pons
y Petit, 1996). El Gst se basa en frecuencias de haplotipos mientras que el Nst en frecuencias
y distancias; un valor de Nst significativamente mayor que Gst es indicio de estructura
filogeografica. Por otro lado, se detectaron las posibles barreras en el flujo genético de B.
stormiae, mediante el algoritmo de Monmonier en el programa Barrier v.2.2 (Manni et al., 2004)
utilizando las diferencias pareadas de FST entre las poblaciones. Ademas, se realiz6 una
prueba de MANTEL en GenAlEx v6.5 (Peakall y Smouse, 2006) (Excoffier y Lischer, 2010)
usando los valores de Fst pareadas y las distancias geograficas lineales para conocer si existe
una relacion entre la distancia genética y la distancia geografica de las poblaciones y evaluar

el aislamiento por distancia.
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Amplificacién de ISSR

Se hicieron experimentos iniciales con 28 primers del Set de primers UBC #9 disefiados
por la Unidad de Servicios de Proteinas y Acidos Nucleicos de la Universidad de Columbia
BritAnica en un termociclador de gradientes “MasterCycler Gradient” (Eppendorf) para
determinar la temperatura de alineamiento Optima para cada ISSR. Se eligieron un total de
siete primers que resultaron con mayor reproducibilidad y claridad en los patrones de bandas.
Las condiciones de amplificacién por PCR para cada uno de ellos se muestran en la tabla 2.
Cada reacciéon de amplificacion consistié en lo siguiente: 2.5 pl de GoTaq PCR Buffer, 0.5 pl
de dNTPs Mix, 1.5 uyl de MgClz, 0.5 ul del primer UBC, cantidad variable de ADN, 0.125 ul de
GoTaq polimerasa y la cantidad de agua suficiente para obtener 25 ul de contenido final. Las
reacciones que arrojaron resultados con poca visibilidad y con bandas dudosas fueron
amplificadas nuevamente.

La observacion del patron de bandas se realiz6 mediante electroforesis a cinco voltios por
centimetro (5V/cm) en geles de agarosa al 1.5%, con TBE 0.5X. Los productos de la PCR se
cargaron con buffer de azul de bromofenol (Blue Loading Dye 6X, New England Biolabs) y se
utilizé un marcador de peso molecular de 100 pb (New England Biolabs, UK) para observar el
tamafo de los fragmentos. Los geles fueron posteriormente tefiidos en una dilucion al 3X del
colorante GelRed (Nucleic Acid Gel Stain 10,000X, BIOTUM) durante 30 minutos y los
fragmentos se observaron y fotografiaron en un transiluminador de luz ultravioleta (UVP). La
electroforesis se repitio para los geles que resultaron con bandas confusas, para corroborar la

presencia de las mismas.

Tabla 2. ISSR usados en este estudio

Nombre de iniciador Secuencia de iniciador Condiciones de PCR
UBC807 5’-AGAGAGAGAGAGAGAGT-3’ 94°C - 5 min, 38 ciclos (94°C - 1min, 50°C — 45s, 72°C — 2min), 72°C — 5min
UBC811 5'-GAGAGAGAGAGAGAGAC-3’ 94°C - 5 min, 38 ciclos (94°C - 1min, 47°C — 45s, 72°C — 2min), 72°C — 5min
UBC814 5°-CTCTCTCTCTCTCTCTA-3’ 94°C - 3 min, 38 ciclos (94°C - 1min, 48.5°C — 45s, 72°C — 2min), 72°C — 5min
UBC841 5'-GAGAGAGAGAGAGAGAYC-3’ 94°C - 5 min, 38 ciclos (94°C - 1min, 50°C — 45s, 72°C — 2min), 72°C — 5min
UBC842 5’-GAGAGAGAGAGAGAGAYT-3’ 94°C - 5 min, 38 ciclos (94°C - 1min, 52°C — 45s, 72°C — 2min), 72°C — 5min
UBC844 5-CTCTCTCTCTCTCTCTRC-3’ 94°C - 3 min, 38 ciclos (94°C - 1min, 50°C — 45s, 72°C — 2min), 72°C — 10min
UBC825 5°-ACACACACACACACACT-3’ 94°C - 5 min, 38 ciclos (94°C - 1min, 52°C — 45s, 72°C — 2min), 72°C — 5min
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Andlisis genéticos con ISSR

Se revisaron las fotografias de los geles obtenidos con los ISSR, se registraron y
codificaron las bandas de forma binaria con presencia “1” o ausencia “0” (Wolfe, 2005) en una
matriz de datos. Con el programa Adobe Photoshop CS6 Portable se edit6 el color en las
fotografias que asi lo necesitaran, para tener una mejor visualizacion de las bandas (figura 12).
Las bandas con poca definicion (“fantasmas”) o que resultaron de dificil interpretacion no
fueron registradas.

GEL 1.5% 841 17 octubre 2018
~440V 200min 1818-1932
100pb K16 K17 K18 K19 K20 K21 K22 K23 K30 K31 K32 N33 K34 K36 K37
o
—
-
B

Figura 12. Inversion del color en las fotografias para mejorar visualizacion de las bandas

Para realizar los analisis estadisticos se asumié equilibrio de Hardy-Weinberg en las
poblaciones debido a que se trata de marcadores dominantes y no es posible hacer una
distincion entre individuos heterocigotos y homocigotos dominantes (Gonzalez y Aguirre, 2007).
Se realiz6 una curva de acumulacion de genotipos en el paquete Poppr en el programa Rstudio

para conocer si los loci muestreados fueron suficientes.
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Los estimadores utilizados para calcular la diversidad genética fueron el nimero de alelos
observados (Na), el numero de alelos efectivos (Ne) (Kimura y Crow, 1964), la diversidad
genética de Nei (h) (Nei, 1973), el porcentaje de loci polimérficos (%P) y el indice de Shannon
() el cual no asume equilibrio de Hardy-Weinberg (Lewontin, 1972). También se calculé la
diferenciacion genética (Gst) y el flujo genético (Nm) de manera indirecta como Nm = 0.5 (1-
Gst) / Gst. Todos estos andlisis se llevaron a cabo en el programa Popgene v1.31 (Yeh et al.,
1999). En GenAlEx v6.5 (Peakall y Smouse, 2006) se llevaron a cabo los siguientes analisis:
un analisis de varianza molecular (AMOVA); las distancias genéticas entre las poblaciones con
el método de Nei (1972) y el estimador no sesgado de Nei (1978); un andlisis de coordenadas
principales (PCoA) para conocer el agrupamiento de los individuos; y una prueba de Mantel
(1967) para conocer la relacion entre la distancia genética de Nei y la distancia geogréafica

lineal de las poblaciones.

