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Resumen
Pinus durangensis Mtz y P. martinezii E. Larzen, son endémicas de México. La primera
especie se distribuye en la Sierra Madre Occidental y Sierra Madre del Sur, mientras que P.
martinezii estd restringida a pequeias poblaciones fragmentadas en la Faja Volcanica
Transmexicana y estd sujeta a proteccion especial. Algunos autores le dan el rango de
especie, mientras que otros la consideran sinonimia de P. durangensis. Dada esta
problematica es necesario generar informacién basica que ayude a esclarecer su estatus
taxondmico, bioldgico y evolutivo. Se explord la estructura genética de las especies y su
asociacion con la distribucion geografica y climatica, con la finalidad de tratar de reconstruir
su dindmica evolutiva y conocer los procesos histérico-demograficos asociados a suposible
divergencia. Se usaron seis marcadores microsatélites de cloroplasto en 307 individuos de
20 poblaciones representativas de su distribucidn natural, asi como métodos analiticos de
la genética de poblaciones y filogeografia. Los resultados muestran niveles altos de
variacion genética en ambas especies (He=0.905 en P. martinezii y He= 0.904 para Pinus
durangensis), con una diferenciacidon genética marcada entre las poblaciones (Rst= 0.503).
El andlisis Bayesiano de estructura poblacional (BAPS) y la presencia de una barrera
genética, indican que la particidén éptima de la variacién genética esta conformada por dos
grupos genéticos y geograficos: el primero de la zona Norte (Sonora, Chihuahua, Durango y
Jalisco) correspondiente a P. durangensis y el segundo grupo de la zona Sur (Michoacan)
representado por P. martinezii. Las poblaciones muestran una asociacion significativa entre
las distancias genéticas y geograficas (r= 0.560), y ambas zonas estan diferenciadas de
acuerdo al indice de severidad de sequia de Palmer (PSDI), con un mayor grado de sequia
para la zona Norte (-0.51). Los resultados sustentan que P. durangensis y P. martinezii, son
dos linajes genéticos independientes, aislados histéricamente por barreras geograficas y
climaticas, asociadas al surgimiento de la FVTM y a los eventos glaciares del pleistoceno. Se
plantea el rescate y conservacion de las poblaciones de mayor riesgo de extincion y

representativas del acervo genético de las especies.

Palabras clave: Pinus, Estructura genética, Microsatélites, Divergencia, Conservacion.



Abstract

Pinus durangensis Mtz and P. martinezii E. Larzen, are endemic to Mexico. The first species
is widely distributed in the Sierra Madre Occidental and Sierra Madre del Sur, whereas P.
martinezii is restricted to small fragmented populations in the Trans-Mexican Volcanic Belt
and is subject to special protection. Nomenclaturally, some authors confer it the rank of
species, whereas others consider it synonymy with P. durangensis. In agreement with this
problem, is necessary to generate basic information to resolve its taxonomic, biological and
evolutionary status. We explored the genetic structure of the populations and their
association with the geographical and climatic distribution, to try to reconstruct their
evolutionary dynamics and recognize the historical-demographic processes associated with
the possible divergence of the species. Six chloroplast microsatellite markers were used in
307 individuals from 20 populations representative of their natural distribution, as well as
analytical methods of population genetics and phylogeography. The results show high levels
of genetic variation in both species (He = 0.905 in P. martinezii and He = 0.904 for Pinus
durangensis), with a marked genetic differentiation between the populations (Rsr = 0.503).
The Bayesian analysis of population structure (BAPS) and the presence of a genetic barrier,
indicate that the optimal partition of genetic variation is conformed for two genetic and
geographic groups: the first from the North zone (Sonora, Chihuahua, Durango and Jalisco)
corresponding to P. durangensis and the second group from the Southern zone (Michoacan)
represented by P. martinezii. Furthermore, the populations show a significant association
between genetic and geographic distances (r = 0.560), and both geographic zones are
differentiated according to the Palmer drought severity index (PSDI), with a higher degree
of drought for the North zone. (-0.51). The results support that P. durangensis and P.
martinezii are two independent genetic lineages, historically isolated by geographical and
climatic barriers, associated with the emergence of the TMVB and the glacial events of the
Pleistocene. Priority strategies are proposed for the rescue and conservation of the

populations vulnerable to extinction and representative of the gene pool of the species.

Keywords: Pinus, Genetic structure, Microsatellites, Divergence, Conservation.



l. Introduccion

Las condiciones biogeograficas, geoldgicas, orograficas y climatolégicas de México han
fomentado la diversificacién de muchos linajes de plantas y animales. Entre ellos se
encuentra el género Pinus, del cual México cuenta con el mayor nimero de especies del
mundo. En México hay de 72-74 especies, variedades y formas de este género (Perry, 1991;
Gernandt y Pérez-de la Rosa, 2014), distribuidas en una amplia gama de condiciones
ambientales, por lo que a México se le ha considerado como un segundo centro de origen
de especies de pinos del mundo (Millar 1993). Sin embargo, varias de las especies estan
representadas por poblaciones muy pequenas y algunas de ellas estdn en peligro de
desaparecer localmente. Ademas, muchas de las especies amenazadas son endémicas a

México y por lo tanto se encuentran en peligro de extincion global.

Dos de las aproximaciones tedricas para reconocer el estatus o condicién bioldgica y
evolutiva de las poblaciones de especies a nivel molecular son: la genética de poblaciones
y la filogeografia. La genética de poblaciones trata de analizar la dinamica de los alelos
basada en la llamada Ley del equilibrio Hardy-Weinberg, que supone un equilibrio entre las
frecuencias alélicas y genotipicas, las cuales permanecen constantes a través de las
generaciones (Wright, 1965). Esta prediccién solo se cumple bajo varias condiciones o
supuestos; que los organismos sean diploides, no exista traslape de generaciones, el
tamafio de las poblaciones sea grande, los apareamientos al azar y de ausencia de cualquier
fuerza evolutiva (migracién, mutacidn, deriva génica y seleccién; Hedrick, 1983). A través
de la genética de poblaciones se pueden estimar los niveles de la variacidn y estructura
genética de las poblaciones, el flujo genético, las tasas de entrecruzamiento y los tamafios
efectivos de las poblaciones (Hartl y Clark, 1989). Esta informacién es de gran utilidad para
la biologia de la conservacion, pues permite conocer los tamafios minimos a proteger, asi
como seleccionar las poblaciones que contienen la diversidad genética representativa de

las especies (Brow et al., 1989; Hedrick, 1983).



La filogeografia se desarrolld a partir de los avances de la biologia molecular. Esta disciplina
estudia los principios y procesos que gobiernan la distribucidn geografica de linajes de genes
y reconstruye su historia evolutiva a través del tiempo y el espacio (Avise, 2000). Se sustenta
en la llamada teoria de la coalescencia (Hudson, 1990), la cual trata de conocer eventos
evolutivos que sucedieron en el pasado bajo el andlisis genealdgico de linajes evolutivos
(Delgado y Pifiero, 2008). La informacién contenida en las genealogias no solo nos habla de
la variacién genética de las poblaciones, sino de la manera en que se distribuye espacial y
temporalmente, asi como de los posibles eventos demograficos que han influido en la
evolucién de las poblaciones (expansion del rango, colonizacidn, flujo genético restringido
o fragmentacion; Templeton et al., 1995; Templeton, 1998). Este tipo de informacion es de
una importancia central para cuestiones de conservacién y determinacidon de linajes de
especies, formas o variedades. Permite reconocer los centros de origen, la divergencia de
las especies y las rutas de migracidn de los genes o haplotipos (Newton et al., 1999; Delgado

y Pifiero 2008; Moreno y Barraclough, 2015; Rebolledo et al., 2018).

Uno de los sistemas de estudio interesante para analizar bajo estas perspectivas esta
conformado por dos especies de Pinus endémicas de México: P. durangensis Mtz y P.
martinezii E. Larzen. Para estas especies no se ha logrado esclarecer su estatus taxonémico,
bioldgico y evolutivo. P. martinezii, nomenclaturalmente es tratada como una especie por
varios sistematicos (Perry, 1991; Madrigal y Guridi, 2005), por la Norma oficial Méxicana,
NOM-059 (SEMARNAT, 2010) y por bases de datos taxondmicos formales (Tropicos, The
International Plant Name Index, IPNI), mientras que otros sistemdaticos como Farjon y Styles
(1997) y en otras bases de datos (The Plant List y Red List IUCN), la consideran como una
sinonimia de P. durangensis. Sorprendentemente, P. martinezii no ha sido incluida en
ninguna de las reconstrucciones filogenéticas realizadas hasta la fecha (Gernandt et al.,
2009, Gernandt y Pérez de la Rosa, 2014), por lo que su estudio puede aportar informacion
relevante para aclarar su estatus taxondmico. Ademas, esta especie es considerada por la
NOM-059 (SEMARNAT, 2010) en la categoria de Proteccién Especial, asi como en la Lista

Roja de especies en riesgo (IUCN) en la categoria de Casi Amenazada.



Acorde con lo expuesto, en el presente estudio se analizé la variacidon genética y estructura
filogeografica de las poblaciones de P. durangensis y P. martinezii, a través de su area de
distribucién natural, con el uso de herramientas moleculares (marcadores microsatélites de
cloroplasto) y analiticas de la genética de poblaciones y de la filogeografia. La informacién
generada en este trabajo es de utilidad para i) esclarecer el estatus taxonémico de las
especies, ii) conocer los procesos demograficos que han moldeado la evolucion de estos
dos taxa, y iii) determinar las poblaciones representativas de su acervo genético,
informacién que sera de utilidad para proponer estrategias de manejo y conservacion mas

apropiadas.



Il. Antecedentes

2.1 Genética de poblaciones

La genética de poblaciones, es una disciplina que proporciona informacién acerca de los
procesos histéricos y evolutivos que dan lugar a la estructura y composicion genética de las
poblaciones a partir de las frecuencias alélicas y genotipicas, asi como de aspectos
demograficos que permiten conocer como ha sido su dindmica, ademas dilucida que los
genotipos de las poblaciones no se encuentran distribuidos al azar, sino que presentan una
estructura temporal y espacial (Hartl y Clark, 1989). Esta disciplina se fundamenta en la
teoria del equilibrio Hardy-Weimberg que sugiere que dentro de una poblacién sexual y con
apareamiento aleatorio, se establece un equilibrio de las frecuencias alélicas, donde las
frecuencias de cada alelo permanecen constantes de generacion en generacion (Hedrick,
1983). Para que el equilibrio H-W se cumpla, es necesario que las poblaciones tengan un
tamafio censal muy grande, que las generaciones no se traslapen, que los organismos
tengan condicién diploide, sean igualmente fértiles y viables, que los apareamientos sean
al azar y que todos los individuos sean competentes para dejar descendencia. El grado en
que las frecuencias alélicas o genotipicas se desvien del equilibrio genético (Hardy-
Weinberg), permite conocer los niveles de variacion genética de las poblacional, asi como
los procesos o factores evolutivos asociados a su distribucién dentro y entre las poblaciones,

tales como seleccién, migracidn, deriva génica y mutacién (Hedrick, 1983).

