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RESUMEN

Actualmente, se han propuesto especies capaces de crecer en ambientes con condiciones
edafico-climaticas extremas, para recuperar ecosistemas degradados. Malacomeles denticulata es
un arbusto de la familia Rosaceae, que crece en una gran variedad de habitats, incluyendo
ambientes severamente degradados y erosionados. A este respecto, se desconoce la relacién de su
diversidad genética con los factores ambientales. Por consiguiente, el objetivo de este trabajo fue
estimar los patrones de variacion y estructura genética en siete poblaciones de M .denticulata de
ambientes contrastantes localizadas en Oaxaca, México. La diversidad y estructura genética se
estimO con base en experimentos de genotipificacion con la técnica polimorfismo de un solo
nucledtido (SNP), en PCR Tiempo Real. Los estimadores del coeficiente de endogamia sobre los
tres loci analizados fueron: Fis= -0.510, Fst= 0.337 y Fit= -0.001. Dos factores parecen estar
afectando la estructura genética de las poblaciones de M.denticulata. Primero, una fuerte depresion
endogdmica asociada con un efectivo sistema de autoincompatibilidad que produce un exceso de
heterocigotos con respecto a las expectativas de Hardy Weinberg a nivel intrapoblacional. Segundo,
una diferenciacion genética entre poblaciones con distintos niveles de precipitacion, evidenciados
por una correlacién significativa (R°=38.26% P=0.0378) entre la precipitacién y la distancia
genética. Ademas, el analisis de UPGMA, AMOVA y STRUCTURE, sugieren la presencia de dos
grupos genéticos asociados significativamente con la precipitacion. Esto revela que la
disponibilidad del agua afecta las caracteristicas genéticas de esta especie. La adaptacion de M.
denticulata a distintos ambientes, se debe a su polimorfismo y no a un proceso de plasticidad
fenotipica. Por lo tanto, para proyectos de restauracion se recomienda utilizar individuos con alta
diversidad genética para disminuir los riesgos de baja produccion de semilla por
autoincompatibilidad o por depresion endogamica. Asi mismo, se sugiere que el origen de la semilla

y el sitio a restaurar compartan precipitaciones similares.

Palabras clave: Malacomeles denticulata, diversidad genética, precipitacion, restauracion.



ABSTRACT

Nowadays, plant species capable to grow in extreme edaphic and climatic environments are
an alternative to recover degraded ecosystems. Malacomeles denticulata is a perennial shrub that
belongs to the Rosaceae family, which is associated to several habitats, including those severely
degraded and eroded. In this regard, the relationship between their genetic diversity and
environmental factors is unknown. Therefore, the aim of this study was to estimate patterns of
variation and genetic structure in seven populations from contrasting environments of M.
denticulata located in Oaxaca, Mexico. The diversity and the genetic structure were estimated by
the molecular technique of single nucleotide polymorphism (SNP), with the use of Real Time PCR.
The estimators of the inbreeding coefficient on the three loci analyzed were: Fis = -0.510, Fr and
Fst = 0.337 = -0.001. Two factors seem to be affecting the genetic structure of populations the
M.denticulata. First, a strong inbreeding depression associated with an effective self-incompatibility
system that produces an excess of heterozygotes with respect to the expectations of Hardy
Weinberg intrapopulation level. Second, a genetic differentiation between populations with
different levels of precipitation, supported by a significant correlation (R*=38.26% P=0.0378)
between precipitation and genetic distance. Furthermore, analysis of UPGMA, AMOVA and
STRUCTURE, suggest the presence of two genetic groups significantly associated with
precipitation. This indicates that the availability of water affects the genetic characteristics of this
species. M. denticulata adaptation to different environments, is due to its polymorphism and not a
phenotypic plasticity process. Therefore, for restoration projects it is recommended individuals with
high genetic diversity to reduce the risks of low seed production by self-incompatibility or
inbreeding depression. Also, it is suggested that the origin of the seed and the restoration site share

similar precipitation.

Keywords: Malacomeles denticulata, genetic diversity, precipitation, restoration.
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CAPITULO |

REVISION DE LITERATURA



INTRODUCCION

En el presente capitulo se hace una revision de la descripcion boténica, distribucion y
estudios genéticos recientes de Malacomeles denticulata. También se hace una investigacion de los
aspectos tedricos ligados con la estructura genética de poblaciones, los factores genéticos y
ambientales que influyen en esta estructura, la diversidad genética y las técnicas utilizadas para
estimar la variacion genética. De igual forma se abordan las bases cientificas del método de

genotipificacion de SNP usando PCR en Tiempo Real.

1.2 Malacomeles denticulata (H.B.K.) Koch

Es un arbusto que pertenece a la subtribu Pyrinae de la familia Rosaceae (Campbell et al.,
1995; Campbell et al., 2007; Turner, 2011). Es una especie que prospera en una gran variedad de
ambientes, tanto conservados como perturbados. En México se conoce localmente con varios
nombres en espafiol: membrillo cimarrén, duraznillo, membrillo silvestre, duraznillo, madronillo,
membrillo, membrillo silvestre, acebuche, granjenillo, manzanita o mimbre. También tiene nombres
en algunas lenguas indigenas del pais: tlaxisqui, tlaxistle, tomistlacatli, tlaxioqui, clasisle, tlachistle
(Cruz, 2005; Hernandez et al., 2011).

1.2.1 Descripcion botanica

Arbustos de 1-3 m de alto; tallos ramificados de color grisaceo a pardo. Hojas de 0.5-2.5 cm
de largo y 0.3-1.5 cm de ancho, elipticas, obovadas u orbiculares, truncadas a redondeada en el
apice, mucronadas, enteras o denticuladas en el borde, cuneadas, redondeadas o truncadas en la
base, glabras en el haz, blanco-tomentosas en el envés, carinadas a lo largo de la nervadura media,
con un peciolo de 2-4 cm de largo. Flores umbeliformes, dispuestas en un corimbo apretado; el
hipantio de 3-5 mm de largo, densamente tomentoso y blanco; l6bulos del céliz de 1.5-2 mm de
largo, anchamente deltoides, reflejos y glabros en el haz; pétalos blancos, glabros, suborbiculares a
reniformes de 4 mm de largo. Fruto rojo, elipsoide o subgloboso, de 1 cm de largo, mas o menos
tomentoso (Figura 1) (Rzedowski y Calderén de Rzedowski, 2005).

1.2.2 Sistemas de cruzamiento

Malacomeles denticulata es una planta de polinizacion abierta visitada por abejas por lo que
se supone que el sistema reproductivo es esencialmente exogamico, aunque presenta propagacion
vegetativa (Cruz, 2005). En este género la produccién de semillas puede ser de manera sexual,
mediante la fecundacion, pero también de manera asexual a traves de apomixis (Campbell y Wright,
1996), es decir, sin meiosis ni fecundacion (Quero et al., 2010; Ramirez, 2009).

Existe una fuerte asociacion entre la apomixis y la poliploidia debido a que la apomixis

permite a las plantas poliploides mantener la produccién de semilla viable, proporcionando una
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estrategia de escape a la esterilidad (Quero et al., 2010). La recombinacion de individuos
apomicticos altamente heterocigotos puede producir una amplia variabilidad genotipica y fenotipica
(Cruz, 2005). La poliploidia ha sido reportada en aproximadamente el 88% de las especies de la
subfamilia Pyrinae a la que pertenece M. denticulata (Campbell y Wright, 1996). Este origen se
presume surgio a través de aneuploidia, con reduccion del nimero cromosémico haploide, de 18 a
17 (Dickinson et al., 2007; Evans y Campbell, 2002; Vamosi y Dickinson, 2006).

Respecto a sus dispersores no se tiene una evidencia concreta. Es posible que sus semillas
sean dispersadas por aves, dadas las caracteristicas del fruto, ya que pueden ser atraidas cuando éste
madura (Cruz, 2005).

Figura 1. Malacomeles denticulata (H.B.K.) Koch. A. rama con hojas e inflorescencias; B.
flor en vista externa; C. flor desprovista de pétalos; D. pétalo; E. ramilla con frutos (Tomado de
Rzedowski y Calderén de Rzedowski, 2005).

1.2.3 Distribucion de la especie

Malacomeles denticulata es considerada una especie nativa de México, se distribuye desde
el sur de Texas, en Estados Unidos, hasta Honduras (Rzedowski y Calderon de Rzedowski, 2005).
En México se encuentra en las provincias biogeograficas del Eje Volcanico Trans-Mexicano,

3



Altiplano Mexicano, Sierra Madre Oriental, Sierra Madre del Sur y Sierra Madre Occidental. Sus
poblaciones se localizan en elevaciones de 2350 a 3000 m. En Oaxaca, las poblaciones de la especie
se encuentra en las regiones Norte, Valles Centrales y Mixteca (Cruz, 2005; Rzedowski y Calderon
de Rzedowski, 2005).

1.2.4 Usos actuales

Malacomeles denticulata es ampliamente utilizada en el pais como planta forrajera
especialmente para cabras. Representa una fuente de alimento en la region de El Bajio, ya que sus
frutos son consumidos en fresco e incluso se cosechan para producir mermelada y preservarlo
durante todo el afio (Nufez y Herndndez, 2011). Se le reconocen algunos usos medicinales para
tratar padecimientos como la mordedura de vibora, en cuyo caso se administran via oral infusiones
de la planta (Pérez et al., 2003).

Se emplea en construcciones ya que las ramas se utilizan como apoyo para los techos de
casas. También se usa en la elaboracion de herramientas como escobas y manija de utensilios como
cuchillos y martillos, entre otras (Cruz, 2005; Nufiez y Hernandez, 2011; Rzedowski y Calderdn de
Rzedowski, 2005).