La estructura genética se determiné con un analisis bayesiano en el programa
STRUCTURE v2.3 (Pritchard et al., 2000) donde los datos se tomaron en cuenta como
marcadores dominantes (Falush et al., 2007) usando el modelo de ancestria mezclada y
frecuencias alélicas correlacionadas. El andlisis se hizo con un periodo burn-in de 100,000,
una longitud de corrida de 1,000,000 repeticiones de MCMC (cadena Markov Monte Carlo) y
10 réplicas independientes para cada valor de K (1 a 6). Con los resultados arrojados por
STRUCTURE se determiné el nimero adecuado de grupos con el valor de delta K de acuerdo
con Evanno et al. (2005) en el programa en linea Structure Harvester v0.6.94 (Earl y VonHoldt,
2012) y se generaron las graficas de ancestria del valor éptimo de K usando STRUCTURE.
Por otro lado, se us6 el programa Barrier v.2.2 (Manni et al., 2004) para detectar las posibles
barreras en el flujo genético de B. stormiae con el algoritmo de Monmonier, usando las

diferencias genéticas de Nei que se obtuvieron en GenAlEx v6.5 (Peakall y Smouse, 2006).
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Andlisis de la variacion morfoldgica foliar

Se definieron los landmarks (puntos homologos entre estructuras u organismos) en los
extremos de las hojas (apice y base) y los semilandmarks en las zonas de minima o méaxima
cobertura (Lopez Galan, 2015) con ayuda del programa MakeFan (Rohlf, 2005). El registro de
las coordenadas de 2 landmarks y 42 semilandmarks en cada una de las 237 hojas se realiz6
en tpsDig2 (Rohlf, 2005). Se realizé un proceso de relajacion de semilandmarks en el programa
CoordGen6 en el paquete IMP (Sheets, 2004). Posteriormente se llevd a cabo una
superposicion de Procrustes en el programa MorphoJ (Klingenberg, 2011) con la finalidad de
eliminar el efecto de la localizacién, escala, rotacién y tamafio. En el mismo programa realizo
un analisis de componentes principales (PCA) y uno de variables canonicas (CVA) de los
puntos Procrustes para observar la variacion morfologica foliar entre las poblaciones

estudiadas.

Se analiz6 la influencia de 19 variables climaticas del Atlas Climético Digital de México
(UNAM) y 15 de Environmental Rasters for Ecological Modeling (ENVIREM), sobre la
morfologia de las hojas. Adicionalmente se usaron la radiacion media anual, la Latitud y
Longitud fueron incluidas en la matriz de datos. Para llevar a cabo el andlisis, primero se
eliminaron las variables que representaran la misma medicion en ambos conjuntos de datos y
posteriormente se realizé6 un andlisis de correlacién entre las variables en Rstudio para
descartar aquellas que estuvieran muy relacionadas. Finalmente, se llevé a cabo un analisis
de minimos cuadrados (PLS) en MorphoJ para conocer la relacién entre la morfologia y las

variables climéaticas.

Para evaluar la relacion de la diferenciacion morfométrica con la distancia geografica y la
diferenciacion genética se llevd a cabo una prueba de Mantel en GenAlex. Se utilizaron las
distancias de Mahalanobis entre grupos que resultaron al realizar el analisis de variables
canodnicas en MorphoJ. Las distancias genéticas utilizadas fueron las fst pareadas de rpsl16 y
ETS.
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Por otro lado, se analizo la relacion entre el &rea foliar contra el didmetro a la altura del pecho
(DAP) y la altura de los individuos, esto con el fin de descartar que la variacion en el area de
las hojas se deba al tamafio de los individuos. Se obtuvo el area para cada una de las hojas
mediante Adobe Photoshop CS6 Portable y se realiz6 un analisis de ANOVA para conocer Si

existen diferencias en el area foliar entre poblaciones y regiones.
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RESULTADOS

Diversidad y diferenciacion genética con rpsl6y ETS

El alineamiento de las bases del rps16 excluyendo los datos faltantes o con gaps, consté de
72 individuos y 716 pb. Se obtuvieron 13 secuencias para San Andrés Coru, 19 para Arocutin,
12 para Nuevo San Juan, 13 de Zacapu y 15 de Manantlan. Por otra parte, el ADN nuclear
presentd cuatro eventos de recombinacion que fueron removidos con el programa IMgc
(Woerner et al., 2007), resultando una base de datos sin recombinacién con un total de 60

individuos, 109 secuencias y 560 pb.

Con el intron rpsl6 se encontraron tres sitios polimorficos y dos haplotipos. La diversidad
haplotipica (Hd=0.335=+0.056) y nucleotidica (r =0.0014 +0.00024) fueron bajas. Los valores
de Nst y Gst son iguales, indicando que no hay estructura filogeografica con este marcador.
Por otro lado, de acuerdo con la medida indirecta de Nm (0), no hay flujo genético entre las
poblaciones. Ademas, tanto con D de Tajima como con Fs de Fu, se obtuvieron valores
positivos no significativos, por lo que no hay desviaciones a la neutralidad (tabla 3).