Las fuerzas evolutivas son fuentes de variacién genética, que ayudan a averiguar cdmo es
gue se modifica el balance entre las diversas combinaciones de genes en los individuos y
cambia la frecuencia de alelos o frecuencia alélica de la poblacidon. Estos procesos
evolutivos han generado tanto la adaptacion (la adecuacion de los organismos a su medio
ambiente), como la gran diversidad de especies que hay y han existido en el pasado en la

tierra.



2.1.1 Deriva génica

La deriva génica, tiene una gran influencia en el cambio al azar en las proporciones de los
alelos en una poblacién, debido a que por puro azar algunos individuos dejan mas hijos y
copias de sus genes que otros; entre menos individuos dejen descendientes, mayores van
a ser estos cambios azarosos (Eguiarte et al., 2013). En consecuencia, los alelos tenderan a
desaparecer paulatinamente de la poza génica disminuyéndose la variabilidad hasta que,
después de un numero n de generaciones, ocurrira fijacion y el gen se volvera monoalélico
(Herrera-Paz, 2013). El cambio de frecuencias alélicas que se producen al azar por deriva
génica juega un papel muy importante en la evolucidn de las poblaciones pequeiias, en dos

situaciones: el efecto fundador y el efecto cuello de botella en una poblacién.

2.1.2 Migracidn

La Migracidn es una de las cuatro fuerzas evolutivas, es una fuerza direccional de cambio
gue consiste en el intercambio de individuos reproductores entre poblaciones distintas que,
en principio, tendran distintas frecuencias génicas, aumentando la variabilidad

intrapoblacional y disminuyendo las diferencias interpoblacionales (Herrera-Paz, 2013).

2.1.3 Mutacidn

Las mutaciones son cambios que ocurren de manera espontanea e impredecible en el DNA,
asi como la fuente de todos los nuevos alelos, y, por lo tanto, de la variacién en el acervo
genético de una poblacion. Surge como un error en el proceso de replicacién del ADN que
serd heredable a las siguientes generaciones (Spencer, 2004). La mutacién es la fuente
ultima de variacién genética en las poblaciones, debido a que las tasas de mutacién son tan
bajas que tienen un efecto significativo solo durante un tiempo muy largo. No obstante,
algunos marcadores como los microsatélites, tienen tasas de mutacion muy altas (Willyard
et al., 2007), para los que se ha documentado que pueden evolucionar a través de dos
modelos de mutacion: El modelo de alelos infinitos (IAM) que asume que cada mutacion

produce un alelo diferente a los que previamente existian de manera constante (Kimuray



Crow, 1964) y el modelo de mutacién por pasos (SMM), en el cual los cambios se realizan

un paso hacia delante o hacia atras, con igual probabilidad (Ota y Kimura, 1973).

2.1.4 Seleccion natural

A diferencia de la mutacidn, la seleccién natural no produce cambio genético, sino que solo
lo altera las frecuencias alélicas, es decir, una vez que el cambio ha ocurrido, favorece la
supervivencia y el incremento en la reproduccion de los individuos con la combinacion
genética mas eficiente para las condiciones ambientales existentes (Vazquez-Dominguez et
al, 2009). Asi, los individuos que tienen los alelos ventajosos, dejan mas hijos y estos alelos
incrementan su proporcién en las pozas génicas, mientras que los alelos que no funcionan

bien son removidos rapidamente por la seleccion natural (Eguiarte et al., 2013).

Por tanto, la genética de poblaciones permite contestar diferentes preguntas evolutivas,
relacionadas, por ejemplo, con los niveles de variacién genética, endogamia, relaciones de
parentesco, centros de origen, sobre los sistemas reproductivos, procesos de especiacion,
entre otros. Todos ellos de importancia para la conservacion y manejo de los recursos

genéticos.

A la fecha diversos autores han trabajado bajo estas perspectivas, varios de ellos con
especies del género Pinus. Los estudios se han centrado en analizar la magnitud y
distribucién de la diversidad genética entre y dentro poblaciones. En México se ha tenido
especial atencidn en aquellas especies propensas a la extincidn, que crecen en poblaciones
pequefiias, aisladas y fragmentadas, como Pinus johannis, P. rzedowskii, P. pinceana y P.
nelsonni, las cuales presentan valores de diversidad genética altos, con valores de
heterosigosis esperada (He) mayores a 0.600 (Delgado et al., 1999; Garcia-Gémez et al.,
2014; Vargas, 2018; Escalante, 2001; Cuenca et al., 2003), contrario a lo que se esperaba,
incluso muy similares o mayores a especies de amplia distribucién en el pais como Pinus
ayacahuite var. ayacahuite, P. strobiformis, P. cembroides, P. patula, P. pseudostrobus y P.

montezumae, con valores de diversidad genética en un intervalo de He de 0.4130 a 0.8029



(Delgado y Pifiero, 2002; Ortiz-Medrano et al., 2008; Moreno-Letelier et al., 2013; Alfonso-
Corrado et al., 2014; Fuentes-Amaro et al., 2019).

Los valores de diversidad genética de pinos mexicanos en comparacion con especies de
otros paises siguen manteniendo un patrén constante, son mas altos, por ejemplo, que en
Pinus pinea y P. nigra (Europa) que exhiben valores de He entre 0.380 a 0.570 (Jiménez et
al., 2005; Gémez et al., 2002; Cerda, 2007). Esto podria deberse a la conformacién
geomorfoldgica que tiene México, la influencia de factores climaticos, asi como los cambios
altitudinales asociados con la consolidacién de las principales cadenas montafiosas
caracteristicas del pais, que integran un escenario fisiografico complejo que ha moldeado
y/o afectado la estructura genética de las especies de pinos (Delgado y Pifiero, 2002;

Moreno-Letelier et al., 2013).

2.2 Filogeografia

La filogeografia se desarrolld a partir de los avances de la biologia molecular, apoyada en
los conceptos tedricos y analiticos de la genética de poblaciones, demografia poblacional,
sistematica filogenética, etologia y paleontologia (Avise, 2000, 2009). Esta disciplina estudia
los principios y procesos que gobiernan la distribucién geografica de linajes de genes y
reconstruye su historia evolutiva a través del tiempo y el espacio (Avise, 2000). Se sustenta
en la llamada teoria de la coalescencia (Hudson, 1990), la cual trata de conocer eventos
evolutivos que sucedieron en el pasado bajo el andlisis genealdgico de linajes evolutivos
hacia el pasado, los cuales coalescen en un ancestro comun (Crandall et al., 1994; Avise,
2000) (Figura 1). Por tanto, permiten aproximar los origenes reales de los linajes de
especies, como en el caso del genero Pinus, donde las calibraciones sugieren un origen de

entre 190-102 millones de afios atras (Willyard et al., 2007).



Coalescen hacia el

v ) OO ancestro comin

4 /\<\//

(\
o
Qo 3
% ) Q ___Tamafio poblacional
= - \., o) o
— < 3 4
D ,(\, < )
& (_/‘ . g % Seleccién natural
P S
gt 2
< \? " *=———_ Flujo génico
A B C D Tiempo de
n individuos coalescencia

Figura 1. Relacién evolutiva (genealdgica) de cuatro haplotipos (individuos) dentro de una
poblacién. Los linajes de los haplotipos pueden rastrearse hacia atras en el tiempo y asi
identificar los eventos coalescentes. Por ejemplo, los haplotipos A y B tienen su ancestro
comun mas reciente (ACMR) dos generaciones atras (*).

El analisis genealdgico, ademas permite obtener interpretaciones sobre la demografia
historica de los linajes, como son procesos de expansién de las poblaciones a otras areas de
distribucién potenciales (incluyendo eventos de colonizacién), fragmentacién histdrica por
barreras geograficas al flujo genético y la reduccién o aislamiento por distancia de las
poblaciones, debido a flujo génico restringido (Cruzan y Templeton, 2000) (Figura 2). Todo

ello dentro de un contexto filogenético (Roderick, 1996; Avise, 2000).

Tiempo

v
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Figura 2. Patrones demograficos de las poblaciones. Constante; numero de alelos se
mantiene estable. Reduccién: se van perdiendo alelos. Expansidn; se ganan alelos por
diferentes procesos.



Ademas, los analisis genealdgicos permiten reconocer el origen de los linajes de acuerdo a
las diferentes etapas del proceso de especiacidn: 1) polifilético, que corresponde a la
primera etapa de diferenciacién de un linaje (originado por alguna barrera geogréfica
montafias, rios etc.) donde muchos de los individuos contendran haplotipos de ancestros
distintos, después de un determinado tiempo los linajes se van diferenciando cada vez mas
(sin flujo génico entre ellas) lo que origina una relacién 2) parafilética y por ultimo, cuando
los haplotipos de cada linaje llegan a tener un ancestro comun, dando origen a dos nuevas
especies, se considera como 3) monofilético (Avise, 2000). Por tanto, permite reconocer en
qué etapa del proceso de especiacidn se encuentran las especies. Por esta razén, la genética
de poblaciones y la filogeografia, son un complemento ideal para conocer tanto la

diversidad genética de las especies como su historia evolutiva.

2.3 Estudios filogeogrdficos en especies de Pinus

Para especies de Pinus muchos de los trabajos realizados sobre genética de poblaciones
incluyen también algunas aproximaciones filogeograficas, los cuales contemplan tanto a
especies de distribucion amplia (Delgado et al. 2007; Floran et al., 2009; Jardén et al., 2011)
como restringida (Escalante, 2001; Cuenca et al., 2003; Ortiz-Medrano, 2008; Moreno-
Letelier et al., 2009, 2013).

Uno de los estudios filogeograficos pioneros en pinos mexicanos fue realizado en un pino
relicto, P. nelsonii, con el uso de microsatelites de cloroplasto (Cuenca et al., 2003),
encuentran niveles de variacidon genética moderados (H= 0.730), con una diferenciacion
entre poblaciones baja pero significativa (Fsr= 0.130), relacionada con su distribucidon
geografica, y sugieren eventos de colonizacion y expansién, sefalando que las poblaciones

de P. nelsonii han permanecido en equilibrio demografico a través de su historia evolutiva.

Otro estudio pioneros fue realizado en dos especies de pino de distribucién amplia, P.
pseudostrobus y P. montezumae, donde analizaron la dindmica histdrica de la hibridizacién

con el uso de microsatélites de cloroplasto (Delgado et al., 2007). Los resultados muestran



tres linajes genéticos; dos que incluyen a las especies tipo y un tercer linaje formado por
poblaciones hibridas. Los procesos demograficos que se detectaron fueron de
fragmentacidn, aislamiento por distancia y eventos de expansion de algunas de las
poblaciones de P. montezumae, y que la hibridizacidn introgresiva es unidireccional, de P.

montezumae a P. pseudostrobus.

Jarddén et al. (2012) analizaron la filogeografia de 24 poblaciones de cuatro especies de pinos
caribefios: P. caribaea, P. cubensis, P. occidentalis y P. maestrensis, con el uso de
microsatelites de cloroplasto. Identificaron 113 haplotipos, con una diversidad genética alta
(H=0.970), y estructura filogeografica significativa (Rsr = 0.671). Sugieren que los haplotipos
ancestrales provienen de Centroamérica por eventos histdricos de expansion demografica
de las poblaciones de P. caribeae var. hondurensis. A su vez reportan que dos eventos de
colonizacidn dieron lugar a P. caribaea var. bahamensis y P. caribaea var. caribaea y que P.

cubensis, P. maestrensis y P. occidentalis evolucionaron de forma independiente.