Este arbusto contribuye al enriquecimiento de la cobertura vegetal en estratos de vegetacion
con arbolado disperso, ya que puede convivir con especies existentes o crecer bajo laderas de
terrenos marginales (Blanco y Martinez, 2001). También ha sido considerada como una especie que
puede ser implementada en los procesos de restauracién y recuperacion de zonas degradadas,
debido a que crece de manera natural en amplias regiones geograficas del pais y soporta

caracteristicas ambientales adversas (Cruz, 2005; Hernandez et al., 2011).

1.2.5 Estudios genéticos recientes

Actualmente se han realizado diversos estudios para determinar diversidad genética en
poblaciones de M. denticulata, tal como lo hizo Ramirez (2009), quien realiz6 un estudio de
genética cuantitativa con algunos rasgos morfométricos de las hojas como el area foliar, denticion
de la hoja y tasa relativa de crecimiento (TRC) en poblaciones de Oaxaca. El autor encontrd que dos
poblaciones (Huitzo y Yanhuitlan) mostraron mayor variabilidad genética y valores mas altos de
heredabilidad para los tres caracteres, lo cual sugiere la existencia de variabilidad entre poblaciones.

Hernandez et al. (2011) analizaron la variabilidad morfoldgica de semillas de M. denticulata
en seis poblaciones de Guanajuato, encontrando un alto grado de variabilidad intrapoblacional (el
indice de varianza interna fue de 0.2659 a 0.8196). Las localidades de las especies estudiadas se

encontraban en ambientes que presentaban diferentes condiciones climaticas, por lo que los autores



suponen que la variacion observada en algunos rasgos morfoldgicos tiene una base genética que
favorece la adaptacion y la diferenciacion genética entre las poblaciones.

Bautista (2012) compard con aloenzimas la diversidad genética de algunas poblaciones de
M. denticulata de Oaxaca. Encontré que entre las poblaciones hay un alto grado de variabilidad
genética y que aquellas crecidas en carcavas tienen valores de heterocigosidad promedio observada
maés altos con respecto a las poblaciones de Teoitlan del Valle, Villa de Diaz Ordaz, San Pablo
Huitzo y Santo Domingo Yanhuitlan.

Torres et al. (2013) utilizaron microsatélites (SSR) para estudiar la variabilidad genética de
M. denticulata en nueve poblaciones de Guanajuato y Querétaro, con el interés de identificar
individuos con potencial horticola. En este trabajo se encontré que 17 de los 23 SSR ensayados
fueron transferibles (amplificaron en M. denticulata), fueron polimorficos y presentaron 17 alelos
raros (frecuencia < 0.1). La transferibilidad de los loci SSR de M. denticulata fue alta (74%),
aunque fue menor que la reportada en especies relacionadas del género Malacomeles (81%). La
mayor parte de la variabilidad genética encontrada en este estudio fue intrapoblacional (72 %); solo
el 28 % fue interpoblacional y, por otro lado, permitié identificar tres grupos genéticamente
diferenciados. Los autores sugieren la posibilidad de usar esta especie como una alternativa de
cultivo en &reas semiéridas de México.

Hasta ahora, todos los estudios realizados indican que las poblaciones de M. denticulata
estudiadas presentan variabilidad genética dentro y entre la poblaciones, pero solo el estudio

realizado por Torres et al., (2013) describe la magnitud de esa variacion.

1.3 Genes en poblaciones: Modelo de Hardy-Weinberg (H-W)

El objetivo basico de la genética de poblaciones es caracterizar los reservorios génicos, los
cambios en su composicion a lo largo del tiempo y del espacio geografico de las poblaciones, asi
como investigar los procesos que explican estos cambios evolutivos. Las caracteristicas del
reservorio genético pueden describirse mediante parametros estadisticos que indican la frecuencia
en que se encuentran representados los alelos y sus combinaciones genotipicas. Dado que la
evolucion es un proceso que se desarrolla en el tiempo, es necesario generar modelos que permitan
interpretar cbmo se comporta la variabilidad de una poblacion a lo largo de las generaciones (Curtis
et al., 2008).

Uno de los modelos fundamentales de la genética de poblaciones es el modelo de Hardy y
Weinberg, quienes de manera independiente demostraron que las combinaciones resultantes del
proceso de apareamiento y reproduccion que ocurre en cada generacion en los organismos

diploides, no involucra un cambio en la composicion general del reservorio genético de una



poblacién. Por lo que propusieron un modelo tedrico que permite examinar el comportamiento de
los alelos en una poblacién ideal la cual se rige por cinco condiciones:

No ocurren mutaciones.

No hay desplazamiento neto de individuos con sus genes desde otras poblaciones
(inmigracion) o hacia otras poblaciones (migracion).

La poblacion es lo suficientemente grande como para que se apliquen las leyes de
probabilidad o sea es altamente improbable que el azar, por si mismo, pueda alterar la frecuencia de
los alelos (sin deriva génica).

El apareamiento entre individuos es al azar (panmixia).

No hay diferencia en el éxito reproductivo de los genotipos considerados, es decir que el
llevar diferentes combinaciones de alelos no confiere ventaja a sus portadores.

Bajo los supuestos de este modelo tedrico y si las proporciones de descendencia de cada
cruzamiento se comportan conforme a las predicciones de las leyes de Mendel, es posible calcular
las frecuencias genotipicas en la siguiente generacion de acuerdo con el siguiente modelo:

P+ 2pq +¢P=1

Donde: p(A) y q(a) son las frecuencias de los alelos en una poblacion

p’= frecuencia genotipica de individuos homocigéticos para un alelo (AA=D)

2pg= frecuencia genotipica de individuos heterocigéticos (Aa=H)

q°= frecuencia genotipica de individuos homocigéticos para otro alelo (aa=R)

El modelo de equilibrio Hardy-Weinberg se aplica igualmente a situaciones en las que hay
alelos multiples del mismo gen. Este teorema ha demostrado ser un fundamento tan valioso en la
genética de poblaciones como los principios de Mendel lo han sido en la genética clasica (Curtis et
al., 2008). En general, este teorema ha sido la base para elaborar modelos mas complejos donde
algunos de los supuestos de ese teorema se eliminan. Por otro lado, también sirve como referencia

neutra para analizar a las poblaciones naturales y domesticadas.

1.4 Fuerzas evolutivas

Los agentes evolutivos son los procesos naturales que cambian las frecuencias alélicas (o
génicas) de las poblaciones. Estos factores de evolucion son: la mutacion, la deriva génica, flujo
génico resultante de la migracion y la seleccion natural. Es importante mencionar que existen otros
procesos como la endogamia que aunque no es considerada una fuerza evolutiva, se ha comprobado
que influye de manera importante en las caracteristicas genéticas de las poblaciones (Eguiarte,
2009).

La mutacion es un cambio repentino al azar en el material genético (ADN), es una fuerza
evolutiva débil debido a que es poco efectiva como factor de cambio en las frecuencias génicas. Sin
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embargo, es importante porque es la Unica fuerza evolutiva que genera variacion genética. Muchas
de estas variantes suelen ser eliminadas, pero, ocasionalmente, algunas de estas pueden tener éxito e
incorporarse en todos los individuos de la especie. No obstante, es considerada la Gltima fuente de
variacion genética debido a que se produce a un ritmo muy lento de forma natural, pero es el
material sobre el cual se lleva a cabo la evolucion molecular (Barbadilla, 2009; Curtis et al., 2008;
Equiarte, 2009).

La deriva génica desempefia un papel fundamental en la evolucion de poblaciones y resulta
del muestreo aleatorio de gametos. Debido a que en cada generacion se produce un sorteo de genes
durante la transmision de gametos de los padres a los hijos. En cuanto més pequefias sean las
poblaciones mas significativa serd el efecto de la deriva génica, ya que se pierde la diversidad
genética y aumenta la homocigosis. Es decir, las poblaciones pequefias son mas susceptibles a
extinguirse debido a la baja diversidad genética y a la alta vulnerabilidad a la deriva génica
(Barbadilla, 2009; Eguiarte, 2009; Frankel, 1970).

El flujo génico se define como el movimiento de los genes de una poblacion a otra y se
presenta cuando individuos o gametos de una poblacion se trasladan a otras poblaciones, fendbmeno
conocido como migracion. La dispersion de genes es favorecida por la migracion y con ello la
recombinacion a los largo de una distribucion de una especie. Por lo que el flujo génico depende de
dos aspectos fundamentales 1) la tasa de migracién es decir los individuos que llegan a una
poblacién nueva y 2) la frecuencia alélica de estos individuos migrantes (Klug et al., 2006; Slatkin,
1985). El flujo genético es considerado uno de los mecanismos que les permite a las especies
mantener una variacion genética capaz de adaptarse a diferentes condiciones ambientales a través
del espacio y del tiempo (Boshier, 2000).

La seleccion natural es la principal fuerza impulsora de la evolucion, ya que generalmente
reduce la variabilidad genética de una poblacién dada. En términos de genética de poblaciones, la
selecciéon natural se define como la reproduccién diferencial de individuos portadores de los
distintos genotipos de una poblacion. El éxito reproductivo es el resultado de las interacciones entre
organismos y su ambiente, tanto biético como abiotico. EI ambiente moldea la variabilidad genética
ya sea produciendo cambios o manteniendo las frecuencias de los alelos que componen el
reservorio genético de una poblacién (Curtis et al., 2008). En general, la seleccion natural permite
adaptar la diversidad de cada individuo para el beneficio de toda la poblacion (Darwin, 1963).

La endogamia es el resultado de apareamientos entre individuos emparentados, su efecto
suele ser mayor cuanto mas relacionados son los individuos que se aparean. Matematicamente
puede definirse como la probabilidad de que dos alelos en un locus sean idénticos por descendencia

y se cuantifica por el coeficiente (F) de endogamia (Eguiarte, 2009). Esta tiene efectos negativos en



la seleccién debido a que da lugar a individuos homocigoticos. En poblaciones pequefias la
probabilidad de consanguinidad es mayor, por lo que se perdera mas rapidamente la heterosigosis.
Cuando las cruzas resultan en una progenie con baja aptitud (capacidad de dejar descendientes) se
presenta el fendmeno de depresion endogamica, la cual reduce la aptitud de las poblaciones porque
favorece la expresion de genes deletereos recesivos al aumentar la frecuencia de homocigotos,

aumentando los riesgos de extincion de la poblacion (Frankham et al., 2002).