En contraste, con los datos nucleares se obtuvieron 16 ribotipos,17 sitios polimérficos y
diversidad nucleotidica baja (7=0.00187), con poco flujo genético (0.56). Por otra parte, el
promedio de diversidad dentro de poblaciones y la diversidad haplotipica total fueron mayores
(hS=0.484, Hd=0.705 + 0.041). Ademas, el andlisis de permutaciones indica que el valor de
Nst fue mayor al de Gst (Nst=0.377, Gst=0.362), sin embargo, estas diferencias no fueron
significativas por lo que no existe estructura filogeografica. Finalmente, las pruebas de
neutralidad para el total de las poblaciones fueron negativos y significativos. Con estos
resultados, la prueba de D de Tajima (-1.8861, P < 0.05) indica que hay exceso de
polimorfismos poco frecuentes que representan nuevas mutaciones. En tanto que, la prueba
de Fs de Fu (-11.45) y la distribucion unimodal de Mismatch indican que hay expansion

demografica (tabla 3y figura 13).
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Tabla 3. Estimadores genéticos para el ADN nuclear y de cloroplasto

rps16
N 72
Numero de secuencias 72
Longitud de secuencias (pb) 716
S 3
H 2
Hd 0.335 £ 0.056
n 0.0014 + 0.00024
Gst 1
Nst 1
Nm 0
D de Tajima 1.18701
Fs de Fu 4.276

ETS
60
109
560
17
16
0.705 +0.041
0.00187
0.362
0.377
0.56
-1.8861* (P < 0.05)
-11.45

N=# de individuos, S=# de sitios polimérficos, H=# de haplotipos, Hd=diversidad haplotipica,
n=diversidad nucleotidica, Nm=flujo genético (Nei 1973).

Figura 13. Distribucién de Mismatch de las diferencias pareadas de ETS
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De acuerdo al analisis de diversidad por poblacion con el ETS (tabla 4), las poblaciones con
mayor diversidad haplotipica y nucleotidica son Arocutin y Zacapu, en cambio la que tiene
menor diversidad es Manantlan. En cuanto a la estimacion de la neutralidad con la D de Tajima
y Fs de Fu, Zacapu presenta valores negativos significativos, lo que significa que hay

desviaciones de la neutralidad esperada y esta bajo una expansion poblacional.

Tabla 4. Medidas de diversidad para el ETS por poblacién

Arocutin Zacapu San Andrés Coru Nuevo San Juan Manantlan
# secuencias 30 14 21 23 21
# haplotipos 6 6 5 5 2
S 8 5 4 4 1
Hd 0.65287 £ 0.0716 0.68132 £ 0.1316 0.5381 +£0.1145 0.45455 £ 0.1234 0.09524 +0.0843
n 0.00237 + 0.00149 £ 0.001266  0.00119 + 0.001062  0.0009 + 0.000886 0.00017 £ 0.000344
0.001689
D de Tajima -1.03894 -1.62314 -1.14096 -1.47698 -1.16356
P-valor, D de Tajima 0.165 0.038 0.192 0.066 0.146
Fs de Fu -0.80868 -3.54967 -2.11904 -2.77552 -0.9189
p-valor, Fs de Fu 0.333 0.001 0.032 0.013 0.081

S= numero de sitios polimérficos, Hd = diversidad haplotipica, = diversidad nucleotidica

El analisis molecular de varianza con el intrén rpsl6é cuando no es considerada la
diferenciacion regional, muestra que la totalidad de la variacion estad localizada entre
poblaciones. De igual manera cuando se toma en cuenta la regionalizacion (Michoacan y
Jalisco) la totalidad de la variacion se explica por las diferencias entre regiones (tabla 5).

Por otra parte, en el analisis con el espaciador transcrito externo, el AMOVA a nivel
poblacional no regionalizado sugiere que la mayoria de la variacion se encuentra dentro de las
poblaciones con un 64.34%. No obstante, al realizar el andlisis con diferenciacion regional, la
variacion es explicada por las regiones con un 47.93%, seguido por la variacion dentro de las
poblaciones con 45.66% (tabla 6).
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Tabla 5. Analisis de varianza molecular para rps16

Fuente de variacion Grados de Suma de % de indice de
libertad cuadrados variacion fijacion
AMOVA por Entre poblaciones 4 35.625 100 FST=1%*
poblaciones
Dentro de poblaciones 67 0 0
Total 71 35.625
AMOVA por Entre grupos 1 35.625 100 FCT=1
regiones -
Entre poblaciones 3 0 0 FSC=0
Dentro de poblaciones 67 0 0 FsT=1**
Total 71 35.625
*P <0001, **P <0.0001
Tabla 6. Andlisis de varianza molecular para ETS
Fuente de variacion Grados de Suma de % de indice de fijacién
libertad cuadrados variacion
AMOV{'\ por Entre poblaciones 4 18.818 35.66 FST= 0.35660%* *
poblaciones
Dentro de poblaciones 104 37.88 64.34
Total 108 56.697
AMOVA por Entre grupos 1 14.427 47.93 FCT =0.47931
regiones
Entre poblaciones 3 4.391 6.41 FSC=0.12308*
Dentro de poblaciones 104 37.88 45.66 FST= 0.54340%*
Total 108 56.697
*P <0.001, **P <0.0001