Para las especies de distribucién fragmentada y restringida cabe resaltar el estudio
realizado por Escalante (2001) en poblaciones de P. pinceana con el uso de SSRcp. Los
valores de la variacion y estructura genética fueron muy altos H= 0.824, Fsr= 0.785. El
analisis filogeografico sugiere eventos de aislamiento por distancia muy fuertes y
fragmentacion, donde las poblaciones con mayor variacion genética y que contienen lo
haplotipos mas ancestrales se ubican en la regién centro de su distribucion geografica (San
Luis Potosi) y las poblaciones menos diversas genéticamente y que contienen los haplotipos
derivados se encuentran en la zona sur de su area de distribucidon natural (Hidalgo y

Querétaro).

Obregdén en 2010, explord la estructura genética y la filogeografia de Pinus hartwegii
utilizando nueve loci de microsatélites de cloroplasto (SSRcp) en 18 poblaciones a lo largo
de toda la distribucion natural de la especie (México y Guatemala). La diversidad genética

de Pinus hartwegii resultd alta, especialmente en las poblaciones del centro de la Faja
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Volcanica Transmexicana y se encontréo una marcada estructura filogeografica con tres

grupos genéticos y geograficos separados por cuatro barreras geograficas.

En P. ayacahuite var. ayacahuite se analizé la estructura filogeografica de las poblaciones
mexicanas de Pinus ayacahuite con microsatélites de cloroplasto (Ortiz-Medrano et al.,
2008). Encontraron 12 haplotipos y niveles medios de diversidad genética (H= 0.705), con
dos grupos genéticos diferenciados, asociados significativamente a su distribucidon
geografica. Los dos grupos muestran procesos demograficos de expansiones del rango en
diferentes proporciones; el primer grupo en todas las poblaciones analizadas y el segundo
sélo en las poblaciones mas surefias. Sefialan que el Istmo de Tehuantepec actué como
corredor para las especies de afinidad templada al inicio del Pleistoceno, y posteriormente

funcioné como una barrera de dispersion.

En otro estudio mas completo analizan las relaciones filogenéticas del complejo ayacahuite;
P. flexilis, P. estrobiformis y P. ayacahuite distribuidas en México y Norteamerica (Moreno-
Letelier et al, 2013). Los autores usan secuencias de mitocondria, cloroplasto vy
microsatélites de cloroplasto, contrastados con informacion ambiental a través de la
modelacién de nicho ecolégico. Ambos tipos de datos soportan evidencias de que son tres
linajes divergentes, y revelan una zona de contacto ancestral entre P. strobiformis y P.

ayacahuite.

Un estudio que integra informacién genética (usan microsatélites y secuencias de
cloroplasto) morfoldgica, ecolégica y geogréafica ayudd a clarificar las relaciones
filogenéticas de especies del grupo Cembroides (pinos pifioneros), un grupo complejo de
origen reciente; P. johannis, P. discolor, P. cembroides y P. culminicola (Flores-Renteria et
al., 2013), encuentran una asociacién significativa de las relaciones filogenéticas con las
variables analizadas, indicando que para grupos de especies muy complejas, este tipo de

aproximacion es de gran utilidad.
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Como se puede observar los estudios filogeograficos en pinos, se han basado
fundamentalmente en el analisis de microsatélites de cloroplasto, lo cual se debe
principalmente a que existen primers universales y las regiones estan conservadas
(Navascués y Emerson, 2005), son marcadores neutros y no estan influenciados por
procesos de seleccidon, recombinacidn o migracidon, de tal manera que nos hablan
Unicamente de los procesos de mutacion y por tanto de la historia evolutiva de los linajes o
poblaciones (Petit et al., 2005; Delgado y Pifiero 2008). Las secuencias han sido utilizadas
en estudios filogenéticos, pero a nivel intrapoblacional, son regiones conservadas y poco
variables. Por tanto, para estudios intraespecificos se recomienda el uso de secuencias
homdlogas, principalmente de tamafos cortos y de regiones no codificantes (Schaal et al.,
1998; Newton et al., 1999; Petit et al., 2005). Sin embargo, el ligamiento entre loci limita

mucho las inferencias que pueden realizarse a partir de ese tipo de datos.

En la actualidad, se estd implementando el uso de tecnologias de nueva generacién
(secuenciacidn masiva) para explorar una gran cantidad de loci, muchos de ellos selectivos
de utilidad para estudios de asociacion, sin embargo, siguen siendo poco accesibles en
México, debido a los altos costos y la falta de herramientas bioinformaticas que vayan a la
par de las necesidades especificas de los genomas o de las regiones particulares a estudiar

(Rodriguez-Correa et al., 2017).

La implementacidon de secuencias de genes de nucleo en investigacién, también ha
aumentado considerablemente. Estudios con especies de pinos se centran principalmente
en el uso de genes de nucleo catalogados como: genes candidatos, genes de baja copia
(copia Unica) o genes de mantenimiento (Syring et al., 2005; Willyard et al., 2007; Gao et
al., 2012; Moreno-Letelier y Barraclough, 2015), algunos de los cuales se describen a

continuacion.
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Syring et al. (2007), utilizaron tres loci nucleares de baja copia para explorar el caracter
distintivo de P. chiapensis, primero descrita como variedad disjunta de P. strobus y como
una especie distinta de acuerdo a un trabajo morfolégico posterior. Pinus chiapensis no
compartié alelos con ninguno de los posibles progenitores (P. ayacahuite, P. monticola o P.
strobus), todos sus alelos son monofiléticos en dos de los tres loci. Los resultados mostraron

que P. chiapensis es tan distinta como las tres especies restantes ampliamente aceptadas.

Un estudio interesante es el realizado en Pinus densata es un hibrido homoploide
ecoldgicamente exitoso, para el que evaluaron los cambios histdricos en el tamafio de su
poblacion, flujo génico y divergencia en el tiempo y el espacio, con ocho loci nucleares en
19 poblaciones. Los resultados muestran una diferenciacion fuerte (Fsr= 0.282) entre las
regiones geograficas, tamafios efectivos de 2.11 x 10°de la poblacién central y 2.62 x 10°

0.80 x 10° de las poblaciones occidentales, con presencia de cuellos de botella en los tres
grupos de P. densata asi como un movimiento de flujo de genes limitado y observado solo

entre regiones geograficas adyacentes de la especie (Gao et al., 2012).

En un complejo de especies de pinos blancos: Pinus flexilis, P. strobiformis y P. ayacahuite
distribuidos desde Canadd a Ameérica Central, Moreno-Letelier y Barraclough (2015),
exploraron el papel del aislamiento por medio ambiente. Secuenciaron cinco genes
candidatos para la tolerancia a la sequia y tres genes de mantenimiento. Los resultados
mostraron que diferentes loci varian en grados de diferenciacién genética dentro de las
especies y contrastan en los patrones de diferenciacidn entre especies, esto se considera
un patrén de mosaico de diferenciaciéon genética. También encontraron un aislamiento
significativo por medio ambiente en los genes candidatos en P. flexilis y P. ayacahuite para

genes de mantenimiento.
2.4 Especies de estudio

Pinus durangensis, se distribuye en gran parte de la Sierra de Chihuahua y Durango en el

sur de la Sierra Madre Occidental (SMOC), asi como en el estado de Sonora (Figura 3). Las
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poblaciones son densas puras o asociadas con otras especies de pino (P. teocote. P.
strobiformis y P. cooperi), en un intervalo altitudinal amplio (1400-3000) (Farjon et al.,
1997). La especie crece en diferentes condiciones de suelo, el mejor crecimiento es donde
los suelos son andosol de origen volcanico, profundos y bien drenados con precipitaciéon
variables entre 600 a 1600 mm (Perry, 1991). La temperatura media es de 13.3 °C con
extremas maximas de 40 grados °C y minimas hasta de -19.1 grados °C. Los meses mas
calientes son de abril a junio y los mas frios en invierno (diciembre, enero y febrero) con

presencia de heladas (Farjon et al., 1997).
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Figura 3. Mapa de distribucion de las especies acorde con Perry (1991). a) Pinus durangensis

y a) Pinus martinezii.

En contraste, P. martinezii presenta una distribucion restringida al estado de Michoacén, en
pequefias poblaciones fragmentadas, asi mismo, es considerada por la NOM-059
(SEMARNAT, 2010) bajo la categoria de Proteccion Especial, y como en la categoria de Casi
Amenazada en Lista Roja de especies en riesgo (IUCN), contrario a lo que ocurre con Pinus
durangensis, especie abundante de amplia distribucién en el pais. P. martinezii, se
distribuye en poblaciones fragmentadas en el centro occidente de Michoacan y sur de

Jalisco (Larsen, 1964; Perry, 1991) (Figura 1). Sin embargo, no se reconoce con certeza el
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total de poblaciones que la representan; algunos autores indican que solo existen dos
localidades cercanas a Uruapan y Paracho Michoacan (Perry, 1991), mientras que otros
consideran que tiene una distribucion mas amplia en Michoacan a través de la Faja
Volcanica Transmexicana (FVTM) (seis a 30 localidades; Silva 2005; Leal-Nares et al., 2012).
No obstante, a ello, las poblaciones que se han explorado (seis) se encuentran aisladas y
representadas por pocos individuos distribuidos de manera dispersa, como consecuencia
probable de la tala clandestina (Leal-Nares et al., 2012). Las condiciones ambientales donde
se distribuye la especie aparentemente son similares a los requerimientos de P.
durangensis, se encuentra en un rango altitudinal de 2284-3022 que crece en suelos de tipo
andosol y luvisol, con precipitaciones anuales de 1013 hasta 1499 mm, y una temperatura
media anual de 15 a 15.4° C (Leal-Nares et al., 2012), asociada a otras especies de pino
como, P. montezumae, P. pseudostrobus, P. teocote y P. leiophylla, en altitudes entre los

1400 a los 2800 m (Silva, 2005).

Morfolégicamente las caracteristicas que las distinguen son: presencia de 3 canales
resiniferos en P. martinezii, 2, 3y 4 en P. durangensis (Perry 1991). Fasciculos con 6 y 7 hojas
en su mayoria y la presencia de pedunculo no caedizo de los estrébilos femeninos de P.
martinezii y, fasciculos predominantes de 5 hojas, asi como una corteza mas pronunciada
(en forma de placas) y obscura en P. durangensis (Delgado observ. Pers) (Figura 4). Sin
embargo, a la fecha no se han reportado estudios formales de la variacién morfolégica y
anatémica de ninguna caracteristica de sus estructuras, como conos, aciculas, corteza del

tronco, para ninguna de las dos especies.

Recientemente Leal-Nares et al. (2012), realizé un estudio fisiondmico de seis poblaciones
de P. martinezii en la cuenca de Cuitzeo Michoacan, y reporta solo a dos de las poblaciones
como conservadas (Agua Zarca y Nueva Victoria), ubicadas en altitudes entre 2,284 a 3,022

m, y asociadas con P. teocote y Quercus crasifolia.
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Figura 4. Morfologia de los conos femeninos de a) P. martinezii y b) P. durangensis.