1.5 Factores ambientales

La amplia gama de condiciones ambientales, tales como la temperatura, caracteristicas del
suelo, disponibilidad de agua, intensidad de la luz, humedad relativa, altitud, precipitacion,
disponibilidad de nutrientes en el suelo y la salinidad, pueden ejercer diversas presiones de
seleccion. Por lo tanto, pueden determinar el curso evolutivo y estructura genética de las
poblaciones vegetales (Gaggiotti et al., 2009; Ren et al.,2013). Adicionalmente a estos factores
ambientales, el impacto antropogénico puede afectar de manera significativa la diversidad genética
de las poblaciones. Uno de los principales factores antropicos es la perturbacién ambiental como
consecuencia de la contaminacién, actividades como la ganaderia y agricultura, urbanizacion o bien
por causas naturales como terremotos, tormentas, incendios entre otros, debido a que causan
variacion en los procesos demograficos y bioldgicos (Banks et al., 2013). Generalmente, la
perturbacion afecta la estructura genética de las poblaciones debido a que provoca fragmentacion
del habitad. Este proceso disminuye el tamafio poblacional y rompe la continuidad de las
poblaciones, trayendo como consecuecia una reduccion del flujo genico existente entre ellas; la
diversidad genética intrapoblacional puede aumentar las diferencias entre poblaciones por deriva

génica (Young et al., 1996).

1.6 Caracteristicas de la historia de vida

La distribucion de la variacion genética dentro y entre poblaciones esta ligada fuertemente a
los rasgos de historia de vida, en particular la dispersion y el modo de reproduccion (Hamrick et
al.,1979;. Hamrick y Godt 1996). Los niveles de variacion genética estan asociados con la
dispersion de semillas ya que especies con dispersion restringida tendran un flujo reducido y por lo
tanto menor variabilidad genética, en cambio, especies con dispersion extensiva tendran mayor flujo
génico (Hamrick et al.,1979). La dispersion mediada por animales probablemente produce la
dispersion de semillas mas variables, favoreciendo la diversidad genética de la especie (Loveless y
Hamrick,1984). Uno de las caracteristicas importantes en la historia de vida de las plantas son los
patrones de movimiento de los polinizadores, debido a que sus movimientos dependen de su

fisiologia y comportamiento, ya que insectos mas pequefios como las abejas, debido a su limitacion



energética recorren distancias mas cortas, comparado con otros polilinzadores como las aves, las
cuales recorren distancias mas largas y pueden visitar mas plantas. En general, polinizadores que
recorren largas distancias, aumentaran el tamafio efectivo poblacional y disminuyen la
diferenciacion geografica, mientras que los movimientos restringidos tendran efectos opuestos
(Loveless y Hamrick,1984). Las especies de plantas que dispersan ampliamente y con frecuencia
sus genes (lo que incluye tanto el polen y semillas) tienden a ser poblaciones genéticamente
similiares, en igualdad de circunstancias (Hamrick et al.,1979).

El sistema de reproduccion y cruzamiento son factores importantes en la determinacion de la
diversidad genética dentro y entre poblaciones ya que plantas autbgamas producen una baja
heterocigosidad dentro de poblaciones e incrementa la divergencia entre poblaciones por deriva
genética y se reduce el flujo génico. Por el contrario, especies exdgamas proporcionan mayor
variabilidad genética dentro de poblaciones, y entre poblaciones normalmente se reduce la
divergencia debido a que incrementa el flujo de polen. En plantas con reproduccion por apomixis,
se tiene una baja diferenciacion dentro de poblaciones dependiendo del nimero de genes, entre
poblaciones el efecto fundador y deriva genética promueven la divergencia, aunque hay baja
variabilidad genotipica por falta de recombinacion (Loveless y Hamrick,1984). En algunas especies
de plantas, se tienen sistemas de autoincompatibilidad ya sea gametofitica o esporofitica, en ambos
mecanismos se evita la autofecundacién y se promueve la variabilidad genética dentro de
poblaciones (Jimenez y Cruz, 2011; Garcia et al.,, 2013). La combinacion del sistema de
cruzamiento y el mecanismo de dispersion de semillas pueden explicar la variacion entre
poblaciones (Hamrick y Godt, 1996).

1.7 Estructura genética

Se entiende por estructura genética de una especie la cantidad y distribucion de la variacion
genética dentro y entre poblaciones de dicha especie. La estructura genética de una poblacion
concreta es determinada por los atributos ecoldgicos de la especie, la historia evolutiva de esa
poblacién y va a ser consecuencia de las interacciones de los procesos genéticos como la mutacion,
deriva genética, flujo génico, sistema de reproduccion y seleccion. Para determinar la estructura
genética es necesario comprender el patrén de variacién genética de las poblaciones, lo que
significa evaluar los genotipos de diferentes individuos (Duminil et al., 2007; Magallan et al., 2009;
Slatkin, 1994). La caracterizacion de la estructura genética de las poblaciones se realiza mediante la
estimacion de las frecuencias genotipicas y las frecuencias génicas. Desde hace mas de 25 afios se
han desarrollado diversas técnicas moleculares que han sido ampliamente utilizadas en el estudio de

la estructura genética para resolver relaciones filogenéticas y evolutivas entre especies, complejos



de especies e incluso para la caracterizacion de poblaciones de una misma especie (Lopez et al.,
2007).

1.7.1 Diversidad genética

La diversidad genética se define como cualquier medida que cuantifica la magnitud de la
variabilidad genética dentro de una poblacién (Hughes et al., 2008). Esta variacion es denominada
polimorfismo y se infiere que esta controlada por un sistema genético particular. EI polimorfismo
depende de la presencia de dos o més alelos en cada locus dentro de la poblacion. Esto surge como
consecuencia de las alteraciones en el ADN a nivel de nucle6tidos (cambio de una base por otra) o
de segmentos de ADN (delecion, adiciéon, inversion y transferencia de ADN de una posicion a otra),
también puede ser resultado de la recombinacién (Gonzéalez, 1998).

La diversidad genética se da en tres niveles basicos: entre individuos a nivel de cromosoma,
dentro de poblaciones y entre poblaciones. En todos los casos su persistencia se debe
principalmente a los mecanismos de reproduccion, entrecruzamiento y dispersién (Loveless y
Hamrick, 1984; Meffe et al., 2002).

Un parametro que permite determinar el grado de diversidad genética en cualquier nivel es
la heterocigosidad; es decir, la proporcion de loci de genes medidos que son heterocigotos en un
individuo o una poblacion. A menudo se correlaciona positivamente con la aptitud. Por ello, la
heterocigosidad individual o poblacional se considera ventajosa para los individuos o poblaciones
(Meffe et al., 2002). La heterocigosidad es menor en poblaciones pequefias y reduce la habilidad de
la poblacion afectada para responder a la seleccidn natural y por consiguiente limitar su potencial
evolutivo (Kérkkainen et al., 2004; Storfer, 1996).

La diversidad genética puede tener consecuencias ecologicas importantes a nivel
poblacional, de comunidad o ecosistemas (Hughes et al., 2008). Es por ello, que la diversidad
genética es muy importante en la ecologia y la genética de la conservacion.

Actualmente es posible determinar la variacion genética en poblaciones haciendo uso de
distintas herramientas basadas en proteinas o tecnologias de ADN, todas ellas con el objetivo de
identificar las diferencias genotipicas existentes entre individuos de una poblacién. Estas
herramientas han sido muy Utiles en diferentes ramas como la ecologia evolutiva y sistematica, la

taxonomia, la medicina, entre otras (Gonzélez, 1998; Robledo y Gonzélez, 2009).

1.8 Marcadores moleculares basados en acidos nucleicos

Los marcadores moleculares examinan regiones del ADN cuyo polimorfismo se determina
con métodos de biologia molecular. Actualmente son una de las herramientas empiricas mas utiles
de las ciencias de la vida (Agarwal et al., 2007; Azofeifa, 2006; Bagali et al., 2010).
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Una técnica ideal de marcadores moleculares debe cumplir con los siguientes criterios: 1)
ser polimorfica, distribuida a lo largo de todo el genoma, 2) especifica de un solo locus, 3)
proporcionar adecuada resolucion de las diferencias genéticas, 4) ser simple, rapida y de bajo costo,
5) que utilice pequefas cantidades de ADN, 6) que tenga vinculacion con distintos fenotipos y 7) no
requiera informacion previa sobre el genoma del organismo (Agarwal et al., 2007).

Los diferentes marcadores difieren el uno del otro con respecto a las caracteristicas
importantes tales como la abundancia en el genoma, el nivel de polimorfismo, la reproducibilidad,
los requisitos técnicos y de costos. Sin embargo, no existe una técnica de marcador molecular ideal
para todas las situaciones.

Los marcadores moleculares se clasifican en dos categorias: 1) técnicas no basadas en PCR
(Polymerase Chain Reaction) o de hibridacion y 2) técnicas basadas en PCR. En la primera
encontramos técnicas como el polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP). En la
segunda categoria encontramos ADN polimoérfico amplificado al azar (RAPD), secuencias
caracterizadas de regiones amplificadas (SCAR), amplificacion de fragmentos polimorficos
(AFLP), secuencias simples repetidas (SSR) y polimorfismo de un nucle6tido simple (SNP). Todas
estas técnicas tienen importantes y variadas aplicaciones en distintas disciplinas (Agarwal et al.,
2007).