Redes de haplotipos y barreras genéticas con rpsl6y ETS

Los datos del intron rpsl6 presentan una escasa variacion con solo dos haplotipos. Sin

embargo, esta fue la regién de cloroplasto, de las 19 probadas preliminarmente, en la que se

encontro la mayor variacion. En este analisis el haplotipo con mayor frecuencia y distribucion

fue el H1 en 57 muestras y 4 poblaciones, en tanto que el H2 se encontré en 16 muestras y

una poblacién. Estos dos haplotipos se encuentran separados por tres mutaciones; el H1 se

presentd solo en las poblaciones de Michoacan y el H2 en Manantlan y en el unico individuo

de Colima (figura 14).
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La variacion que presenta el espaciador transcrito externo es mayor a la presente en el
rpsl6 ya que se encontraron 16 ribotipos (figura 15). El ribotipo con mayor distribucion y
abundancia fue el H2 en 55 muestras de Michoacan, seguido por el ribotipo H15 en 20
muestras de Jalisco. Se encontraron 9 ribotipos Unicos, uno en San Andrés Coru, tres en
Arocutin, dos en Nuevo San Juan, dos en Zacapu y uno en Manantlan. Por otro lado, no hay
haplotipos compartidos entre Michoacan y Jalisco, por lo que hay dos grupos genéticos
separados. La separacion de haplotipos con los dos tipos de marcadores es congruente con

la barrera en el flujo genético detectada por el algoritmo de Monmonier (figuras 14 y 15).
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Figura 14. Relaciones y distribucion geogréfica de los haplotipos de rps16. La linea negra representa la barrera genética detectada. .
1=Coru, 2=Arocutin, 3=San Juan, 4=Zacapu, 5=Manantlan
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Figura 15. Distribucion geografica y red de los ribotipos del espaciador transcrito externo (ETS). El color de las poblaciones
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Prueba de Mantel con ETS y rps16

Los resultados de la prueba de Mantel (figuras 16 y 17), indican que existe una alta relacién
positiva de la distancia geografica con las distancias genéticas calculadas mediante los datos
de rpsl6 y ETS, sin embargo, esta no es significativa (R?=0.983 y R?=0.831 p>0.05,
respectivamente).

rps16

1.200

1.000 y =0.0045x - 0.1635
R?=0.9831

0.800
0.600
0.400
0.200

Distancia genética (Fst)

0.000 ® @
0 20d).OOO 50.000 100.000 150.000 200.000 250.000 300.000
) Distancia geografica

Figura 16. Prueba de Mantel entre distancia geogréfica y genética con la region rps16
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Figura 17. Pueba de Mantel con la distancia geografica y genética con ETS
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Diversidad genética con ISSR

Se obtuvo una matriz de datos para siete ISSR con 81 individuos de cinco poblaciones, la cual
tuvo un numero variable de individuos por marcador y poblacion (tabla 7). Se obtuvieron 97
loci (bandas) oscilando entre 11 y 22 por marcador y se generaron 81 genotipos diferentes. La
curva de acumulacién de genotipos de 63 individuos (excluyendo a los individuos con datos
faltantes) llega a la asintota, lo que indica que tenemos un buen nimero de loci muestreados
(figura 18).
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Figura 18. Curva de acumulacién de genotipos, el eje X representa el nimero de loci muestreados, el eje Y el nUmero
de genotipos observados y la linea roja es la asintota.

Tabla 7. Numero de individuos por poblacién para cada marcador ISSR

d Numero
Marcador | i SanAndrés Arocutin  NuevoSan  Zacapu Manantlan  TOTAL
Coru Juan

UBC807 11 15 13 16 13 14 71
UBC811 12 16 19 16 14 16 81
UBC841 22 16 13 16 14 12 71
UBC842 12 15 19 13 14 14 75
UBC844 12 16 10 14 14 9 63
UBC825 13 13 11 14 11 14 63
UBC814 15 16 17 16 14 14 77
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Con las Intersecuencias simples repetidas se encontré un alto numero alelos (78) y porcentaje
de loci polimorficos totales (80.41%). La poblacién de Arocutin fue la mas diversa ya que
presenta el mayor porcentaje de loci polimorficos (60.82%), el mayor numero de alelos
observados (Na) y alelos efectivos (Ne), asi como los valores mas altos de diversidad genética
de Nei (h) y de Shannon (l). Estos valores son similares entre las poblaciones, por el contrario,
la poblacién de Manantlan es la que presenta menores niveles de diversidad (tabla 8). Por otro
lado, el Gst es moderado (0.177), indicando moderada diferenciacion con flujo genético mayor
a1l (Nm=2.33) (Tabla 9).

Tabla 8. Medidas de diversidad genética con ISSR

Poblacion Na* Ne* h* I* # loci polimorficos % loci polimérficos
Arocutin 1.6082 1.3953 0.2271 0.3359

59 60.82
SD 0.4907 0.3884 0.2064 0.2933
Zacapu 1.5876 1.3733 0.2149 0.3179

57 58.76
SD 0.4948 0.3843 0.2076 0.2953
Nuevo San Juan 1.567 1.3744 0.2115 0.3103

55 56.70
SD 0.4981 0.3995 0.2135 0.3027
San Andrés Coru 1.5464 1.3661 0.2084 0.3068

53 54.64
SD 0.5004 0.3948 0.2104 0.2997
Manantlan 1.5361 1.3019 0.1778 0.2682

52 53.61
SD 0.5013 0.3656 0.197 0.2821
TOTAL 1.8041 1.4249 0.2518 0.3832

78 80.41
SD 0.3989 0.3644 0.1858 0.2546

*Na=# de alelos observados; Ne=# de alelos efectivos [Kimura and Crow (1964)]; h=diversidad genética de Nei (1973); I=indice de Shannon

[Lewontin (1972)]

Tabla 9. Analisis de diversidad genética de Nei en Poblaciones Subdivididas

hT hS Gst Nm*
Media 0.2527 0.2079 0.177 2.3248
SD 0.0346 0.0263

*Nm = estimacién del flujo genético mediante Gst o Ges. P. ej. Nm = 0.5(1 - Gst)/Gst
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Diferenciacion y estructura genética con ISSR

Se llevaron a cabo dos pruebas de AMOVA partiendo a la variacion genética en poblaciones y

en regiones (Michoacéan y Jalisco). En ambos casos la mayor variacion se encuentra dentro de

las poblaciones (85% y 79% respectivamente) y la menor entre poblaciones con (15% y 7%

respectivamente). Por otro lado, al dividir regionalmente, la diferenciacion genética es mayor

entre regiones que entre poblaciones (figuras 19 y 20; tablas 10 y 11).