Asi mismo, realizd un andlisis multicriterio de la de distribucién potencial para las mismas
poblaciones. Concluye que el nicho realizado de la especie ocupa solo una parte de su nicho
fundamental, lo cual es debido a diversos factores que han impedido la dispersién y
colonizacidn, como las barreras geogréficas, las interacciones bidticas y algunos procesos
ocasionados por el cambio de uso de suelo y el aprovechamiento forestal. Dada estas
problematicas y la condicidn de proteccidn especial que presenta la especie, es necesario
hacer estudios genéticos, que permitan desarrollar esquemas de manejo y conservacién

emergentes.

En este estudio se pretendio hacer un andlisis filogeografico con el uso de marcadores
genéticos microsatélites de cloroplasto (SSRcp) que fueron derivados del cloroplasto
secuenciado de Pinus thumbergii (Vendramin et al., 1996). En pinos el cloroplasto es
heredado uniparentalmente via paterna, por lo que el uso de esta regidon permitird
reconocer las rutas historicas de migracion del polen y probablemente, observar una
subestructuracién espacial y temporal mas marcada. Los cpSSR han sido usados en especies
de pinos mexicanos con buenos resultados (Delgado et al., 2007; Ortiz-Medrano et al.,

2008; Jarddn et al., 2011; Moreno-Letelier et al., 2013).
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Hipotesis
e Pinus durangensis es una especie de amplia distribucidon geografica que contiene
mayores niveles de variacién genética que P. martinezii de distribucién restringida,
estd representada por pocas poblaciones, aisladas y fragmentadas estructural y
genéticamente.
e Pinus durangensis y P. martinezii son linajes divergentes, que han evolucionado de

manera independiente por el aislamiento genético, geografico y ambiental.

Objetivos
Objetivo general
Evaluar los niveles de variacion genética y la estructura filogeografica de las poblaciones de

P. durangensis y P. martinezii, a través de su area de distribucion natural en México.

Objetivos particulares
e Estimar los niveles de variacién genética y el tamafio efectivo de las poblaciones P.
durangensis y P. martinezii.
o Determinar la estructura geografica de la variacion genética y la existencia de
barreras genéticas entre los dos taxa de estudio.
e Explorar si la divergencia de las especies esta asociada a un patrén de aislamiento

geografico o ambiental.
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V. Metodologia

5.1 TRABAJO DE CAMPO

5.1.1 Colecta de material biolégico

La seleccion de los sitios de colecta se hizo de acuerdo con informacidn previa de la
existencia de las poblaciones, a través de su area de distribucion natural (Madrigal, 1986;
Perry, 1991; Silva, 2005; Leal-Nares et al., 2012; CONABIO, 2019). En total se colectaron 20
poblaciones; 12 correspondientes a Pinus durangensis, en los estados de Sonora, Chihuahua
y Durango y ocho a poblaciones de Pinus martinezii, en Michoacdn y Jalisco (Perry, 1991).
Se tomaron datos de la distribucién geografica de las poblaciones (coordenadas geograficas
y altitud), y datos generales de las condiciones ecoldgicas de las localidades (pendiente, tipo

de suelo, climay vegetacién) (Figura 5).
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Figura 5. Distribucion geografica de las poblaciones en estudio de Pinus durangensis y P.
martinezii, México.

En total se colectaron aciculas de 307 individuos de 20 poblaciones y de 9 a 20 individuos
elegidos al azar y separados a mas de 50 m de distancia, para minimizar sesgo por
parentesco (Tabla 1). El material bioldgico fue etiquetado con los siguientes datos;
localidad, nimero de individuo y fecha de colecta, asi como almacenado en un

ultracongelador a -80°C, para su posterior procesamiento y extraccion de ADN.
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5.2 TRABAJO DE LABORATORIO

5.2.1 Extraccion de ADN

El ADN gendmico se extrajo de cada individuo utilizando el método de Miniprep CTAB 2X,
optimizado para pinos (Vazquez-Lobo, 1996). La integridad del ADN fue comprobada con la
técnica de electroforesis en geles de agarosa al 0.5 % a 120 volts, en una cdmara horizontal
durante 20-40 minutos. Posteriormente el gel se colocé en un transiluminador de luz UV

para observar las bandas de ADN, con el uso de un marcador de 1000 pb (1Kb).

5.2.2 Microsatélites de cloroplasto (SSRcp)

Inicialmente se ensayaron 10 SSRcp (Pt30204, Pt71936, Pt871329, Pt100783, Pt15169,
Pt1254, Pt36480, Pt63718, Pt1254, Pt7995 y Pt110048) aislados de Pinus thumbergii
(Vendramin et al., 1996). El oligo forward fue marcado con fluorescencia para su
amplificacién por medio de la técnica de PCR de acuerdo con Vendramin et al. (1996), de
los cuales seis fueron seleccionados para el estudio al ser polimérficos y reproducibles

(Tabla 2).

Tabla 2. Microsatélites de cloroplasto (SSRcp; Vendramin et al., 1996) utilizados en las
especies de estudio.

Locus Oligos (5’ -3’) Tamaiio (pb)  Fluorocromo

Pt30204 TCATAGCGGAAGATCCTCTTT 136-141 FEM (azul)
CGGATTGATCCTAACCATACC

Pt871329 GCCAGGGAAAATCGTAGG 159-164 HEX (Verde)
AGACGATTAGACATCCAACCC

Pt100783 ATACGTATGTATCCCCTAACTGTCA 113 HEX (Verde)
TCAATTTTTGCCATATCCTGA

Pt15169 CTTGGATGGAATAGCAGCC 118-115 FEM (azul)
GGAAGGGCATTAAGGTCATTA

Pt36480 TTGTACAAAATAAGG 145-147 HEX (Verde)
AAA'ITCCTAAAGAAGGAAGACCA

Pt63718 CACAAAAGGATTCAGTG 92-94 FEM (azul)
CGACGEAAAGAATGGTG
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Tabla 1. Localidades de colecta, estado, provincia biogreografica (SMOC: Sierra Madre Occidental, SMS: Sierra Madre del Sur, FVTM:
Faja Volcdnica transmexicana, coordenadas geograficas, altitud, y tamafio de muestra (n) de Pinus durangensis Mtz. y Pinus martinezii

E. Larzen.
Especie Localidad/ abreviacién Estado Provincia Latitud Longitud Altitud n
Biogeografica (N) (W) (msnm)

P. durangensis Yecora/YC Sonora SMOC 28°22'27.0"  109°02'05.0" 2066 16
P. durangensis Maderas/AHM Chihuahua SMOC 29°26'40.6" 108°08'39.5" 2179 14
P. durangensis Basaseachi/BS Chihuahua SMOC 28°12'33.3"  108°12'17.7" 2053 13
P. durangensis San Juanito/S) Chihuahua SMOC 28°02'48.2" 107°50'05.4" 2564 17
P. durangensis Creel/CRL Chihuahua SMOC 27°43'09.6" 107°40'43.8" 2447 16
P. durangensis Batopilas/BT Chihuahua SMOC 27°17'49.9"  107°31'24.7" 2258 9
P. durangensis Guachochi/GH Chihuahua SMOC 26°47'01.7" 107°15'51.9" 2512 17
P. durangensis M. Baqueriche/BAQ  Chihuahua SMOC 26°52'00.5"  106°58'54.4" 2472 16
P. durangensis Sitios Negros/SN Durango SMOC 25°06'13.8"  106°09'44.4" 2603 13
P. durangensis San Diego/SD Durango SMOC 24°57'05.4"  105°57'54.6" 2235 15
P. durangensis El Salto/STO Durango SMOC 23°47'33.2" 105°23'22.3" 2557 19
P. durangensis Flor Espinoza/FE Durango SMOC 23°30'59.8"  104°43'49.6" 2726 14
P. martinezii Manantlan/CAP Jalisco SMS 19°55'23.9" 104°14'58.6" 2844 18
P. martinezii Sn. Juan Nuevo/SNVO  Michoacén FVTM 19°26'06.3"" 102°14'02.3" 2717 13
P. martinezii Pefiuelas/PN Michoacan FVTM 19°42'08.8" 100°44'55.8" 2352 15
P. martinezii Temazcal/TM Michoacan FVTM 19°39'44.8" 100°57'03.9" 2491 15
P. martinezii Chilar/CH Michoacan FVTM 19°35'10.5" 101°07'35.5" 2290 19
P. martinezii Pedro Jacuaro/SPJ Michoacan FVTM 19°43'50.9" 100°39'31.9" 2265 17
P. martinezii Alta Huerta/AH Michoacan FVTM 19°42'59.6" 100°43'16.4" 2494 15
P. martinezii Los Azufres/AZ Michoacan FVTM 19°48'24.4" 100°39'30.8" 3060 16

20



Las reacciones de amplificacidén y condiciones de PCR se realizaron en una termocicladora
c1000™ Thermal Cycler (BIO RAD), de acuerdo al método reportado por Vendramin et al.
(1996). El programa consistira de: 5 min de desnaturalizacion a 95 °C, seguido de 25 ciclos
de 1 min de desnaturalizacién a 94 ° C, 1 min de recocido a 55°C y un paso de extension
final de 72 ° C durante 8 min, con las siguientes condiciones para un volumen final de 25 pl:
2.5 ul Buffer 10X (IM Tris, pH 9) 0.4 ul de DNTPs (4X, 100 Mm), 2.0 pl de oligo forward y
revers (10 ul), 13. 4 pl de H,0dd, 2.0 pl de MgCl; (2.5 Mm), 0.2 ul de Taqg polimerasa (1U) y
2.5 pl de ADN (20 ng/ ul).

Los fragmentos obtenidos se visualizaron en geles de agarosa al 2%, teflido con Bromuro
de Ethidio, con la finalidad de verificar su presencia. Para corroborar el tamano de las
amplificaciones se utilizd un marcador de peso molecular de 100 pares de bases (pb).
Posteriormente, fueron enviados a servicio externo (Universidad de lllinois, USA) para la
obtencién de electrofenogramas en un secuenciador automatico Applied Biosystems

3730xl.

Una vez obtenidos los electrofenogramas, se realizé la lectura de los tamanos de los
fragmentos en pares de bases, con el uso del programa Peak Scanner (Applied Biosystems,
2012) (Figura 6). Para un manejo eficaz de la informacidn se elaboré una base de datos en
el programa Excel (2016), donde se registré el tamafio del fragmento de cada uno de los

seis locus (microsatélites).
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Figura 6. Lectura del tamafio de los fragmentos en los electrofenogramas con el programa
Peak Scaner.
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5.2.3 Andlisis de datos

La variacion genética se estimd con los siguientes pardmetros: el nimero de haplotipos (h),
el nimero de haplotipos privados (P), riqueza haplotipica (Rh), la diversidad genética (H;
Nei, 1987), la diversidad por poblaciéon (Hs) y la total (Ht), con el uso del programa Haplotype
analysis (Heliades y Eliades, 2009).El tamafo poblacional se obtuvo con el parametro
B8=2N.u, donde N, es el tamafio efectivo poblacional basado en el modelo de mutacién paso
a paso, asumiendo una taza de mutacidn constante estimada de 5.5x 10 por generacion

(u; Hedrick 1999; Provan et al., 1999).