1.8.1 Polimorfismos de un nucle6tido simple (SNP)

Los polimorfismos de un nucledtido simple son conocidos como SNP por sus siglas en
inglés (Single Nucleotide Polymorphisms). Describen el polimorfismo entre individuos causado por
mutacion puntual que dan lugar a diferentes alelos con una alternativa usual de dos bases en una
posicién dada. Los SNP constituyen uno de los marcadores moleculares mas abundantes en el
genoma y estan ampliamente distribuidos a lo largo del mismo. Aunque su presencia y distribucion
varia entre las especies, por ejemplo en el maiz se tiene 1 SNP por cada 60-120 pares de bases (pb)
(Ge et al., 2013; Ching et al., 2002), mientras que los humanos tienen 1 SNP estimado por cada
1000 pb (Sachidanandam et al., 2001). Estos suelen ser muy abundantes tanto en regiones
codificantes como en las no codificantes del genoma. Por lo tanto, pueden ser afectados por
seleccion natural, aunque generalmente son méas prevalentes en regiones no codificantes (Agarwal
et al., 2007; Benali et al., 2011). Dependiendo de ddnde se encuentren localizados, los SNP pueden
tener diferentes consecuencias fenotipicas (Syvanen, 2001). Este marcador a diferencia de otros, es
ubicuo y susceptible a automatizacion de alto y de ultra-alto rendimiento (Mammadov et al., 2012).

Recientemente, existen una gran variedad de procedimientos analiticos para la deteccion de

SNP, tales como la secuenciacion directa, electroforesis en gel desnaturalizante gradual, el
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polimorfismo de conformacion de cadena individual (SSCP), cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC), y espectrofotometria de masas (MALDI TOF), entre otras (Benali et al., 2011).

Pero la mayoria de los ensayos de genotipificacion de SNP se basan en uno o dos de los
siguientes mecanismos moleculares: la hibridacion especifica del alelo, extension del cebador,
ligacion de oligonucle6tidos y escision invasiva (Sobrino et al., 2005). Los métodos de
genotipificacion de alto rendimiento hacen de los SNP uno de los marcadores genéticos mas
atractivos y se utilizan para una gama de propositos, incluyendo la rapida identificacion de los
cultivos, mapeos genéticos y principalmente para determinar diversidad genética (Agarwal et al.,
2007). Actualmente, las mejoras en la tecnologia de secuenciacion y disponibilidad de diferentes
métodos analiticos permiten la automatizacion de la técnica, uno de los métodos comlinmente

utilizados para cuantificar SNP es PCR en tiempo real.

1.9 PCR en Tiempo Real (PCR-TR)

Los ensayos basados en PCR en tiempo real han sido ampliamente utilizados en las ciencias
de la vida y de diagndstico debido a su mayor sensibilidad, reproducibilidad, precision y capacidad
de alto rendimiento. Por otra parte, los ensayos en tiempo real basados en la fluorescencia permiten
identificar multiples genes diana de forma independiente dentro de una reaccion a traves de andlisis
de temperatura de fusion, eliminando de este modo la necesidad de electroforesis en gel (Baris et
al., 2013). Muchas técnicas de fusion utilizan sondas de oligonucledtidos marcados con
fluorescencia para determinar el genotipo de segmentos cortos de un producto de PCR. Una de ellas
es el empleo de sondas Tagman®, que garantizan la obtencion de ensayos de PCR altamente
especificos, con una eficiencia de amplificacion cercana al 100%, y que ademas permiten evaluar
numéricamente con la mas alta precision, la cantidad de moléculas de material genético presente en
cada muestra.

La determinacion del genotipo ensayo TagMan® (Applied Biosystems, CA) combina la
hibridacion y la actividad 5’ nucleasa de la polimerasa acoplada con deteccion de fluorescencia
(Figura 2). Se utilizan cuatro oligonucleotidos: dos sondas alelo-especificas que tienen una base
incompatible y un par de cebadores de PCR que flanquean la region que contiene el SNP. Las
sondas alelo-especificas llevan un colorante fluorescente en un extremo (reportero) y un colorante
no fluorescente en el otro extremo (extintor). Las sondas intactas no muestran fluorescencia debido
a la estrecha proximidad entre el reportero y el extintor. Para la deteccion del SNP, la reaccion de
PCR se lleva a cabo con el ADN genomico en presencia de todos los elementos (2 sondas y 2
cebadores) utilizando una polimerasa que posee actividad 5’ exonucleasa. Durante la extension del
cebador de PCR, la enzima s6lo escinde la sonda hibridada que se adapta perfectamente, liberando

el colorante indicador desde el extintor. El colorante indicador genera una sefial fluorescente en
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ausencia de su inhibidor, mientras que la sonda no coincidente se mantiene intacta y no muestra
fluorescencia. Como resultado, ambos alelos pueden ser detectados durante la reaccion basada en la
hibridacion de sondas respectivas. Las sondas TagMan® requieren solamente una etapa enzimatica
con un procedimiento de operacion sencillo (Kim y Misra, 2007). Recientemente las sondas
Tagman® son las técnicas mas utilizadas para determinar SNP por su eficiencia de amplificacion
(Servin, 2003).

[ Sondas Alelo-Especificas ]
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Figura 2. Ensayo TagMan®. El ensayo utiliza dos sondas alelo-especificas que llevan
diferente reportero (R) y extintor (Q) en cada extremo con una falta de coincidencia en el sitio de
SNP. La sonda coincidente libera su reportero durante la amplificacion por PCR de la regién que
contiene el SNP y la fluorescencia resultante indica el genotipo del SNP. (Tomado de Kim y Misra,
2007).
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CAPITULO 11

ESTRUCTURA Y DIVERSIDAD GENETICA DE Malacomeles denticulata
ASOCIADA A DIFERENTES TIPOS DE VEGETACION DE OAXACA,
MEXICO



INTRODUCCION

En México, uno de los estados con mayor diversidad de ecosistemas es Oaxaca, al poseer
una vasta cantidad de especies vegetales y animales (Garcia et al., 2004). Desafortunadamente, a
pesar de su riqueza natural, en Oaxaca existen cerca de 1.5 millones de Ha que muestran erosion
hidrica, debido a la intensificacion del uso de suelo, la expansion de la ganaderia caprina, la
sobreexplotacion de los recursos forestales (madera, carbon), la agricultura, y la urbanizacion
(Altieri et al., 2006).

Como consecuencia de estas actividades la mayoria de los habitats de muchas especies
silvestres se encuentran severamente degradados y con ciertos niveles de erosion, provocando
cambios en la estructura, diversidad, distribucion y funcionamiento de los ecosistemas (Keller y
Largiader, 2003; Saunders et al., 1991).

Una manera de recuperar los ecosistemas erosionados es a través de practicas de
reforestacion y restauracion que en México, normalmente incluyen plantaciones de coniferas y
latifoliadas, principalmente de los géneros Pinus y Quercus (Hernandez et al., 2011). No obstante,
en las Gltimas décadas se ha sugerido el uso de especies con potencial de adaptacion a condiciones
edafico-climaticas extremas, entre las que destacan las plantas nativas o autoctonas (Montafio y
Monroy, 2000).

Recientemente una de las especies que ha sido propuesta para programas de restauracion es
Malacomeles denticulata, arbusto que habita en una gran variedad de ambientes, desde sitios
conservados de clima templado humedo, con vegetacion natural de bosques de pino, pino-encino y
encinares arbustivos hasta areas sujetas a heladas, sequia, drenaje deficiente, asi como suelos poco
profundos y pobres. Por lo que practicamente crece en ambientes con alto grado de erosion
(Hernandez et al., 2011; Nufiez et al., 2012). Las plantas adultas de Malacomeles son capaces de
atrapar y estabilizar el suelo bajo su dosel en zonas sumamente degradadas y fijan suelo, de esta
manera permiten el establecimiento de otras plantas en sus alrededores (planta nodriza) (Cruz,
2005). Ademas, esta especie tiene potencial forrajero, la madera es muy flexible y tiene diferentes
usos (Nufiez y Hernandez, 2011). Otra caracteristica importante es que sus frutos son comestibles
principalmente en el centro del pais, como fruta fresca y procesada en forma de jugos y mermeladas
(Nufiez et al., 2012). Todas estas bondades de M. denticulata permiten considerarla como un
modelo potencial para programas de restauracion ecoldgica, por las grandes ventajas que ofrece en
comparacion con otras especies de plantas. Pero para recomendar a esta especie en programas de
restauracion es necesario conocer la estructura genética de sus poblaciones. En particular, es
importante identificar qué caracteristicas genéticas tienen sus poblaciones en ambientes

contrastantes, es decir, aquellos sitios cuyas caracteristicas ambientales son totalmente diferentes,
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ya que es muy probable que los individuos de estas poblaciones sean genéticamente diferentes
(Hernandez et al., 2011). En caso de que estas poblaciones estén genéticamente diferenciadas,
cualquier recomendacion sobre restauracion deberia considerar el origen de la semilla y las
caracteristicas del sitio a restaurar. Idealmente, el sitio de origen de la semilla y el entorno a

restaurar deben coincidir en todas sus caracteristicas ambientales.

Entre los factores ambientales determinantes en la estructura genética de poblaciones se
encuentran la precipitacion, la altitud, la salinidad, los nutrientes del suelo, la intensidad luminica y
la temperatura (Ren et al., 2013). Estos factores pueden ejercer diversas presiones de seleccién. Por
ejemplo, la temperatura influye en la actividad de multiples enzimas, que conducen a estrategias
metabolicas para sobrevivir ante cambios de temperatura extremos. La respuesta dentro de una
especie a diferentes temperaturas entre poblaciones de diferentes localizaciones, esta asociada con
su variacion genética en lugar de ser solo atribuible a un proceso de aclimatacién (Begon et al.,
2009). Otro factor que puede influir en la estructura genética es la densidad poblacional. Al
aumentar la densidad, aumentan las probabilidades de competencia entre individuos de la misma
poblacion por recursos limitantes. Al crearse condiciones mas severas, por una mayor demanda de
recursos, es posible que la depresion endogamica cambie y al menos en algunos casos aumente
(Cheptou y Donohue, 2011). Es por ello que es importante conocer si la densidad de una especie

tiene relacion con su diversidad genética de las poblaciones y sus niveles de endogamia.