Tabla 10. AMOVA entre poblaciones

Fuente gl SC cMm Var. Est. %
Entre Poblaciones 4 154.959 38.740 1.785 15
Dentro de

76 752.376  9.900 9.900 85
Poblaciones
Total 80 907.335 11.684 100
Estadistico Valor P (rand >= data)
PhiPT 0.153 0.001

Figura 19. AMOVA entre poblaciones

Var. Est.=varianza estimada, %=porcentaje de variacién

gl=grados de libertad, SC=suma de cuadrados, CM=cuadrados medios,

Entre Tabla 11. AMOVA entre regiones
Regione
s Fuente gl SC ™M Var. Est. %
17% Entre Regiones 1 81.141 81141 2205 17
Entre Poblaciones 3 73.818 24.606 0.909 7
Entre Dentro de
Pobl. .
7% Poblaciones 76 752.376 9.900 9.900 76
Total 80 907.335 13.013 100
Estadistico Valor P (rand >= data)
PhiRT 0.169 0.001
PhiPR 0.084 0.001
PhiPT 0.239 0.001

Figura 20. AMOVA entre regiones

gl=grados de libertad, SC=suma de cuadrados, CM=cuadrados medios,

Var. Est.=varianza estimada, %=porcentaje de variacion
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En el Andlisis de Coordenadas Principales encontramos la formacion de dos grupos principales

con una separacion evidente (figura 21). El primero de ellos esta conformado por los individuos

de Manantlan y el segundo por los individuos de las poblaciones de Michoacan. Sin embargo,

la variacion explicada por los tres primeros componentes es relativamente baja (23.71%),

donde el primer eje explica solo el 11.14% de la variacion.
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Figura 21. Andlisis de Coordenadas Principales (PCoA)
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En el anadlisis con STRUCTURE, el delta K de Evanno indica que el nimero de grupos
geneéticos es de cuatro, sin embargo, aqui reportamos también el de dos ya que presenta otro
delta K alto (figura 22). Estos dos tipos de estructura coinciden con la distribucién geografica
de B. stormiae en donde los dos grupos genéticos se separan de acuerdo con la distancia
entre las poblaciones de Jalisco y Michoacén, pero con ancestria mezclada en algunos
individuos (figura 23). Por otro lado, con un delta K de 4 también existe ancestria mezclada,
sin embargo, también existe separacion entre los grupos genéticos de Jalisco y Michoacan
(figura 24). En el caso de Michoacan las poblaciones se encuentran menos estructuradas con

mayor ancestria mezclada.

Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K)}

10

2.0 2.5 3.0 35 40 45 50
K

Figura 22. Grafica de los valores de delta K para los grupos probados
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Prueba de Mantel con los datos de ISSR
La prueba de Mantel indica que, a diferencia con los datos de ETS y rpsl6 existe una

correlacion positiva significativa (R?=0.921, P=<0.05) entre las distancias genéticas y las

geograficas de las poblaciones (figura 25).
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Figura 25. Prueba de Mantel con distancia geografica y genética de Nei con datos de ISSR
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Andlisis de morfometria geométrica foliar

Para el analisis morfométrico se obtuvieron un total de 293 hojas de 47 individuos, solo de 4
poblaciones (Arocutin, Nuevo San Juan, Zacapu y la Sierra de Manantlan) con un promedio
de 7 hojas por individuo. Sin embargo, se descartaron las hojas dobladas durante el proceso
de prensado, quedando un total de 237 hojas de 44 individuos. Finalmente se digitalizaron 2
landmarks, uno en la punta y otro en la base de las hojas, y 42 semilandmarks en el margen

de las hojas (figura 26).

Figura 26. Digitalizacion de las marcas en tpsDig2 sobre la plantilla disefiada en MakeFan

El andlisis de componentes principales (PCA) no muestra la diferenciacion en la forma de las
hojas entre las poblaciones (resultados no mostrados, los dos primeros componentes
explicaron el 66.74% de la variacion) por lo que se realiz6 un analisis de variables canodnicas
(CVA) para maximizar la variacion. En el CVA se observo que las dos primeras variables
canodnicas explican el 74.93% de la variacion (CV1=44.25 y CV2=30.67%), apreciandose la
diferenciacion morfoldgica significativa entre las poblaciones (A de Wilks = 0.05017, p < 0.001,
df = 252, F = 3.063).
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Con el CV1 los individuos de la Sierra de Manantlan se separan de las poblaciones de

Michoacan (Zacapu, Erongaricuaro, San Juan Nuevo y San Andrés Coru). Mientras que el CV2

muestra que los individuos de Zacapu se separan del resto de las poblaciones (figura 27). En

ambos casos se observa un traslape entre las agrupaciones. Los mayores cambios

morfométricos se presentan son en la punta y en la base de las hojas. En las gradillas de

deformacion con el CV1 (izquierda) se presentan hojas mas puntiagudas y bases menos

acorazonadas. Mientras que con el CV2 (derecha) hay cambios con puntas menos

pronunciadas y bases acorazonadas.

Para llevar a cabo el andlisis de PLS primero se descartaron las variables mas relacionadas,

por lo que de las 19 variables climaticas del Atlas Climatico Digital de México (UNAM) se

utilizaron 10 y de las 15 de Environmental Rasters for Ecological Modeling (ENVIREM) se

utilizaron 7. Adicionalmente se utilizd una variable de radiacion media anual y la latitud y

longitud en la base de datos, quedando un total de 20 variables (tabla 12).