La estructura genética se obtuvo con un analisis jerarquico de varianza molecular (AMOVA,
Excoffier et al., 1992), entre y dentro de poblaciones, entre grupos de poblaciones (dos
regiones) y entre los grupos generados con el andlisis Bayesiano BAPS, basados en los
modelos de mutacién de alelos infinitos IAM (Weir 1996) y de un paso (SMM) (Slatkin 1995).
La significancia estadistica se obtuvo con 1000 permutaciones no paramétricas utilizando el

programa Arlequin 3.1 (Excoffier y Lischer, 2010).

Para la formacién de grupos genéticos se utilizd una aproximaciéon bayesiana con el
programa BAPS ver. 6.0 (Colander et al., 2008a), para explorar la subestructuracién
geografica de la variacidn genética, ya que incorpora informacién espacial y supone que la
estructura de una determinada poblacion depende de la de las dreas adyacentes. El
programa emplea un algoritmo de optimizacion estocastica para buscar el numero de K
grupos mas probable a través de la descripcion de la variacion molecular en cada poblacidn
(Corander et al., 2008b). La busqueda se realizé asumiendo de 2 a 10 K grupos, con 10
repicas por K, 10 000 periodos de burning y 10 000 iteraciones (MCMC; Cadenas de Marcov
tipo Monte Carlo), asumiendo informacion a priori de las poblaciones y frecuencias alélicas

similares.

El algoritmo de diferencia maxima de Monmonier implementado en BARRIER ver. 2.0

(Manni et al., 2004) se usd para inferir la ubicacion geografica de las principales
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discontinuidades genéticas entre poblaciones. BARRIER crea un mapa donde identifica una
barrera a lo largo de las teselaciones de Voronoi cuando se proporciona una matriz de
distancia genética y una de datos geograficos. Para este propdsito, se obtuvieron las
distancias genéticas a partir del estadistico Rsr, con el uso del programa Arlequin 3.1
(Excoffier y Lischer, 2010), basadas en el modelo de mutacion de un paso (SMM) vy las
distancias geograficas absolutas en kilometros, obtenidas a través de un calculador
implementado en el programa Google Harth (Keyhole, Inc., 2001). El numero de barreras

identificadas por BARRIER se establecié de 1 a 10.

El flujo genético entre las poblaciones se evalué de manera indirecta de acuerdo con la
formula Nm= % [(1/Fsr)-1)] descrita por Slatkin (1995), donde Nm es el nimero efectivo de
migrantes entre poblaciones por generacion. La matriz de datos obtenida se usé para
proyectar en un mapa el N, en direccion Norte a Sur de su distribucion, bajo los siguientes
supuestos: el origen y dispersién del género Pinus en América (Millar, 1993) y un mayor Np,
entre poblaciones mas cercanas (Slatkin, 1995). Los valores de Nn entre las poblaciones
(Norte-Sur) se interpolaron mediante la aplicacion de las distancias inversas ponderadas
(IDW) (Watson y Philip, 1985), con el programa Qgis ver. 3.2.3. La construccion del mapa se
hizo con base a la delimitacion del area accesible M para cada especie, definida como el
espacio donde una especie esta o se asume que podria estar dado el conocimiento bioldgico
gue se tiene de ella y de su capacidad de dispersidn por no existir barreras ambientales que
pudieran limitar su establecimiento (Soberdn y Peterson, 2005; Martinez-Méndez et al.,
2016; Manzanilla et al., 2019). Para delimitarla, se usaron tres provincias (SMOC, SMS y
FVTM) y 11 sub-provincias fisiograficas de México (INEGI 2001), que corresponden a las
poblaciones colectadas y a registros de P. durangensis y P. martinezii, consultadas en la base
de datos Global Biodiversity Information Facility (GBIF, 2020) y del Herbario Nacional MEXU
(UNAM, 2020) (Apéndice 4).

Finalmente, para ver si la distribucién de la variacion genética estd asociada con su

distribucién geografica (IBD) y/o ambiental (IBA), se hicieron analisis de correlacion con una
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prueba de Mantel con 10 000 permutaciones usando el programa IBD v 1.52 (Bohonak,
2002). Las distancias genéticas se obtuvieron a partir de los valores pareados de Rsr, las
distancias geograficas del analisis de Barreras genéticas (ver parrafo anterior), y para el caso
del IBA se usé el indice de severidad de sequia de Palmer (PDSI; Palmer, 1965), con datos
espaciales mensuales obtenidos para dos periodos (1960-1990 y 1982-2012), de la
plataforma Mexican Drought Atlas (Stanle et al., 2016). Los mapas de proyeccion de sequia

se generaron con el programa Arcmap version 10.3.
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IV. Resultados

Variacion genética

Los seis loci amplificados fueron polimérficos, cada locus tuvo de tres a ocho alelos y un
total de 34 alelos fueron identificados en los seis loci. Con la combinacion de los diferentes
alelos se construyeron 121 haplotipos (Apéndice 1), con cinco a 15 haplotipos por
poblacidn. Sin embargo, mas de la mitad de los haplotipos fueron privados (69%), con una
mayor presencia en la poblacion de Creel (10; Chihuahua). El haplotipo con la frecuencia
mas alta fue el H78 presente en las poblaciones: Yecora de Sonora, San Juanito, Creel,
Batopilas, Guachochi de Chihuahua, Sitios Negros, San Diego y El Salto de Durango. Otros
haplotipos frecuentes fueron; el H96 (Yecora, Batopilas, Guachochi, Meza de Baqueriche, El
Salto y Capillas) y el H112 (Maderas, Bassaseachi, San Juanito, Guachochi, Sitios Negros y
San Diego). La riqueza haplotipica (Rh) media fue de 5.8, varidé de 3.00 a 7.30 entre las
poblaciones, de las cuales Temazcal presentd el valor mas alto (Rh= 8.0) y San Juan Nuevo

presento el valor mas bajo (Rh=3.0).

El promedio mas alto en el nimero de haplotipos se encontrd en las poblaciones de P.
martinezii, con un valor de 11 en comparacion con P. duranguensis que presento un valor
de 9.5 haplotipos. La poblacién de Temazcal de Michoacan es la que registré mayor riqueza
haplotipica y mayor diversidad genética, esto, debido a que cada individuo presenté un

haplotipo diferente (15).

Todas las poblaciones de P. durangensis (H= 0.904) y P. martinezii (H=0.906) mostraron un
valor alto de diversidad genética de Nei con H= 0.906 en promedio, asi como valores altos
de diversidad genética dentro de las poblaciones y diversidad genética total, Hs=0.845 vy
H:=0.978 respectivamente. El tamafio poblacional histérico de P. durangensis

(Ne=16,759.52) fue ligeramente menor al de P. martinezii (Ne =19,324.12) (Tabla 3).
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Tabla 3. Poblacion, tamafio de la muestra (N), riqgueza haplotipica (Rh), diversidad genética
imparcial de Nei (H), valor de theta bajo el modelo de mutacién paso a paso (@smm) y el
tamafio poblacional (Ne).

Especie/ No. H.

Poslacién N Haplotipos Privados Rh H Bsmm Ne
Pinus durangensis
YC 16 9 4 5.13 0.88 1.96 17,773.90
AHM 14 11 4 6.65 0.96 1.53 13,873.90
BS 13 6 4 3.76 0.77 2.21 20,124.09
SJ 17 14 7 7.21 0.98 1.50 13,647.27
CRL 16 14 10 7.25 0.98 1.58 14,350.81
BT 9 8 5 7.00 0.97 1.57 14,282
GH 17 10 4 5.20 0.88 2.10 19,091.09
MB 16 6 2 3.49 0.77 2.02 18,397.81
SN 13 8 3 5.36 0.91 1.68 15,260.09
SD 15 11 2 6.25 0.93 1.60 14,609.54
STO 19 7 0 4.36 0.87 2.37 21,509.63
FE 14 11 6 6.65 0.96 1.89 17,160.36
CAP 18 9 1 5.35 0.92 1.96 17,793.18
Media 9.5 4 5.66 0.904 1.84 16,759.52
Pinus martinezii
SNVO 13 5 3 3.00 0.63 4.17 37,951
CH 19 15 9 7.03 0.97 1.52 13,803.72
™ 15 15 6 8.00 1.00 1.65 14,992.90
PN 15 7 2 4.78 0.90 2.21 20,065.63
SPJ 15 10 2 5.97 0.93 1.92 17,438.45
AH 17 14 5 7.06 0.97 1.62 14,749.54
AZ 16 11 4 6.35 0.95 1.79 16,267.54
Media 11 4.4 5.79 0.905 1.51 19,324.12

Estructura geogrdfica de la variacion genética

El analisis Bayesiano de estructura poblacional (BAPS) dio como éptimo la particion de las
poblaciones en dos zonas geograficas: el Norte (Sonora, Chihuahua, Durango y Jalisco) y el
Sur (Michoacan) y siete grupos genéticos. La zona del Norte se divide en cuatro grupos
genéticos correspondientes a P. durangensis; grupo | integrado por Yecora, Creel y
Batopilas. Grupo Il por Maderas, Bassaseachic, San Juanito, Sitios Negros y San Diego. Grupo
Il compuesto solo por dos poblaciones Guachochi y Flor Espinoza, y por ultimo el Grupo IV

por M. de Baqueriche, El Salto y Capillas. La zona del Sur por su parte se integra por tres

26



grupos genéticos correspondientes a poblaciones de P. martinezii; San Juan Nuevo,
Pefiuelas y San Pedro Jacuaro forman el grupo |, Chilar y Alta Huerta el grupo Il y Temazcal

y Los Azufres el grupo Il (Figura 7).
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Figura 7. Resultado del analisis bayesiano de estructura poblacional (BAPS). YC, Yecora;
CRL, Creel; BT, Batopilas (ROJO). AHM, Maderas; BS, Bassaseachic; SJ, San Juanito; SN, Sitio
Negros; SD, San Diego (VERDE). GH, Guachochi; FE, Flor Espinoza (AZUL). BAQ, Meza de
Baqueriche; STO, El Salto; CAP, Capillas (AMARILLO). SNVO, San Juan Nuevo; PN, Pefiuelas;
SPJ, San Pedro Jacuaro (AZUL AGUA). CH, Chilar; AH, Alta Huerta (ROSA). AZ, Azufres; TM,
Temazcal (CAFE).

El analisis de varianza molecular (AMOVA) a nivel de las poblaciones indica que la mayor
proporcién de varianza se encuentra dentro de las poblaciones con ambos estadisticos (Fsr=
67.7% y Rst= 50.39%) que entre las poblaciones (Fsr= 32.4% vy Rsr= 49.61%) (Tabla 4).

Los resultados de AMOVA con los grupos definidos por BAPS para Fsr, mostraron que una
proporcion considerable se explica por las diferencias entre los grupos (24. 88%). Sin

embargo, la mayor proporcién de varianza se localizé dentro de las poblaciones (65.73%)
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mientras que la proporcion de varianza fue menor entre poblaciones dentro de grupos

(9.39%). Los resultados de Rsr coinciden con los de Fsr.