Sin embargo, dado que el ambiente puede ser caracterizado por mdltiples variables, es
importante conocer cudl de esas variables es la que mas, esta relacionada con la estructura genética
poblacional de la especie que se va usar para restaurar. De esta manera, la coleccion de semillas
deberia proceder de sitios que coincidan en la variable o variables ambientales que mas influencia
tengan en la estructura genética poblacional. Con esta estrategia se aumentan las probabilidades de
tener éxito. Ademads, es importante identificar las caracteristicas genéticas de poblaciones
degradadas y conservadas, para tener una idea de las fuerzas evolutivas que estan actuando sobre
esta especie en distintas condiciones; y con base en estas caracteristicas, decidir qué poblaciones

son las méas apropiadas como fuente de semilla.

Esencialmente, la estructura genética de las poblaciones de la misma especie puede estar
asociada con factores neutros; es decir, independientes de la seleccion natural y relacionados con
deriva genética (Hutchison y Templeton, 1999). En este caso, y si existe un flujo genético limitado,
se puede esperar aislamiento por distancia; es decir, que la similitud genética aumente al disminuir
la distancia geogréafica entre poblaciones (Manel et al., 2003). Alternativamente, si la seleccion es

intensa y domina sobre la deriva génica, es probable que sitios con condiciones ecoldgicas
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similares, sean genéticamente mas similares entre si que aquéllos con los que comparten poca
similitud ecoldgica, independiente de su distancia geogréfica. Una asociacion genética con ciertos
factores ambientales particulares podria indicar que la especie en cuestion requiere diferentes
adaptaciones para subsistir en condiciones ecologicas diferentes. En cambio si la deriva génica esta
influyendo sustancialmente en la estructura genética poblacional y el flujo genético es restringido,
debera de haber aislamiento por distancia es decir una relacion positiva entre la distancia genética y
geografica entre poblaciones. Por otra parte, las poblaciones de una especie con gran plasticidad
fenotipica no mostrarian relacion alguna con condiciones ambientales diferentes, porque uno o
pocos genotipos le permiten subsistir en una gran variedad de ambientes. Obviamente las
recomendaciones para restauracion dependerdn de si la especie a ser usada tiene una gran
plasticidad fenotipica, o bien, muestra un gran polimorfismo asociado con condiciones ambientales

distintas, aun cuando estas condiciones estén en proximidad geogréfica.

Este conocimiento, permitird a los restauradores ecologicos entender con una base cientifica,
cuéles son los patrones genéticos que influyen en la adaptacion local de las especies vegetales a
diferentes ambientes, asi mismo, la importancia que tienen las caracteristicas ambientales sobre la
diversidad genética. Y con ello, contribuir a disefiar estrategias Utiles para la restauracion, a fin de
reducir los riesgos de erosion en los ecosistemas (Aronson et al., 1993; Hufford y Mazer, 2003). Si
bien actualmente, existen estudios genéticos en poblaciones de M. denticulata originarias de
Oaxaca, Guanajuato y Querétaro, que muestran variabilidad genética dentro y entre las poblaciones
(Bautista, 2012; Hernandez et al., 2011; Ramirez, 2009; Torres et al., 2013); todavia no se tienen
estudios que exploren la relacion genética de M. denticulata con los factores ambientales. Aun se
requiere este tipo de informacién para su futura aplicacion en programas de restauracién. Por
consiguiente, el objetivo de este trabajo es: estimar los patrones de variacion y estructura genética
en siete poblaciones de Malacomeles denticulata de ambientes contrastantes localizadas en Oaxaca,

Meéxico.

A partir, del objetivo de este estudio se pretende responder las siguientes preguntas 1) ¢Cual
es la estructura y diversidad genética de poblaciones de M. denticulata que tienen cierta proximidad
geografica pero presentan condiciones contrastantes de clima y grado de disturbio? 2) ¢Los
diferentes tipos vegetacion en qué se encuentra M. denticulata estan asociados con su diversidad y
estructura genética? y finalmente, 3) ;Cuél es la correlacién de los patrones genéticos con la

precipitacion, temperatura, altitud y densidad de la especie?.
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MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Descripcién general del area de estudio

Las poblaciones de M. denticulata estudiadas se encuentran localizadas en los municipios de
Santo Domingo Yanhuitlan, San Pablo Huitzo, Villa de Diaz Ordaz, Ixtlan de Juarez, Teotitlan del
Valle y el Paraje Xia de San Juan Chicomezuchil, en el Estado de Oaxaca (Figura 3). Estas
poblaciones fueron seleccionadas por las contrastantes caracteristicas ambientales de los sitios, ya
que son zonas con climas y tipos de vegetacion diversos. Algunas caracteristicas ambientales de los

sitios de estudio se resumen en el Cuadro 1.
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Figura 3. Mapa de localizacion de las siete poblaciones de M. denticulata.

1) Santo Domingo Yanhuitlan es una de las regiones con mayor deterioro en el estado de Oaxaca, ya
que el 83% de sus suelos estan de ligera a moderadamente degradados y el 17% severamente
erosionados (Altieri et al., 2006). Estas zonas son calidas la mayor parte del afio, predomina la
vegetacion tipo matorral xérofilo, con especies como Acacia farnesiana, Eysenhardtia polystachia,
Mimosa biuncifera y algunas especies de Opuntia spp. (PDM, 2008). Aunque, en el pasado segln
Contreras et al. (2003) existi6 un bosque de pino (Pinus pseudostrobus apulcensis) - encino
(Quercus spp.), el cual se exploté durante décadas y, como indicio de la degradacion en la

actualidad, es comdn encontrar Dodonaea viscosa la cual es utilizada como un indicador de
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2)

3)

4)

5)

6)

perturbacion por la destruccion de bosque de encino (Niembro, 1990). Cuenta con parches divididos
por pronunciadas carcavas que resultan de la erosion de suelo, causado por arroyos temporales
formados por lluvias que arrastran gran cantidad de sedimentos, ademas por el sobrepastoreo de
ganado caprino.

San Pablo Huitzo es una zona con clima templado, la vegetacion predominante es bosque de encino
(Cruz, 2005), aunque también cuenta con pino, pero en menor densidad. Las especies mas comunes
de estas comunidades de vegetacion son Quercus laurina, Quercus magnoliifolia, Quercus
candicans, Quercus crassifolia, Quercus rugosa, Quercus castanea), Quercus laeta y Quercus
mexicana (INEGI, 2009). El estado actual de la vegetacion de este sitio muestra cierto grado de
perturbacion ya que es posible encontrar especies como Dodonaea viscosa.

Villa de Diaz Ordaz es un sitio con clima templado durante algunos meses del afio, la vegetacion
predominante actual es selva baja caducifolia con algunas especies como Bursera aloexylon y
algunas especies de Opuntia spp. Sin embargo, tiempo atras era posible encontrar Bosque de Pino,
Bosque de Pino-Encino, Bosque de Encino y Chaparral (PDM, 2011). Este sitio presenta indicios de
perturbacion ya que se encontr6 Dodonaea viscosa. La zona cuenta con grandes extensiones de
tierras de cultivo, problemas de deforestacion y contaminacion, por lo que las poblaciones de
vegetacion natural se encuentran bajo una presion ambiental importante (PDM, 2011; Ramirez,
2009).

Ixtlin de Juarez es una region de Sierra, con clima templado durante el afio y con altas
precipitaciones, la vegetacion representativa del municipio es el bosque de pino, por la extension de
terrenos que ocupa con algunas especies de pino como P. pseudostrobus apulcensis, P. patula, P.
pseudostrobus, P. teocote, asi mismo en su interior es comun encontrar musgos, liquenes,
bromelias, orquideas, especies de hongos como Amanita muscaria y los singulares helechos
arborescentes. También es posible encontrar algunas especies de Quercus spp. pero en menor
densidad (PDM, 2005). En este sitio se realizan algunas actividades productivas como la extraccion
de madera, el desarrollo de cultivos como el maiz, la crianza de ganado principalmente vacuno.
Teotitlan del Valle se caracteriza por un clima templado, la vegetacion que se encuentra en este sitio
es selva caducifolia y subcaducifolia con vegetacién secundaria, se puede encontrar algunas
especies como Bursera aloexylon, Opuntia spp. y Dodonaea viscosa (PDM, 2012).

Paraje Xia pertenece al municipio de San Juan Chicomezuchil. El clima es célido a lo largo del afio
y cuenta con una vegetacion tipo selva baja caducifolia y en la parte més alta con bosque de encino
seco, con especies como: Q. macrophylla Née, Q. laeta, Q. urbanii y Q. magnoliifolia, (PDM,

2008), aungue también tiene algunas especies de pino como P. pseudostrobus apulcensis, P.
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teocote, pero en una densidad baja. También tiene otras especies como Dodonaea viscosa, Acacia

farnesiana, Opuntia spp, Bursera aloexylon, Agave spp.

Cuadro 1. Datos climatologicos, tipo de vegetacion de las poblaciones de M. denticulata.

Municipio Altitud Precipitacién Temperatura Coordenadas Tipo de vegetacion
(m) (mm) (°C)

1) Santo Domingo 2140 651** 24.05** 17°30°54.4°N Matorral perturbado

Yanhuitlan -97°17°47.6”W

2) Santo Domingo 2140 651** 24.98** 17°29°51.7°N Matorral perturbado y

Yanhuitlan -97°18°34.4”W céarcavas

Carcavas

3) San Pablo Huitzo 2017 676* 20.30* 17°19°25.9°N Bosque de encino
-96°52°34.9”°W

4) Villa de Diaz 2135 636* 18.00* 17°1°24.35°N Selva baja caducifolia

Ordaz -96°28°6.50”°W

5)Teotitlan del 1886 7507+ 20.00T 17° 3'56.3574" N Selva Baja

Valle -96° 30' 54.9" W Caducifolia

6) Ixtlan de Juéarez 2048 966* 17.20* 17°19°18.4°N Bosque de pino
-96°28°43.5”°W

7) Paraje Xia en San 1806 8007} 19.00°F 17° 18’ 04.89” N Bosque de encino

Juan Chicomezuchil

-96°31° 14.11"°W

seco y Selva baja
caducifolia

Los datos de precipitacion y temperatura fueron proporcionados por: *CONAGUA (2014);
**INIFAP (2014); INEGI, (2008); ++INEGI, (1984) e INEGI, (2008).