Tabla 12. Variables climaticas utilizadas en este estudio

Biol

Bio3

Bio4

Bio8

Biol0

Biol2

Biol4
Biol5

Biol6

Biol8
PETWarmes
PETWettest
PETDriest
continenta
annualPET
PETseasona
aridityind

Rad med
anual
Latitud

Longitud

Temperatura media anual (°C)

Rango de temperatura media diurna (media mensual de (temp. maxima — temp. minima))

Estacionalidad de la temperatura (desviacion estandar * 100)
Temperatura promedio del trimestre mas lluvioso (°C)

Temperatura promedio del trimestre mas célido (°C)

Precipitacion anual (mm)

Precipitacion del mes mas seco (mm)

Estacionalidad de la precipitacion (coeficiente de variacion)
Precipitacion del trimestre mas lluvioso (mm)

Precipitacion del trimestre mas célido (mm)

Evapotranspiracion potencial media mensual del trimestre més céalido
Evapotranspiracion potencial media mensual del trimestre mas hiumedo
Evapotranspiracion potencial media mensual del trimestre m&s seco
Temperatura media del mes mas calido - Temperatura media del mes mas frio
Evapotranspiracion potencial anual

Variacion mensual en evapotranspiracion potencial

Grado de déficil hidrico por debajo de la necesidad de agua

Radiacién media anual
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El andlisis de minimos cuadrados o PLS indica que hay una correlacién baja pero
significativa entre las variables climaticas y la forma de las hojas (RV=0.0881, P <0.0001). El
eje del PLS1 explica el 98.02% de la variacion en la forma y el PLS2 solo el 1.88% (P <0.0001)
(tabla 13).

Tabla 13. Valores singulares y correlaciones por pares de puntajes PLS entre bloques

silelj;?'(ses Valor de P co%atr?:ar‘wlza Correlacién Valor de P
PLS1 2.47609231 <.0001 98.02 0.3902 <.0001
PLS2 0.34373211 0.0003 1.889 0.41761 <.0001
PLS3 0.07553303 <.0001 0.091 0.27927 0.0001

Los resultados arrojan que la variacion mensual en la evapotranspiracion potencial (PET
seasona) y la estacionalidad de la temperatura (Bio4) estan negativamente correlacionados en
el PLS1 (-0.39686943, -0.10407405). Por otra parte, la precipitacion anual (Bio 12) y la
precipitacion del trimestre mas lluvioso (Bio 16) estdn positivamente correlacionadas
(0.75681868 y 0.50259059) (tabla 14). En la figura de las coordenadas de Procrustes contra
las variables climéticas (figura 28 a) se observa que Arocutin y Zacapu presentan valores
negativos en donde las bases de las hojas son mas redondeadas y las puntas agudas, mientras
gue Nuevo San Juan y Manantlan presentan valores positivos con la base cordada y punta
menos aguda. De esta manera tenemos que, de acuerdo con los puntajes en los dos primeros
ejes (tabla 14) la precipitacion anual (biol12) con mayores valores en Nuevo San Juan y
Manantlan y la variacion mensual en la evapotranspiracion (PETseasona) con valores altos en
Zacapu Yy Arocutin, son los factores ambientales que tienen mayor influencia en la forma de la
hoja (figura 28 b).

Por otro lado, el andlisis de ANOVA revela que existen diferencias significativas en el area
foliar entre regiones Michoacan y Jalisco (F=19.9, P<0.001) y entre poblaciones (F=19.05,
P<0.001). Las poblaciones mas distintas entre si de acuerdo con la prueba de Tukey, son
Manantlan y Zacapu (Q=10.7, P<0.001), Zacapu y Arocutin (Q=7.86, P<0.001), Manantlan y
Nuevo San Juan (Q=5.7, P<0.001), y Zacapu contra Nuevo San Juan (Q=4.95, P<0.001).
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Tabla 14. Puntajes en los tres primeros PLS de las variables climaticas

Biol

Bio3

Bio4

Bio8

Biol0

Biol2

Biol4

Biol5

Biol6

Biol8
PETWarmes
PETWettest
PETDriest
continenta
annualPET
PETseasona
aridityind
Rad med anual
Latitud
Longitud

PLS1
0.00435269
0.0014721
-0.10407405
0.00519924
0.00189916
0.75681868
-0.00351033
0.00138131
0.50259059
0.06618141
-0.02314147
-0.00859901
-0.00093444
-0.0039937
-0.03471917
-0.39686943
0.00072195
0.00004437
-0.00053958
-0.00359675

PLS2
-0.01264496
0.01778087
-0.06843258
-0.01510059
-0.0117012
0.45286897
-0.00701892
-0.012031
-0.13388922
0.40520684
0.08511222
-0.00357577
0.01924328
0.00612039
0.03431386
0.77101397
-0.05893904
0.00026185
-0.00326021
0.01684129

PLS3
0.00532876
-0.01509214
0.55003751
0.00695008
0.00840419
-0.01935381
-0.00026358
-0.01023478
0.03233913
0.34787197
0.03136839
0.08925955
0.04348684
0.01366572
0.73423121
-0.15011788
0.03740942
-0.00115796
0.01423811
-0.01673487
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La prueba de Mantel (figura 29) indica que hay una relacién negativa no significativa entre la
distancia genética de rps16 y la diferenciacién morfolégica (R?=0.97, P=0.190). Sin embargo,
la prueba de Mantel con ETS (figura 30) muestra que hay una relacidon negativa entre la
distancia genética y la variacion morfolégica (R?=0.907, P=0.01). Por otro lado, no existe
asociacion entre la diferenciacion morfolégica y la distancia geogréfica de las poblaciones
(R?=0.65, P=0.08).
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Figura 29. Relacion entre diversidad genética de rps16 y la distancia morfolégica.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Diversidad y diferenciacion genética

Se encontraron bajos niveles de diversidad haplotipica (Hd=0.335 % 0.056) y nucleotidica
(m=0.0014 =0.00024) con el intrén rpsl6 y méas altos con el espaciador transcrito externo
(Hd=0.705 = 0.041, n= 0.00187). Por otro lado, la diferenciacién genética es muy alta (Gst=1)
con rpsl6, alta con ETS (Gst=0.362) y moderada con ISSR (Gst=0.177). Estos resultados
pueden ser explicados por la capacidad de dispersion del polen, el cual estd generalmente
relacionado con un mayor flujo de genes en comparacion con las semillas (Petit et al., 2005).
Las diferencias en el tamafo efectivo poblacional entre las regiones de cloroplasto y las
nucleares también explican los resultados encontrados; el Ne pequefio asociado con una
mayor deriva genética en las regiones de cloroplasto resulta en una alta y rapida divergencia
genética entre las poblaciones en contraste con las regiones nucleares (Moree, 1995;
McCauley, 1995; Hare, 2001).