Tabla 4. Andlisis de varianza molecular con valores de Fsry Rsr. En letras bold se indican los
valores mas altos para cada grupo de analisis. La significancia estadistica fue obtenida con
10000 permutaciones no-paramétricas (Excoffier y Lischer, 2010).

Sumade Componentes %de

Fuente de variacion cuadrados de varianza variacién (Fs/Rsr)
a) Poblaciones tratadas como un solo grupo
Fst 0.324
Entre poblaciones 19 155.79 0.47 32.4
Dentro poblaciones 287 281.85 0.98 67.7
Total 306 437.65 1.45
Rst 0.503
Entre poblaciones 19 605.43 1.95 49.61
Dentro poblaciones 287 551.71 1.92 50.39
Total 306 1157.14 3.87
b) Zonas geograficas (Norte-Sur)
Fer 0.394
Entre grupos 1 52.13 0.32 20.19
Entre poblaciones dentro de grupos 18 103.65 0.31 19.24
Dentro poblaciones 287 281.85 0.98 60.56
Total 306 437.65 1.62
Rst 0.643
Entre grupos 1 425.66 2.94 54.58
Entre poblaciones dentro de grupos 18 179.76 0.52 9.77
Dentro poblaciones 287 551.71 1.92 35.65
Total 306 1157.14 5.39
c¢) Grupos formados por BAPS
Fsr 0.342
Entre grupos 6 115.43 0.37 24.88
Entre poblaciones dentro de grupos 13 40.35 0.14 9.39
Dentro poblaciones 287 281.85 0.98 65.73
Total 306 437.65 1.49
Rst 0.528
Entre grupos 6 512.27 1.8 44.33
Entre poblaciones dentro de grupos 13 93.15 0.34 8.51
Dentro poblaciones 287 551.71 1.92 47.17
Total 306 1157.14 4.07
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Finalmente, cuando las poblaciones se dividieron en zonas geograficas (norte y sur), el
mayor porcentaje de variacidon de Fsrse encontrd dentro de poblaciones (60.56%) seguido
de entre grupos (20.19%) y en menor porcentaje entre poblaciones dentro de grupos
(19.24%). En Contraste Rsr presentd el valor mas alto de diferenciacidon entre grupos
(54.58%), en segundo lugar, dentro de poblaciones (35.65%) y el valor mas bajo entre
poblaciones dentro de grupos (9.77%). Para todos los casos el valor de Rsr, fue mayor al de

Fst P < 0.05.

De acuerdo a las distancias pareadas de Rsr, BARRIER sugiridé la presencia de una muy
marcada discontinuidad genética. La barrera principal (a) divide claramente las poblaciones
del Norte (Sonora, Chihuahua, Durango y Jalisco) de las poblaciones del Sur (Michoacdn)
(Figura 8). Los resultados se observan tanto al considerar las 20 poblaciones como un solo
grupo, como al definir los siete grupos genéticos sugeridos por BAPS, lo que sustenta la
hipdtesis de que existe una diferenciacion genética de las poblaciones del norte de las del

sur, es decir, entre P. durangensis y P. martinezii.

Latitud N Latitud N

Barrera entre Soncra-Chihuahua-
™\, Durango-Jalisco y Michoacan

Barrera entre Sonora-Chihuahua-
Durango-Jalisco y Michoacan

b)

Longitud O Longitud O

Figura 8. Mapa de barreras genéticas estimadas con BARRIER. a) Rsr para 20 poblaciones, y
b) Rsrpara siete grupos genéticos. La barrera a, es la de mayor probabilidad.
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Aislamiento por distancia y por ambiente

El promedio del flujo genético entre todas las poblaciones fue bajo (Nm= 1.155). Entre
especies, el flujo genético fue minimo con valores menores a 1.0, es decir las poblaciones
de P. durangensis no se comunican genéticamente con las de P. martinezii. Sin embargo, se
encontrd un flujo genético infinito entre varias poblaciones del grupo norte: YCcon SJ, BTy
SN, SJ con SD y EI STO, y SD con ElI STO. P. durangensis mantiene un flujo muy alto entre
sus poblaciones, las de Sonora y Chihuahua intercambian migrantes con las de Durango,
incluso con la poblacidon de Capillas en Jalisco. Para el sur, el mayor flujo genético se

encontro entre la poblacién de TM con CHy AZ (Nm=4.90 y 4.96) (Figura 9, Apéndice 2 y 3).
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Figura 9. Flujo filogenético Nm entre y dentro poblaciones de P. durangensis y P. martinezii.
El traslape de colores indica la existencia de flujo genético entre las poblaciones ubicadas
en sitios diferentes y cuya intensidad varia acorde con la nomenclatura sefialada en los
colores del mapa y que van de muy alto a muy bajo intercambio genético.
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El aislamiento por distancia (IBD) entre las distancias genéticas y geograficas (Rs) de
poblaciones pareadas, resulto significativa (Z= 58663.41, r= 0.5607, P<= 0.0010), con una
contribucién del 56% de la diferenciacién genética debida a la distribucion geografica de las
poblaciones (Figura 10). Sin embargo, cuando se hizo el andlisis a nivel de poblaciones por
grupo no se presentd un resultado significativo (p <= 0.6550 y p <= 0.1170, zona norte y

zona sur, respectivamente).

o o o o o o o
w > ] o N %) ©

Distancias genéticas (R, pareadas)
o
N

0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Distancias geograficas (Km)

Figura 10. Patron de aislamiento por distancia (IBD) entre las poblaciones de P.
duranguensis y P. martinezii, distribuidas en la Sierra Madre Occidental, Sierra Madre del
Sury en la Faja Volcanica Transmexicana, respectivamente.

De acuerdo al indice de severidad de sequia de Palmer (PSDI), las poblaciones de P.
durangensis para el periodo de 1960-1990 presentaron un promedio mads seco del indice
(PSDI=-0.068) que P. martinezii (PSDI=0.72). En el periodo reciente (1982-2012) se observd
un patrén similar, P. durangensis presentd mayor grado de sequia respecto al periodo
anterior con un promedio de -0.511. En contraste, P. martinezii mantuvo valores positivos

(0.26 a 0.33), con un promedio de sequia de 0.23 (Figura 11).
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El aislamiento por ambiente (IBA) también resulto positivo y significativo (Z = 43.4436, r =
0.5148, p <= 0.0010) entre todas las poblaciones, donde el 51% de la diferencia genética
puede ser atribuible al ambiente (Figura 12). A nivel de grupo por zonas no se encontré una

asociacion significativa (p <= 0.6312, norte; p <= 0.4437, sur).
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Figura 11. indice de severidad de sequia de Palmer (PSDI) de las poblaciones de P.
durangensis y P. martinezii. a) Periodo de 1960-1990, b) Periodo de 1980-2012, c) 1960-
1990 vs.1980-2012.
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Figura 12. Patron de aislamiento por ambiente (IBA) entre las poblaciones de P.
duranguensis y P. martinezii distribuidas en México.
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V. Discusion

Diversidad genética

La diversidad genética de P. durangensis y P. martinezii fue alta, lo que concuerda con su
sistema ventajoso de entrecruzamiento por polinizacion anemofila (Plomion et al., 2007).
El numero de alelos por locus fue mas alto en comparacién con otras especies de pinos
(hasta ocho). Sin embargo, el nimero de haplotipos (121) resultdé menor que en especies
como P. hartwegii, P. monteuzamey P. pseudostrobus (Obregdén, 2010; Delgado et al., 2007)
que fueron analizados con igual/mayor nimero de loci de cpSSR, pero mayor que en P.
ayacahuite var. ayacahuite, P. strobiformis y P. nelsonnii (Ortiz-Medrano et al., 2008;
Moreno-Letelier y Pifiero, 2009; Cuenca et al., 2003), analizados con menor nimero de
microsatélites. Es probable que estas diferencias entre la diversidad haplotipica de las
especies pueda deberse al nimero de microsatélites empleados en cada estudio, sin
embargo, se ha asociado mas esta diversidad a las diferencias del rango de distribucion
geografica de las especies; con mayor diversidad genética en especies de distribucién
amplia y continua, seguido de especies de distribucién amplia pero fragmentada y la menor
diversidad en especies de distribucidn restringida (Ledig et al., 2001; Delgado vy Pifiero,
2008) De estas categorias, se podria considerar a P. durangensis como de distribucion
amplia pero fragmentada con una diversidad genética alta (H= 0.904) similar a especies de
pinos con este tipo de distribucidon, como son Pinus strobiformis (H= 0.858; Moreno-Letelier

y Piflero, 2009), y Pinus ayacahuite var. ayacahuite (H=0.705; Ortiz-Medrano et al., 2008).

Se ha llegado a considerar a la variacién genética como indicador de la buena “salud” de
una poblacidn, mientras que su ausencia limita la capacidad de respuesta de una poblaciéon
a un medio cambiante en el corto y largo plazo (Amos y Harwood, 1998; Moreno-Letelier,
2007). Sin embargo, los niveles de variabilidad no siempre corresponden a lo predicho por
la teoria, ya que algunas especies con alta variacion tienen poblaciones pequefias y estan
demograficamente en peligro (Eguiarte et al., 2007; Moreno-letelier, 2007), como podria
ser el caso de P. martinezii que contiene valores altos de diversidad genética (H= 0.906)

comparados con los reportados para P. nelsonnii (H= 0.640; Cuenca et al., 2003) o P.
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pinceana (H= 0.824; Escalante, 2001), especies con distribucion restringida, fragmentada y

consideradas en peligro de extincion.

Acorde con los resultados, la alta diversidad genética en P. martinezii podria deberse en
gran parte a tres aspectos centrales: La fragmentacion de las poblaciones puede ser muy
reciente y todavia no se ve reflejado genéticamente (Barrett y Kohn 1991; Montgomery et
al., 2000; Cruzan, 2001, Moreno-Letelier y Pifiero, 2009). Los tamafios efectivos de las
poblacionales fueron grandes en el pasado (16,759.52 y 19,324.12) en ambas especies, por
lo que aun mantienen su variabilidad genética en cantidades considerables, y la mayoria de
las poblaciones que existen actualmente, aun mantienen un flujo genético alto y constante
(> 1.5 unidades), probablemente debido a la cercania entre ellas, ayudado por la dispersiéon
anemofila de las semillas (Perry 1991; Ledig et al., 2001). En este punto es necesario
considerar que el proceso de mutacién es el Unico que puede generar nueva variacion
dentro de una poblacidn, sin embargo, la migracién también puede aportar esa variacion
proveniente de otros sitios, por lo que no sélo el tamaiio efectivo de la poblacion es
determinante para el mantenimiento de la variacién genética y la adecuacién, sino también
la posibilidad de intercambiar genes por migracién de individuos o gametos de poblaciones
cercanas. Esto hace posible que poblaciones muy pequefias puedan persistir a lo largo del

tiempo gracias al efecto de rescate de los migrantes (Cruzan, 2001; Moreno-Letelier, 2007).