2.2.2 Estimacion de la densidad en las poblaciones de M. denticulata

La densidad vegetal se define como el nimero de individuos expresado por unidad de area o
volumen (Martella et al., 2012). En cada sitio de muestreo se estim6 la densidad, por
georeferenciacion de todos los individuos en un area minima de 10 000 m? con un GPS marca
Garmin modelo 60 CSX. EIl area total muestreada se estimd usando el programa ArcGis version
10.1 con base en los individuos geoposicionados y el area cubierta por el muestreo. Los pardmetros
para esta medicion fueron: Datum horizontal WGS84, con Error Promedio Estandar (EPS) de 5 m.
El analisis de los datos de georreferenciacion y determinacion del area de muestreo se realizo en el

Laboratorio de Sistemas de Informacion Geogréafica y Percepcion Remota del CIIDIR-Oaxaca.

2.2.3 Recoleccion del material vegetal

Se seleccionaron al azar 25 individuos adultos de M. denticulata de siete poblaciones
diferentes. ElI material vegetal (hojas) de cada individuo, se colocO en bolsas de plastico y se
conservd a 4°C hasta su transporte al laboratorio, donde después fueron almacenadas en un

congelador a-20 ° C.
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2.2.4 Disefio de oligonucledtidos y sondas para SNP

El disefio de ensayos de SNP se realizd a partir de las secuencias reportadas para M.
denticulata en el portal del National Center for Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp). Unicamente se identifico una secuencia con dos mutaciones
puntuales (SNP) para esta especie. Debido a ello, se buscaron mutaciones puntuales en especies
filogenéticamente relacionadas a Malacomeles, como son los géneros Crataegus, Peraphyllum,
Amelanchier, Mespilus, Prunus y Malus, de acuerdo con los estudios de Campbell et al. (2007).
Adicionalmente, se seleccionaron dos SNP reportados para Arabidopsis thaliana. Se realizé un
andlisis bioinformatico de las secuencias seleccionadas (Anexo 1). El disefio de ensayos TagMan®
de genotipificacion de los SNP seleccionados (TagMan® SNP Genotyping Assay) se realizé por
Life Technologies-Applied Biosystems. Cada ensayo contenia un par de cebadores especificos para
amplificar el polimorfismo de interés, y dos sondas TagMan® marcadas con los Fluorocromo

VIC® y FAM® unidos en el extremo de 5° de la sonda del alelo 1 y 2 respectivamente.

2.2.5 Aislamiento de ADN

La extraccion y purificacion de ADN genomico se realizd6 en un FastPrep-24 (MP
Biomedicals) siguiendo el protocolo de extraccion FastDNA® SPIN Kit catalogo #6540-600-4101,
pero modificando el tiempo de homogenizacion en el FastPrep® a 2 ciclos de 30 segundos cada
uno, a una velocidad de 6.0 m/s. Posteriormente, se cuantifico la concentracion y pureza del ADN

en un Biofotometro marca Eppendorf, a una longitud de onda de 260 nm y un volumen de 50.0 pl.

2.2.6 Amplificacion de SNP en PCR en Tiempo Real

La amplificacion de los SNP se realizé con un volumen final de 20 pl, el cual contenia 0.5 pl
de TagMan® disenados (40X), 10 ul de TagMan® 2X Universal PCR Master Mix, No AmpErase®
UNG (Applied Biosystems), 7.5 pl de agua estéril (Marca Sigma) y 2 ul de ADN genoémico de M.
denticulata, a una concentracion de 20 ng/ul. La amplificacién del SNP (M_domes) se realiz6 por
triplicado. Los experimentos de genotipificacion se realizaron en PCR-TR (StepOne™ Real-Time
PCR System, Version 2.3). El programa de amplificacion consistié en 50 ciclos, cada uno con una
etapa de desnaturalizacion a 95°C durante 15 segundos, las etapas de hibridacién y extensién fueron

a 60°C durante 1 minuto.
2 2.7 Andlisis genéticos

2.2.7.1 Estimacion de la diversidad genética
Para estimar la diversidad genética de las poblaciones se calcularon en los programas
FSTAT version 2.9.3 (Gottileb L.D, 1981) y Arlequin version 3.5.1.3 (Excoffier y Lischer, 2010),
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los siguientes parametros: el nimero de alelos polimdrficos (A), las frecuencias genotipicas y
alélicas en equilibrio de Hardy-Weinberg, la heterocigosidad observada y esperada y finalmente la
prueba de desequilibrio de ligamiento (DL). Este ultimo analisis se realiz6 porque los SNP estan
presentes en todo el genoma (Ge et al., 2013), y dada su abundancia es comin que se presenten
asociaciones alélicas entre pares de loci, por su cercania fisica, o por otros factores como su
interaccion epistatica, poblaciones recién fundadas con pocos individuos (Cadien et al., 1978); la
migracion entre poblaciones con diferentes frecuencias génicas y la subdivision poblacional (Nei y
Li, 1973). ElI DL permite determinar estadisticamente el grado de asociacion entre pares de loci
(Iniesta et al., 2005). Adicionalmente por poblacién se calculd el numero efectivo de alelos (Ae) y
el indice se Shannon (S), en el programa POPGENE32 (Yeh et al.,1999).

La diferenciacion entre pares de poblaciones se evalu6é calculando los valores de Fst
utilizando el programa Arlequin 3 .5.1.3 (Excoffier y Lischer, 2010). Se probo si las poblaciones
estan genéticamente diferenciadas por un método de remuestreo aleatorio de 10000 permutaciones
basado en un intervalo de confianza del 95% de significancia.

Para evidenciar las relaciones genéticas entre las poblaciones estimadas a partir de los
valores de Fst se realizd un andlisis no ponderado de agrupamiento por pares con medias
aritméticas UPGMA (por sus siglas en inglés, Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean) con el programa TFPGA 1.3 (Miller, 1997).

2.2.7.2 Estructura genética de las poblaciones

La estructura genética de las poblaciones se calculé mediante los estadisticos F (coeficiente
de endogamia) propuestos por Wright (1951), los cuales calculan la endogamia en una poblacion
subdividida (Fr), entre el componente debido a apareamientos no aleatorios dentro de poblaciones
(Fis) y la subdivision entre poblaciones (Fst) (Pifiero, 2008). Adicionalmente se estimd el
coeficiente de diferenciacion genética (Gst). Estos estadisticos permiten comparar de manera clara
y cuantitativa la diferenciacion existente dentro y entre poblaciones. El andlisis de estos parametros
se realizd en el programa FSTAT version 2.9.3 (Gottileb L.D, 1981) y TFPGA 1.3 (Miller, 1997).
Se realizé un remuestreo aleatorio de 1000 permutaciones basado en un intervalo de confianza del
95% de significancia para los estadisticos F.

Se realiz6 un andlisis molecular de varianza (AMOVA) en el programa Arlequin 3.5.1.3
(Excoffier y Lischer, 2010). Este analisis es una aproximacion estadistica de la existencia de
estructura genética, es decir, que los criterios de agrupacion justifican que las poblaciones sean
distintas genéticamente. La significancia para los componentes de varianza se calculo a partir de
10100 permutaciones con una probabilidad de 0.05 para los indices de fijacion: Fst (Permutaciones

de genotipos individuales entre poblaciones entre grupos), Fsc (Permutaciones de genotipos
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individuales entre poblaciones dentro de grupos) y el indice Fcr (Permutaciones de poblaciones
entre grupos). Para agrupar las poblaciones se utilizaron tres criterios de clasificacion: la
precipitacion, el tipo de vegetacion y la densidad de M. denticulata (Cuadro 2). El primer criterio se
realizd con base en los valores de precipitacion, el primer grupo con valores en un rango de 636 a
676 mm, con diferencias menores a 50 mm entre las poblaciones del grupo, el segundo grupo con
valores de 750 a 996 mm y con diferencias mayores a 50 mm entre las poblaciones del grupo, el
segundo criterio se baso en la vegetacion de tipo matorral, bosque de encino, selva baja caducifolia
y bosque de pino compartida por las poblaciones y, finalmente en el tercer criterio se agruparon las
poblaciones de menor a mayor densidad de M. denticulata.

Cuadro 2. Criterios de clasificacion para el analisis molecular de varianza.