Con los datos de ISSR se encontr6 un alto porcentaje de loci polimérficos (80.41%), una
diversidad genética de Nei (h) de 0.251 y una diversidad de Shannon (I) de 0.383. Estos
resultados son similares a los que se han encontrado en otras especies de rubiaceas como,
Psychotria hastisepala, Emmenopterys henryi y Morinda tomentosa (Li y Jin, 2008; Silva et al.,
2014; Arya et al., 2014). En cuanto a Psychotria hastisepala, la forma florar y el aislamiento en
fragmentos de bosque son similares con B. stormiae. La forma de crecimiento epifita y sobre
las rocas, la forma tubular de las flores, asi como los patrones de aislamiento de Morinda
tomentosa coinciden con los B. stormiae, Por otra parte, el andlisis de diversidad genética para
cada poblacién con estos marcadores indica que Arocutin presenta los mayores niveles de
variacion, seguida por Zacapu, Nuevo San Juan y San Andrés Coru. Este patrén es similar si
tomamos en cuenta la diversidad nucleotidica observada con el espaciador transcrito externo
de cada poblacion. Es de resaltar que estos resultados coinciden con el orden de aparicion de
los volcanes y la edad de los flujos de lava donde se encuentran los individuos colectados
(Reyes-Guzman, 2018; Garcia-Quintana et al., 2016; Osorio-Ocampo, 2014; Bocco, 1998;
Cheuvrel et al., 2016; Martinez y Ramirez, 1998). De esta manera, la poblacion de Arocutin es
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la mas diversa y se encuentra en el flujo de lava méas antiguo (8000 afios), mientras que las
poblaciones menos diversas se encuentran sobre los pedregales mas recientes. Lo anterior es
congruente con el argumento de que la variacion genética ancestral es mayor que la que se
encuentra en las poblaciones mas recientes ya que estas ultimas han tenido menos tiempo
para acumular diferencias (Mastretta et al., 2015). Sin embargo, esto no aplica en la poblacion
de Manantlan, que presenta la menor variacion genética y no se trata de la erupciéon mas
reciente (Mioceno-Pleistoceno), en cambio es una poblacion muy aislada como consecuencia
de la topografia del lugar y la distancia de las demas poblaciones, lo que puede estar limitando
el flujo genético.

Los resultados del AMOVA con rpsl16, indican que se encuentra mayor diferenciacion
genética entre regiones que dentro de las poblaciones, con Fst alto y significativo. De manera
similar con el ETS nuclear se presenta la mayor variacién explicada entre las regiones (FCT
=0.48), aunque sin ser significativa y con un porcentaje de variacion explicada (47.93%) a
penas ligeramente superior a la variacion presente dentro de las poblaciones (45.66%). Estos
patrones de mayor diferenciacién dentro de las poblaciones observados con ETS coinciden
con los resultados del AMOVA con los marcadores ISSR con valores significativos, seguidos

de la variacion entre regiones (17%).

Por otro lado, el Gst y Nst no son diferentes, por lo que no se presenta estructura
filogeogréfica con ETS ni con rps16. Estos resultados también son congruentes con las redes
de haplotipos y con las barreras genéticas detectadas, que muestran una estructura
filogeografica muy simple sélo reflejando la separacion entre las poblaciones de Michoacan y

de Jalisco.
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Flujo genético y estructura genética

Es conocido que el tipo de dispersion de las plantas determina los patrones en el flujo y la
diferenciacion genética. Los niveles historicos en el flujo de polen normalmente son mayores
a los niveles de flujo de semillas y estos varian entre especies (Petit et al., 2005). En este
estudio se encontraron resultados congruentes con ese modelo, ya que el flujo que presenta
el ADN nuclear con los marcadores de ETS e ISSR (Nm=0.56 y Nm=2.33, respectivamente)
es mayor al del ADN de cloroplasto. De los tres tipos de marcadores los ISSR presentan el
mayor flujo, esto lo observamos en la distribucion geografica y la asignacion de los genotipos
a los grupos genéticos, ya que comparten mas informacién genética las regiones de Michoacan

y Jalisco.

Se ha propuesto que la distancia efectiva (no la distancia lineal) dada por la conectividad
entre las montafias, asi como la actividad volcanica, son los factores que han dado forma a los
patrones genéticos de las poblaciones en la Faja Volcanica Transmexicana (Mastretta et al.,
2015). Tomando en cuenta esto y los resultados de este estudio, se puede afirmar que la region
de Manantlan-Colima presenta conectividad limitada con las poblaciones de B. stormiae de
Michoacan como consecuencia de la separacion por tierras mas bajas que funcionan como
barreras para la dispersion de esta especie. Lo anterior es consistente con la ausencia de
haplotipos compartidos y con la alta diferenciacion genética con rpsl16 y ETS entre estas dos
regiones. Por lo tanto, el transporte de semillas y polen de una region a otra parece ser

deficiente.

Por otro lado, la menor distancia geogréfica entre las poblaciones de B. stormiae en la Faja
Volcanica Transmexicana en Michoacan favorecio la conectividad entre éstas, lo cual pudo
haber permitido la colonizacién por semillas de manera escalonada (“stepping stone”) entre los
diferentes volcanes de la region, asi como una dispersion del polen mas efectiva. Esto se
puede apoyar por la ausencia de diferenciacion de las 18 regiones de cloroplasto probadas
inicialmente en este estudio y por la minima diferenciacion que presento la red de haplotipos
del intrén rps16, que indican escasa dispersion de semillas; mientras que el flujo genético

mayor encontrado con ETS y los marcadores ISSR es consecuencia de la dispersion por polen.
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El modelo de “Stepping Stone” también podria dar explicacién a la poca relacion entre la
distancia genética y geografica encontrada en la prueba de Mantel con ETS y rpsl16 ya que

hay conectividad entre las montafias de Michoacan.