Aunque es escasa la informacion sobre P. martinezii, para dos poblaciones del Mpio. de
Hidalgo se reportan tamafios censales grandes (263 y 190), con presencia de individuos de
diferentes edades, por lo que se encuentran en un buen estado de conservacién (Leal-Nares
et al.,, 2012). Las poblaciones de Pefiuelas, Alta Huerta y San Pedro Jacuaro de mayor
variacidén genética, se encuentran en ese Mpio de Hidalgo, que es una zona de mayor
aptitud para el establecimiento y colonizacidn. Se cree que anteriormente las poblaciones
pudieron haber estado juntas en manchones mas grandes (Leal-Nares et al., 2012). En
contraste en otras poblaciones como el caso de San Juan Nuevo, se detectaron niveles de

variacidén genética mas bajos, debido a que se encuentra aislada y alejada de las demas
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poblaciones. Es decir que el efecto de la fragmentacion y aislamiento geografico podria
estar influyendo de manera importante sobre la cantidad y distribuciéon de la variacién

genética.

Estructura geogrdfica de la variacion genética

El andlisis de agrupamiento Bayesiano BAPS, confirma la existencia de dos zonas geograficas
(Norte y Sur), diferenciadas genéticamente: El norte que incluye las poblaciones de P.
durangensis y el Sur donde se concentran las de P. martinezii, siendo mds similares entre si
gue con las poblaciones de la otra especie. De igual manera el AMOVA muestra que el
porcentaje mas alto de variacion genética se encuentra entre grupos geograficos (54.58%).
Los valores de Rsrresultaron para todos los casos mas altos que los de Fsrlo que sugiere que
la tasa de mutacién no es despreciable y que la diferenciacidén genética entre grupos no es
reciente. El modelo de mutacién paso a paso (SMM), considera la historia de los alelos,
siendo los grupos menos diferentes, aquellos en los que sus alelos tengan la menor varianza
en su tamafio (Ortiz-Medrano et al., 2008; Moreno-Letelier y Pifiero, 2009; Escalante, 2001).
Estos resultados también se corroboran con la barrera genética revelada por BARRIER que
did como mas probable una division de las poblaciones del complejo Sonora-Chihuhua-
Durango-Jalisco de las de Michoacan, tanto a nivel de poblaciones como de grupos
genéticos reconocidos por BAPS, comprobando que las poblaciones de la FVTM son
genéticamente diferentes a las de la SMOC y SMS, conteniendo a los dos linajes o especies

de manera diferencial.

A nivel de los grupos Norte y Sur, representados por P. durangensis y P. martinezii
respectivamente, los haplotipos mas abundantes en las poblaciones del Norte fueron H78,
H96 yH112,y el H39y H53 en el Sur. La mayor presencia de haplotipos privados se encontrd
en los grupos del norte con 52 de los 84. Esto pudo deberse principalmente a que el nimero
de poblaciones muestreadas de P. durangensis, es casi el doble de las de P. martinezii ya
que el promedio de haplotipos por poblacion fue igual en ambas especies (4 haplotipos

privados). La poblacién del Salto fue la Unica que no presento haplotipos privados, y Creel

36



(del grupo norte) la que presento mas (10), seguida de Chilar (9) de distribucién mas al sur
de este grupo. La gran cantidad de haplotipos Unicos de ambos grupos indica que el flujo
de genes entre especies ha sido nulo o muy bajo en la historia evolutiva reciente de los dos

linajes.

La colonizacién de los pinos en México ha sido en direccién Norte-Sur, el avance y retroceso
de los grandes glaciares favorecid la migracién, muchas especies de pinos tomaron ventaja
de los periodos de calor y clima seco del norte y ocuparon los espacios abiertos (Eguiluz-

Piedra, 1985; Perry, 1991; Axelrod, 1986; Rzedowski, 1998; Sdnchez-Gonzalez, 2008).

Por ello, la migracién de P. durangensis pudo estar dada desde el norte de Chihuahuay
Sonora en direccidn sur hasta Jalisco, a través de la SMOC. Las poblaciones de este grupo
presentan una continuidad genética con valores altos de Ny, (incluso infinito en algunas
poblaciones). Posteriormente migran hasta la region de Michoacdn, sin embargo, las
poblaciones de Michoacdn pudieron quedar aisladas debido a la formacién de la FVTM y a
la presencia de un valle de mds de 70 km de extensidn con altas temperaturas (= 21°C) y de
menor altitud (entre 600 y 1100 msnm) que separé ambiental y espacialmente a las
poblaciones de Jalisco y Michoacan (Apéndice 5). Esto provocé su aislamiento a territorio
restringido, la inexistencia de flujo de genes, con valores bajos de Nn entre zonas, y en
consecuencia, se generd la divergencia de un nuevo linaje, P. martinezii. Este sistema
volcénico pudo funcionar como barrera biogeografica entre las dos especies tal como se ha
documentado en un complejo de especies de Magnolia (M. pugana, M. pacifica y M.
vallartensis; Mufiz-Castro et al., 2020) y en poblaciones de Acer saccharum (maple
azucarero; Vargas-Rodriguez et al., 2015). Este patron de aislamiento también se ha
observado entre una poblacién de la Sierra de El Cuale de Pinus strobiformis var.
strobiformis y poblaciones de Pinus strobiformis var. veitchii de la FVTM (Moreno-Letelier y

Pifiero, 2009).
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Interesantemente y contrario a lo que se pensaba sobre la poblacion de Capillas de la
Reserva de Manantldn en Jalisco, que formaria parte del grupo genético de la zona sur al
distribuirse mds cerca de las poblaciones de Michoacdn, el analisis de BAPS indica que forma
parte del grupo genético del Norte. Esta poblacién se distribuye en una zona donde inicia la
Sierra Madre del Sur (SMS), limita con el extremo oeste de la FVTM y se encuentra dentro
del elemento geoldgico Bloque Jalisco (JB), un sistema montafioso con asociaciéon
biogeografica incierta y separado de otras tierras altas por dos cuencas con altitudes
inferiores a 500 m s.n.m. (Rosas-Elguera et al., 1996; Rutz-Lopez y Nufiez-Cornu, 2004;
Salas-Lizana et al., 2011). Por ello, la presencia de las sierras posiblemente contribuyé de
manera importante al aislamiento genético y geografico de esta y de muchas de las
poblaciones analizadas, en diferentes intensidades y diferentes épocas geolégicas, con los
efectos genéticos que observamos. Para la SMOC se ha estimado un origen entre 55 a 27.5
MYA en el Eoceno, sugiriendo que para la parte sur mas extrema que incluye Jalisco su
origen es del Mioceno temprano (23.5 mya) (Ferrari et al., 2005; Cather et al., 2003),
mientras que la SMS la ubica en un tiempo un poco mds reciente dentro del Oligoceno
temprano (34-23Mya), sin embargo, reportan afloramientos rocosos del mesozoico mucho
mas antiguos (>200 Mya) (Ferrari et al., 2005). El origen de la FVTM, es el mas reciente de
finales del Plioceno (5.3 a 1.8 Mya) pero todas ellas dentro del periodo terciario (Ferrari,

2000).

Estos acontecimientos geolégicos pudieron influir de manera determinante en la
diversificacién de muchas especies de plantas, incluidos los dos linajes estudiados, y a través
del tiempo el aislamiento geografico pudo haber tenido una dindmica con dos umbrales que
acentuaron esta diferenciacidn. Uno que tiene que ver con todos los procesos geoldgicos
de origen y formacion de las Sierras con actividad volcdnica y tectdnica hasta nuestros dias,
y el segundo y mas importante asociado a los eventos glaciares del pleistoceno (1.7-0.1
Mya), que, junto con el surgimiento de la FVTM, muchas especies de pinos pudieron ocupar
nuevos escenarios que impulsaron su radiacién y diversificacion en México (Ferrari et al.,

2002; Ferrari et al., 2012).
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Las poblaciones y especies de pinos migraron hacia el sur o hacia el norte, de acuerdo con
los ciclos glaciares e interglaciares. Estas fluctuaciones climaticas pudieron influir en el
origen de nuevas especies o al menos afectar a la diversidad genética del género
(Richardson y Rundel, 1998; Sanchez-Gonzélez, 2008). Ademas, la FVTM tiene una gran
heterogeneidad ambiental y ha experimentado importantes cambios climaticos desde el

Plioceno y el Pleistoceno hasta el presente (Gdmez-Tuena et al., 2007; Ferrari et al., 2012).

Varios estudios han encontrado que el contexto fisiografico de la FVTM ha sido importante
en la estructuracion genética y la divergencia fenotipica de diferentes especies y cémo los
eventos climaticos y geoldgicos han modificado su distribucién en varios tiempos y periodos
(Jaramillo-Correa et al., 2008; Gamez et al., 2012; Ruiz-Sanchez y Specht 2013; Torres-
Miranda et al., 2013; Mastretta-Yanes et al., 2015; Rodriguez-Gémez y Ornelas, 2015).
Desafortunadamente, con los marcadores usados no fue posible fechar el tiempo de
diversificacion de los linajes obtenidos, por lo que es importante complementar el estudio
con el uso de secuencias de nucleo para obtener estimaciones del tiempo de divergencia

de manera confiable.

Aislamiento por distancia y por ambiente

Los resultados de diferenciacién genética de los dos linajes se refuerzan con el analisis de
aislamiento por distancia (IBD) que fue significativo (r=0.561), y sugiere que las poblaciones
de la zona norte estan mas relacionadas entre si que con las poblaciones de la zona sur, es
decir, que las poblaciones de P. durangensis presentan mayor afinidad genética entre ellas,
que con las poblaciones de P. martinezii. No obstante, dentro de cada grupo (norte y sur) la
diferenciacién genética no esta asociada a la distribucidn geografica de sus poblaciones, lo
que sugiere flujo génico intenso (Rodriguez-Gémez et al., 2017; Montalvo-Fernadndez et al.,

2019).
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Para el anadlisis de aislamiento por ambiente (IBA), el método que se usé (PDSI) es muy
confiable, se basa en el concepto de demanda-suministro de agua y toma en cuenta el
déficit entre la precipitacién real y la precipitacidn necesaria para mantener las condiciones
de humedad climatica o normal. Ademads de contemplar la capacidad de almacenamiento o
retencién de agua en el suelo. La gravedad de la sequia se expresa en valores de 4 a -4,
(humedad y sequia respectivamente) (Palmer, 1965). Para el periodo de 1960-1990 las
poblaciones de ambos grupos se encontraban dentro de la humedad normal o cercano a
ella. En el periodo reciente (1982-2012) la intensidad de la sequia aumentd
considerablemente y todas las poblaciones de P. durangensis presentaron valores
negativos, de -0.124 (Flor Espinosa) hasta -1.401 (Capillas) y un promedio de -0.511, que
revela sitios con una sequia incipiente. En contraste, P. martinezii se distribuye mayormente
en sitios con valores positivos (0.26 a 0.33) a excepcion de San juan Nuevo que presento -
0.04. El promedio de sequia para esta especie es de 0.23, lo que indica que las poblaciones
se encuentran dentro de una humedad normal u dptima para la especie. La discrepancia
entre los resultados de ambas especies es de esperarse ya que las regiones mas afectadas
por sequia en México son las del norte, noreste y noroeste; éstas constituyen 70% del pais
y reciben menos de 40% de la precipitacion (Rivera del Rio et al., 2007; Esparza, 2014).
Aunado a esto, el nivel de sequia esta siendo favorecido por el cambio climatico y en anos
posteriores las regiones aridas del norte-centro de México, que abarca los estados de
Chihuahua, Durango, Coahuila, se expandird hacia ambas costas y hacia el sureste (Sdenz-

Romero et al., 2010).