Clasificacion Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
1) Precipitacion - Santo Domingo -Ixtlan de Juérez

Yanhuitlan - Paraje Xia de San Juan

- Santo Domingo Chicomezuchil

Yanhuitlan Céarcavas - Teotitlan del Valle

- Villa de Diaz Ordaz
-San Pablo Huitzo

2) Tipo de - Santo Domingo - San Pablo Huitzo - Villa de Diaz - Ixtlan de
vegetacion Yanhuitlan _ - Pgraje Xi’a dfe San Juan Ordaz_ , Juarez
- Santo Domingo Chicomezuchil - Teotitlan del Valle
Yanhuitldn Céarcavas
3) Densidad de - Santo Domingo - Ixtlan de Juéarez - Villa de Diaz
M. denticulata Yanhuitlan _ - Pgraje Xia dg San Juan Ordaz_
' - Santo Domingo Chicomezuchil - Teotitlan de Valle

Yanhuitlan Céarcavas
- San Pablo Huitzo

Se evalud la estructura genética de las poblaciones estudiadas de M. denticulata a partir del
método de agrupamiento Bayesiano implementado por el programa Structure 2.3.4. (Pritchard et al.,
2000). Se utilizé un modelo de mezcla (admixture), que permite que los individuos se asignen en K
(poblaciones) calculando su proporcion de pertenencia a cada grupo, con un modelo de frecuencias
correlacionadas (Falush et al., 2003). La amplitud de valores de poblaciones (K) analizadas fue de 1
a 7. Se llevo a cabo andlisis independientes para verificar la consistencia de los resultados entre los
diferentes analisis para cada estimacion de K. El nimero de iteraciones del algoritmo MCMC fue de
100000 y el tiempo para ejecutar la simulacion antes de recoger los datos (“bur-in”) se fijé en 10000
con 20 réplicas para cada valor de K. El valor 6ptimo de K se seleccioné a partir del logaritmo de
méaxima verosimilitud posterior de los datos (donde X son todos los genotipos) [Ln Pr(X/K)] para
un valor de K determinado (Evanno et al., 2005), y se visualizaron usando el programa Structure
Harvester (Earl y von Holdt, 2012).
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2.2.7.3 Correlacion de la distancia geografica y los factores ambientales con la diversidad
genética

La correlacion de la distancia genética (Fst) (Cuadro 8) y distancia geografica (medida en
kilometros) entre los pares de poblaciones se evalué con una prueba de Mantel. La significancia de
esta asociacion se evalud por permutaciones aleatorias de las matrices (Manel et al., 2003). Se us6
el programa IBDWS (Isolation By Distance Web Servicie) version 3.23 (Jensen et al., 2005). Como
en los analisis anteriores, el nivel de significancia se obtuvo a partir de 10000 permutaciones. La
matriz de distancia euclidiana geografica (Anexo 2) se construyd a partir de las coordenadas de
colecta utilizando el programa Google Earth. La finalidad de esta prueba fue comprobar si existe
alguna correlacion entre las dos matrices de distancia y comprobar si existe aislamiento por
distancia; la cual ocurre cuando la diferenciacion genética entre los individuos (o poblaciones),
aumenta con la distancia geografica (ya que el flujo de genes disminuye a distancias mas grandes)
(Manel et al., 2003).

Las variables de altitud, precipitacion, temperatura y densidad se utilizaron como un

indicador de las distancias ecoldgicas entre los sitios de estudio. Como las unidades de estas
variables son diferentes entre si, se procedi6 a estandarizar estas mediante Z :% (con media p=0y

desviacion estandar o =1) (Moore, 2000). A partir, de los datos de las variables estandarizadas, se
construyé una matriz de distancia euclidiana (Anexo 3 a 6) para cada una de las variables
ambientales en el programa SPSS version 20.0 (IBM, 2011). Para el anélisis de correlacion entre las
matrices de distancia de las variables ambientales y la matriz de distancia genética (Fst) se realizo
una prueba de Mantel usando 10000 permutaciones en el programa Arlequin 3.5.1.3 (Excoffier y
Lischer, 2010).
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RESULTADOS

2.3.1 Densidad de las poblaciones de M. denticulata

El sitio donde la poblacion de M. denticulata presento la mayor densidad fue Villa de Diaz
Ordaz, mientras que la poblacién que mostré menor densidad fue Santo Domingo Yanhuitlan
Cércavas (Cuadro 3). La distribucion de los individuos georreferenciados en cada sitio de estudio se

pueden visualizar en los mapas de muestreo (Ver Anexos 7 a 13).

Cuadro 3. Densidad de M. denticulata en los sitios de estudio.

Poblaciones Area muestreada (Ha) NGm. de Individuos  Densidad (Ind Ha™)

Santo Domingo Yanhuitlan 4.4 59 12.854

Santo Domingo Yanhuitlan Carcavas 6.6 82 12.312

San Pablo Huitzo 7.5 121 16.047
Villa de Diaz Ordaz 1.0 106 99.530
Teotitlan del Valle 2.2 128 57.971

Ixtlan de Juarez 2.6 84 32.30

Paraje Xia en San Juan Chicomezuchil 5.6 153 27.321

2.3.2 Proporcidn de loci polimérficos, numero de alelos y nimero efectivo de alelos,
indice de Shannon, frecuencias genotipicas y alélicas

De un total de 15 ensayos TagMan® SNP probados en siete poblaciones de M. denticulata,
unicamente amplificaron seis de ellos, el criterio para determinar si un SNP amplifico fue que la
curva de amplificacion fuese superior al valor umbral (en un rango de 0.01 a 0.2) establecido

automaticamente por el equipo PCR-TR (Cuadro 4).

De los loci que amplificaron, cuatro fueron polimorficos al menos en una poblacion y dos de
ellos fueron monomorficos. EI mayor porcentaje de loci polimorfico se observé en las poblaciones
de Teotitlan del Valle y Paraje Xia de San Juan Chicomezuchil, ambas con un 50% de
polimorfismo. Se encontr6 que el nimero de alelos promedio por los tres loci, fue mayor con
respecto al nimero efectivo de alelos en las poblaciones de Santo Domingo Yanhuitlan, Ixtlan de
Juarez, Teotitlan del Valle y Paraje Xia de San Juan Chicomezuchil. Las poblaciones Santo
Domingo Yanhuitlan cércavas, Villa de Diaz Ordaz y San Pablo Huitzo presentaron los mismos
valores para el nimero de alelos para los tres loci y el numero efectivo de alelos. Las frecuencias
alélicas promedio en equilibrio Hardy—Weinberg (H-W) de los 3 loci y las frecuencias genotipicas

promedio se muestran se muestran en el Cuadro 5.

De los seis SNP amplificados cuatro de ellos son nucleares y, dos de ellos corresponden a
ADN de cloroplasto (Per_ramol10 y Crat_riv07) de las especies Peraphyllum ramosissimum y

Crataegus rivularis y son mutaciones de transversion (cambio de una base puarica por una
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pirimidica y viceversa) (Anexo 1) identificados en el espaciador intergenerico rpl20-Rps 12 y en el
gen matK (maturase- like), este Gltimo usado para los cddigos de barras de ADN en plantas
(Selvaraj et al., 2008). Estos dos marcadores fueron monomorficos, esto tal vez se deba a la
naturaleza del ADN ya que, el ADN de cloroplasto es heredado via materna y se esperaria que no
hubiese variacién porque no hay recombinacién genética y tiene bajas tasas de mutacién (Eguiarte
et al., 2003).

Un cuarto marcador (SNP) nuclear que amplificd, fue M_domes. La especie de origen es
Malus x doméstica y corresponde a una mutacion por tranversion (Anexo 1) en el gen S33-RNase,
el cual codifica para una ribonucleasa cuya funcién es participar en la regulacién de los sistemas de
autoincompatibilidad gametofitica (GSI) (Jiménez y Cruz, 2011). ElI marcador M_domes
unicamente se detect6 en algunos individuos de todas las poblaciones, por esta razén se considero
polimorfico (Presencia-Ausencia) y se utiliz6 en la estimacion de la proporcion de loci
polimorficos. Sin embargo, dado que se trata solo de un marcador con estas caracteristicas
(Presencia-Ausencia); no se le realiz6 ningun analisis estadistico. Por lo tanto, de aqui en adelante,
se muestran los resultados de los anélisis realizados solo para los tres marcadores polimdrficos
codominantes (M_dentl, M_dent2 y A_bart25).

Cuadro 4. Lista de SNP que amplificaron en M. denticulata.

Nombre del SNP

Secuencia de oligonucleétidos

Secuencias de Sondas MGB
TagMan®

SNP M_dent (1)

SNP M_dent (2)

SNP A_bart 25

SNP Per_ramo 10

SNP Crat_riv07

SNP
M_ domes

Forward: CACCGGCGCGTGTTG

Reverse: CGCGCGCACCGTTTT

Forward: CCCGAGAACCAGTTTCAACGT
Reverse: CGGACTCCCGGGATAAGG
Forward: CGACCCGAGAACCAGTTTCAA

Reverse: GCGCCGGTGTTTGTTTGT

Forward:
GTTGGATAATGTAGGTTATGACACTAAATATAGTT
TACT

Reverse:
CATTAGCGGAAATTATCAAATGATTCTGTTGA

Forward: CTGCTTTTTAAAATAGTATTTCCCCTGCTT

Reverse: GTGCAAATCCAATCAACTCCGTTTTAA

Forward: TTTACGCAGCAATATCAGCCG
Reverse: CGTAAACAACTTGTCAGGAGGATCT

VIC:CAAGGAACCTGAACGAA

FAM: AAGGAACCCGAACGAA

VIC: CCCGAAAGCCCGCC

FAM: CCGAAGGCCCGCC

VIC:CGGGAGCTGCTCC

FAM: CGGGAGCCGCTCC

VIC:
ACGTTTAATTAGTCGAATGTA

FAM:
ACGTTTAATTATTCGAATGTA

VIC: CCATTGATAGCAAATGAT

FAM:
CCATTGATAGGAAATGAT
VIC: TGCCTGCAACTCTA
FAM: TGCCTGCCACTCTA
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Cuadro 5. Porcentaje de loci polimorficos, nimero de alelos y nimero efectivo de alelos,

indice de Shannon, frecuencias genotipicas y alélicas por poblacion.