En los estudios de filogeografia es mas comun por su facilidad utilizar regiones de cloroplasto
ya que no presenta las dificultades que se tienen al usar del ADN nuclear, como la
recombinacion, la heterocigosidad y discriminacion de los alelos (Hare, 2001; Zhang et al.,
2003). La mejor manera de enfrentar estos problemas es usar varios tipos marcadores, un
patron coherente entre estos nos arroja resultados mas confiables sobre la historia de las
poblaciones (Zhang et al., 2003). En este estudio pudimos obtener patrones congruentes con

los tres tipos de marcadores.

Expansién demografica

La combinacion de una diversidad haplotipica alta con una diversidad nucleotidica baja, en
conjunto con la red de haplotipos con forma de estrella en la que hay un haplotipo notoriamente
predominante, sugieren un crecimiento poblacional reciente de Balmea stormiae (Avise, 2000).
Los valores globales negativos significativos de los estimadores D de Tajima y de Fs de Fu,
ademas de la distribucién unimodal con datos nucleares soportan esta deduccion. Esto a su
vez podria ser explicado por la actividad volcanica del Holoceno en la Faja Volcénica
Transmexicana en Michoacan, indicando que las poblaciones son recientes y se encuentran

en la etapa de expansion.

Por otra parte, en el andlisis por poblaciones, el patron encontrado en Zacapu indica una
expansion poblacional, con valores grandes, negativos y significativos obtenidos con los
estimadores de neutralidad. Se ha documentado que en este lugar ocurri6 una de las
erupciones mas recientes, hace 1500 a 2500 afios (Reyes-Guzman, 2018). Por otro lado, las
investigaciones arqueologicas revelan que cuatro grandes asentamientos humanos
modificaron el pedregal hace aproximadamente 569 a 769 afios atras (Reyes-Guzman, 2018).

Zacapu era una de las ciudades prehispanicas mas grandes con aproximadamente 20,000
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habitantes, quienes vivian en miles de unidades domésticas y utilizaban 50 centros
ceremoniales en un total de 1100 hectareas sobre el pedregal (Michelet 1998; Migeon 1998;
Forest 2014; Pereira et al. 2017; Smith, 2005). La construccion de las edificaciones
seguramente origind la fragmentacion de hébitat de la especie aqui estudiada, esto aunado al
probable uso de su madera durante la existencia de este asentamiento humano pudo haber
disminuido la variacion genética de Balmea. Sin embargo, el abandono posterior del pedregal
durante la conquista, pudo propiciar el crecimiento poblacional de B. stormiae; esto antes de
ser habitadas nuevamente las zonas circundantes en tiempos actuales. Estas conclusiones
concuerdan con las que se han obtenido en estudios sobre la dinamica de la vegetacion
durante el Cuaternario Tardio, las cuales indican que los cambios en la estructura de la
vegetacion en el Holoceno fueron provocados por factores locales, como los patrones de las
actividades humanas durante los ultimos 4000 afios (Caballero-Rodriguez, 2018). No obstante,
es necesario llevar a cabo futuros analisis para fechar estos eventos de expansién demografica

y corroborar estas hipotesis.

Diferenciacién morfoldgica

Los resultados encontrados con el andlisis de morfometria geométrica muestran que Jalisco
esta separada del resto de las poblaciones en la CV1, mientras que Zacapu en el CV2. La
separacion morfologica entre Jalisco y Michoacan estaria dada por la larga distancia y menor
conectividad de las dos regiones, ya que se encontré que existe una relacion moderada entre
distancias geograficas y la diferenciacion morfoldgica, a pesar de no ser significativa. Esta
diferenciacion morfolégica coincide con la diferenciacion genética entre regiones encontrada
en el AMOVA, sin embargo, no se encontré una relacion positiva entre la diferenciacion
genética y morfologica. Lo anterior podria deberse a la presencia de estructura genética y
diferenciacion solo entre Jalisco y Michoacan, pero no entre las poblaciones de Michoacan lo
gue se ve reflejado en la falta de estructura filogeografica. Ademas de lo anteriormente
mencionado, el tipo de habitat (pedregales recientes en Michoacan y bosque de pino-encino
con mas suelo en Jalisco) y la forma de crecimiento de Balmea stormiae en ambas regiones
(Hemiepifito en Jalisco vs rupicola en Michoacan) podria estar provocando una diferenciacion

adaptiva con una variacion morfologica. Adicionalmente, la forma de crecimiento sobre los
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arboles en Jalisco y la presencia de mayor vegetacion le impide a la especie tener una mayor
disponibilidad de luz a diferencia de las poblaciones de Michoacan, lo que es congruente con
las diferencias significativas en el area foliar siendo Manantlan la poblaciéon con hojas mas
grandes y Zacapu con las hojas mas pequefias. Esto se relaciona con los valores de la
variacion mensual en la evapotranspiracion, que es menor en Jalisco y mayor en Michoacan.
Ademas, Jalisco es la region con mayor precipitacion en el trimestre mas lluvioso en

comparacion con el resto de las poblaciones estudiadas.

En comparacion con la diferenciacion en la forma de las hojas de Jalisco, la diferenciacion
morfolégica de los individuos de Zacapu esta mas relacionada con las caracteristicas
climaticas del pedregal como la menor precipitacion anual, el trimestre mas lluvioso, la mayor
estacionalidad de la temperatura y la variacibn mensual en la evapotranspiracion. En Zacapu
pueden ser factores importantes la exposicion a la luz debida al tipo de habitat, el crecimiento
de los individuos sobre las rocas en zonas abiertas con poca vegetacion y la mayor incidencia

de luminica..
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