Esto se observo en el andlisis de IBA, donde la correlacion entre las distancias genéticas con
las ambientales dadas por el indice de sequia, fue positiva y significativa. Los valores altos
de sequia podrian estar contribuyendo también en la diferenciacion genética observada en
las especies. Sin embargo, al ser estimaciones relativamente recientes el efecto sobre la
diferenciacién de los linajes puede estar mas relacionado con la diferenciacion a nivel

morfoldgico de las especies, las cuales a futuro y por las condiciones de sequia que se
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predicen, podrian impactar a nivel molecular (Breshears et al., 2005; Castellanos—Acufia et

al., 2015; Rodriguez-Gémez et al., 2017).

Es evidente que para precisar la taxonomia de especies y subespecies de forma adecuada
ha sido necesario el uso de caracteres morfolégicos tradicionales en apoyo a los métodos
filogeograficos, a pesar de que a la fecha los caracteres morfolégicos han sido devaluados y
considerados no fiables en ascendencia compartida, debido a la influencia de la variacion
ambiental sobre ellos (Gernandt et al., 2003; Dominguez—Dominguez y Vazquez—
Dominguez, 2009). Durante el desarrollo de este estudio se lograron reconocen
caracteristicas morfoldgicas que respaldan los resultados moleculares: La longitud mayor
(25 cm) en aciculas de P. martinezii que en las de P. durangensis (13 cm) niumero de estas
por fasciculo 6 y 7 (en su mayoria) en P. martinezii y 5 P. durangensis; presencia de un
pedunculo no caedizo de los estrébilos femeninos de P. martinezii contra la apariencia sésil
en los conos de P. durangensis y una corteza mas pronunciada (en forma de placas) y
obscura en P. durangensis, asi como una variacién en el nimero de canales resiniferos (2, 3
y 4 ) en P. durangensis y solo 3 en P. martinezii. Por tanto, ambos tipos de evidencias
permiten sustentar de manera robusta la divergencia entre estos dos taxa. En general, se
puede considerar que P. durangensis y P. martinezii muestran diferencias genéticas,
geograficas, ambientales y morfoldgicas que sustentan la hipdtesis de que son dos linajes

divergentes.

Prioridades de conservacion

Uno de los objetivos principales de la biologia de la conservacion es conservar procesos
evolutivos. Para cumplir este objetivo, poder identificar de manera correcta las poblaciones
gue constituyen linajes independientes es esencial. Este trabajo demostré que P.
duranguensis y P. martinezii son en efecto linajes independientes, genética vy
ambientalmente diferenciados. Esto implica que ambas especies tendran que manejarse de
manera individual. Por un lado, se debe de considerar la conservacion in situ de las

poblaciones mas diversas genéticamente como son; Temazcal de P. martinezii, que a pesar
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de tener una distribucién restringida contiene los mayores valores de H y de haplotipos.
Para P. duranguensis se recomienda conservar a Flor Espinoza de Durango y Creel de
Chihuahua que, ademads, es la poblacion que presenta el mayor nimero de haplotipos
privados. Asi mismo se debe de considerar la proteccion de poblaciones aisladas como San
Juan Nuevo, que presentd una baja diversidad genética y poblaciones con N. pequefos
como son todas las poblaciones de P. martinezii, priorizando a la de Chilar en la que se
observé el valor mas bajo de N.. Para P. durangensis las Poblaciéon de Guachochi y Flor
Espinoza a pesar de contener niveles considerables de variacion genética, esta no se
comparte con las demas poblaciones (acorde con el andlisis de BAPS), por lo que contiene

haplotipos valiosos y Unicos de la especie.

Actualmente, algunas de las poblaciones de ambas especies se encuentran dentro de
reservas, parques naturales o tienen algin programa de manejo adecuado, que han
ayudado a su mantenimiento y conservacién (San Juanito y Guachochi Chihuahua, El Salto
Durango, Capillas-Reserva de Manantlan Jalisco y Parque Los Azufres Michoacdn). Sin
embargo, es necesario contar con informacidn ecoldgica que, junto con la informacion
genética generada en este estudio, permitan desarrollar programas de manejo vy
conservacion puntuales, principalmente de P. martinezii que como se comentd
anteriormente, no se conocen todas las poblaciones que la representan, ni su densidad y/o
su estatus demografico actual, pero si se conoce que se tiene una sobre explotacion de
madera de las poblaciones registradas (Leal-Nares et al., 2012). Por ello, es emergente
implementar esta propuesta para lograr que a mediano plazo las poblaciones de P.
martinezii formen parte de una nueva Reserva Ecoldgica o una Unidad de Manejo Forestal

(UMAFOR).

Ambientalmente, el mayor riesgo de extincién acorde con el PSDI, se observa para la zona
norte, donde las condiciones de sequia se incrementaran en un futuro cercano. Castellanos-
Acuia et al. (2018), mencionan en las proyecciones de cambio climatico para 2050, un

incremento de la temperatura en 1.7° para México, y como consecuencia los valores de
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aridez y sequia se acentuaran. Por ello, y a pesar de que en esta regidon si se tienen
programas de manejo con bosques certificados y de conservacion exitosos (Guachochi
Chihuahua y en El Salto Durango; CONAFOR 2019), la manera mas segura y objetiva para
su recate es a través de la conservacion ex situ, con programas de migracion asistida de
material genético representativo de las especies, trasladando planta hacia otras dreas que
en un futuro tengan las condiciones climaticas que hoy son éptimas para las especies y con
ello, tratar de compensar los efectos del cambio climatico (Sdenz Romero et al., 2009;
Castellanos-Acuiia et al., 2018), de tal manera que se pueda proteger este recurso genético

de gran valia evolutiva para el género Pinus.
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VI. Conclusiones

Pinus durangensis y p. martinezii muestran niveles altos de variacidén genética y
tamanios efectivos grandes, superior a los obtenidos en la mayoria de especies de

pino estudiadas conSSRcp.

La estructura genética de las especies es marcada y diferenciada en siete grupos, los

cuales no se comparten entre las dos taxa estudiados.

La diversidad genética obtenida se ajusta tanto a un patrén de aislamiento por
distancia, como por ambiente, claramente asociados a la distribucién geogréfica de

las especies.

Pinus durangensis y P. martinezii, son dos linajes genéticos independientes que no
comparten haplotipos, por lo que se encuentran aislados por barreras genéticas,

geograficas y climaticas.

Es posible que la divergencia de estos dos linajes esté asociada a eventos climaticos
historicos del pleistoceno, por el aislamiento y fragmentacidn de la continuidad de
su distribucién, asi como por el origen de condiciones ambientales diferentes que

permitieron su adaptacion y diversificacion.

La estrategia de conservacidon que se plantea considera el rescate y mantenimiento
de las poblaciones mas diversas genéticamente, aisladas y diferenciadas, asi como
de mayor riesgo ambiental (por sequia extrema), que a corto plazo pudiera originar

la extincidn local de algunas de ellas.
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Apéndice 1. Frecuencia relativa de los haplotipos.
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Apéndice 2. Matriz de flujo genético (Nm) entre las poblaciones de P. durangensis y P.

martinezii.

P. durangensis

P. martinezii

YC AHM  BS S CRL BT GH BAQ SN SD STO FE CAP|SNVO CH TM PN SPJ AH AZ
YC | 0.00
AHM | 2.08 0.00
BS | 0.72 3.84 0.00
S inf 296 0.86 0.00
CRL | 4.82 0.95 044 3.84 0.00
BT inf 342 071 inf 3.99 0.00
GH | 226 216 137 134 105 132 0.00
BAQ | 196 1.73 0.80 238 1.03 1.41 110 0.00
SN inf  3.89 088 1454 255 2193 352 133 0.00
SD | 453 899 1.12 inf 136 27.07 1.09 2.06 503 0.00
STO | 1031 213 058 inf 130 7.47 086 133 644 inf 0.00
FE | 241 136 1.01 144 145 1.66 3.66 2.86 1.97 109 0.97 0.00
CAP | 3.13 11.89 214 431 1.08 238 199 582 422 10.87 4.80 1.61 0.00
SNVO | 0.24 018 0.09 047 019 035 010 0.15 0.13 030 014 026 0.16 0.00
CH | 039 038 022 056 040 076 0.23 026 035 047 031 030 028 075 0,00
T™M | 057 047 025 078 051 123 030 034 047 059 038 047 035 1.06 4.90 0.00
PN | 018 0.17 0.09 030 0.5 029 009 012 012 023 0.12 019 013 0.63 2.05 1.83 0.00
SP) | 025 022 011 047 021 043 012 015 017 034 0.18 021 018 098 194 1.41 213 0.00
AH | 090 065 029 2.08 069 272 032 045 0.66 1.34 075 047 053 119 173 235 083 237 0.00
AZ | 030 023 014 042 027 049 015 019 023 134 021 026 019 1.14 220 496 211 1.82 1.21 0.00




Apéndice 3. Interpolaciones de IDW, de flujo genético de P. durangensis y P. martinezii, de
norte a sur.

Valores Norte a Sur
AHM 0.00
YC 2.08
BS 0.72
SJ 99*
CRL 4.82
BT 99*
GH 2.26
BAQ 1.96
SN 99*
SD 453
STO 10.31
FE 241
CAP 3.13
SNVO 0.24
CH 0.39
™ 0.57
PN 0.18
SPJ 0.25
AH 0.90
AZ 0.30




Apéndice 4. Provincias y subprovincias fisiograficas utilizadas para la delimitacidon del drea M de P. durangensis y P. martinezii.

Provinncia Subprovincia Registro  P. durangensis Martinez P. martinezii E. Larsen
Sierra Madre Occidental Sierras y Valles Del Norte
(SMOCQ) Sierras y Cafiadas Del Norte 15 15

Sierras y Llanuras Tarahumaras 1 1

Pie De La Sierra

Gran Meseta y Cafiones 25 25

Chihuahuenses 1 1

Sierras y Llanuras De Durango 79 79

Gran Meseta y Cafadas 27 27

Duranguenses 2 2

Mesetas y Canadas Del Sur
Sierras y Valles Zacatecanos

Sierra Madre del Sur (SMS)  Sierras De La Costa De Jalisco Y 5 5
Colima
Depresién Del Balsas

Faja Volcanica Sierras Neovolcanicas Nayaritas

Transmexicana (FVTM) Sierras De Jalisco

Guadalajara

Volcanes De Colima

Chapala

Altos De Jalisco

Bajio Guanajuatense

Sierras y Bajios Michoacanos 1 1
Neovolcanica Tarasca 3 3
Escarpa Limitrofe Del Sur

Mil Cumbres 7 7




Apéndice 5. Barreras geograficas entre P. durangensis y P. martinezii.
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