Loci NUmero NUmero Indice de Frecuencias
Poblaciones polimérficos | dealelos  efectivode | Shannon Genotipos Alelos
(%) (A) Alelos (Ae) (S) AlA1  AlA2  A2A2 Al A2
Santo Domingo 33.333 1.333 1.0732 0.1084 0.933 0.067 0.000 | 0.967 0.033
Yanhuitlan
Santo Domingo 16.667 1.000 1.0000 0.0000 1.000 0.000 0.000 | 1.000 0.000
Yanhuitlan-Carcavas
Villa de Diaz Ordaz 16.667 1.000 1.0000 0.0000 1.000 0.000 0.000 | 1.000 0.000
San Pablo Huitzo 16.667 1.000 1.0000 0.0000 1.000 0.000 0.000 | 1.000 0.000
Ixtlan de Juarez 33.333 1.333 1.3167 0.2268 0.680 0.253 0.067 | 0.807 0.193
Teotitlan del Valle 50.000 1.667 1.3444 0.2827 0.693 0.307 0.000 | 0.847 0.153
Paraje Xia en San 50.000 1.667 1.2985 0.2505 0.747 0.253 0.000 | 0.873 0.127
Juan Chicomezuchil
Promedio 30.952 1.238 1.1475 0.1240 0.865 0.126 0.010 | 0.928 0.072

2.3.3 Heterocigosidad observada y esperada en equilibrio H-W

La poblacion con mayor heterocigosidad promedio observada fue Teotitlan del Valle

seguido de Ixtlan de Juarez y Paraje Xia. Por el contrario, la menor heterocigosidad observada

corresponde a Santo Domingo Yanhuitlan; el resto de las poblaciones fueron totalmente

homocigotas debido a su monomorfismo (Cuadro 6).

Cuadro 6. Estimaciones de heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He) en equilibrio

H-W por loci polimérficos y por poblaciones.

Locus Estimador Poblaciones Promedio
Santo Santo Villa San Ixtlin  Teotitlan  Paraje Xia en
Domingo Domingo de Pablo de del San Juan
Yanhuitlan ~ Yanhuitlan Diaz Huitzo  Juérez Valle Chicomezuchil
Carcavas Ordaz

M_dentl Ho 0.200 0.000 0.000 0.000  0.000 0.000 0.000 0.028
He 0.183 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.026
M_dent2 Ho 0.000 0.000 0.000 0.000 0.760 0.880 0.720 0.337
He 0.000 0.000 0.000 0.000 0.497 0.502 0.470 0.209
A _bart25 Ho 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.040 0.040 0.011
He 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.040 0.040 0.011
Promedio Ho 0.066 0.000 0.000 0.000 0.253 0.306 0.253 0.125
He 0.061 0.000 0.000 0.000 0.165 0.180 0.170 0.082

2.3.4 Desequilibrio de ligamiento (DL)

Los resultados de la prueba de DL indican que no existe evidencia significativa de

ligamiento entre los pares de loci analizados (Cuadro 7). Aun cuando los SNPs (de los loci

M _dentl, M_dent2 y A bart25) se encuentran fisicamente muy cercanos en el gen 5.8S ribosomal

RNA.
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Cuadro 7. Prueba de desequilibrio de ligamiento (DL) entre pares de loci polimérficos.

Locus Estimador Poblaciones
Santo Santo Villa San Ixtlan Teotitlan  Paraje Xia en San
Domingo Domingo de Diaz  Pablo de del Valle Juan
Yanhuitlan Yanhuitlan Ordaz Huitzo  Juarez Chicomezchil
Carcavas
Par(0,1) DL 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Par(0,2) DL 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
P 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Par(1,2) DL 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 -22.66 -24.05
P 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.49 0.49

*P<0.05 (0,1) M_dentl y M_dent2; (0,2) M_dentl y A_bart; (1,2) M_dent2 y A_bart25.

2.3.5 Distancia genética entre poblaciones

Las distancias genéticas (Fst) por pares de poblaciones, muestran diferencias significativas
para Teotitlan del Valle, Paraje Xia e Ixtlan de Juarez con base en los pares establecidos con las
otras poblaciones. La poblacion de Ixtlan de Juérez fue la mas diferenciada del resto de las
poblaciones analizadas. Las poblaciones de Santo Domingo Yanhuitlan y Santo Domingo
Yanhuitldn Céarcavas son estadisticamente diferentes entre si. En cambio, las poblaciones

genéticamente mas relacionadas entre si, son Teotitlan del Valle y Paraje Xia (Cuadro 8).

Cuadro 8. Comparacion de las distancias genéticas (Fst) por pares de poblaciones para

los tres loci polimérficos.

Santo Santo Villade  San Ixtlan de  Teotitldan Paraje Xia en
Domingo Domingo Diaz Pablo Juarez del Valle  San Juan
Yanhuitlan  Yanhuitldin Ordaz Huitzo Chicomezuchil
Carcavas
Santo Domingo 0.00000
Yanhuitlan
Santo Domingo 0.08163* 0.00000

Yanhuitlan Carcavas
Villa de Diaz Ordaz 0.08163 0.00000 0.00000

San Pablo Huitzo 0.08163 0.00000 0.00000  0.00000
Ixtlan de Juarez 0.49940* 0.57143* 0.57143*  0.57143* 0.00000
Teotitlan del Valle 0.35131* 0.40994* 0.40994*  0.40994* 0.01813* 0.00000

Paraje Xia en San 0.27721* 0.32868* 0.32868* 0.32868* 0.07140* -0.00791  0.00000
Juan Chicomezuchil
*P<0.05

2.3.6 Agrupamiento por pares usando la media aritmética (UPGMA)

De acuerdo con la similitud genética, las siete poblaciones se dividen en dos grupos. El
primer grupo incluye las poblaciones de Villa Diaz Ordaz, San Pablo Huitzo, Santo Domingo
Yanhuitlan Carcavas y Santo Domingo Yanhuitlan. El segundo grupo incluye las poblaciones de
Teotitlan del Valle, Paraje Xia e Ixtlan de Juarez (Figura 4). Esto grupos ademas de su similitud
genética comparten cierto patron de precipitacion.
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Figura 4.- Fenograma basado en las distancias genéticas por pares usando UPGMA.

2.3.7 Indices de endogamia y estructura genética

Los estadisticos F (coeficiente de endogamia) para los tres loci, mostré un valor negativo en
la endogamia en una poblacion subdividida con respecto al total (Fi7), y no fue significativamente
diferente de cero, este estimador sugiere que al menos se tienen dos procesos evolutivos actuando
sobre las poblaciones. La endogamia dentro de poblaciones (Fis) mostré un valor negativo
estadisticamente significativo. Este valor indica un exceso de heterocigotos. Finalmente, la
endogamia de la subdivision entre poblaciones (Fst) fue positivo y significativo, y muestra que las

poblaciones estan genéticamente diferenciadas. El valor Gsr promedio indica que sélo un 30% del

total de la diversidad genética se debe a diferencias entre las poblaciones (Cuadro 9).

Cuadro 9. Valores del estimador Gst y los estadisticos F de Wright: Fis, Firy Fst por cada

locus polimérfico con un intervalo de confianza del 95% por re-muestreo (bootstrapping).

Loci Fn- FST FIS GST
M_denl -0.000 0.083 -0.091 0.072
M_den2 -0.001 0.376 -0.604 0.340
A_bart -0.004 0.009 -0.014 0.008

Total -0.001 0.337 -0.510 0.303

Intervalo de confianza al 95%, por el método bootstrapping
0.0000 0.3758 -0.0141
-0.0045 0.0095 -0.6037




El AMOVA mostré que los indices Fst y Fsc tienen valores significativos para los tres
criterios de agrupacion. Esto indica que la variacion genética de los individuos se encuentra entre
genotipos individuales entre poblaciones, entre y dentro de grupos. La mayor variacion genética se
encuentra dentro de poblaciones aproximadamente un 60%. El indice Fct no fue significativo para
los criterios de clasificacion por tipo de vegetacion y densidad de M. denticulata. Sin embargo, el
criterio de agrupacion por precipitacion mostré un valor de Fcr significativo y representa un 44 %
de variacion entre grupos, este criterio de agrupacion es por lo tanto el mejor criterio ecélogico de
los utilizados para caracterizar la estructura genética interpoblacional de M. denticulata (Cuadro
10).

Cuadro 10. Anélisis molecular de varianza aplicado con diferentes criterios de agrupacion

en las siete poblaciones de M. denticulata.

Andlisis Molecular de varianza (AMOVA)

Precipitacion Tipo de vegetacion Densidad de M. denticulata
*Grupol;**Grupo 2 ***Grupo 3; TGrupo 4y 11Grupo 5  f1Grupo 5;1Grupo 7 y $1Grupo
y T11Grupo 6 8
Fuente de Porcentaje  Indice de P Porcentaje  Indice de P Porcentaje  Indice de P
variacion de fijacion de fijacion de fijacion
variacion variacion variacion

Entre 44,92 Fcr:0.44922 0.024* 6.4414 Fcr: 0.0644 0.43  22.5864 Fcr: 0.2258 0.15
grupos
Entre
poblaciones 1.74 Fsc:0.03156 0.000* 28.1089 Fsc: 0.3004 0.00* 14.9084 Fsc:0.1925  0.00*
dentro de
grupos
Dentro de
poblaciones 53.34 Fst:0.46660 0.000* 65.4496 Fst.0.3455 0.00* 62.5051 Fst: 0.3749  0.00*

*P< 0.05 *Grupol: Santo Domingo Yanhuitldn, Santo Domingo Yanhuitlan Cércavas,
Villa de Diaz Ordaz y San Pablo Huitzo; **Grupo 2: Ixtlan de Juérez, Paraje Xia en San Juan
Chicomezuchil y Teotitlan del Valle; ***Grupo 3: Santo Domingo Yanhuitlan y Santo Domingo
Yanhuitlan Carcavas, tGrupo 4: San Pablo Huitzo y Paraje Xia en San Juan Chicomezuchil;
t1Grupo 5: Villa de Diaz Ordaz y Teotitlan del Valle; 11 Grupo 6: Ixtlan de Juarez; {Grupo 7:
Santo Domingo Yanhuitlan, Santo Domingo Yanhuitlan Carcavas y San Pablo Huitzo y $1Grupo 8:

Ixtlan de Juarez y Paraje Xia en San Juan Chicomezuchil.
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El método de agrupacion Bayesiano sugiere un valor de K = 2 como el nimero de
poblaciones méas probable de acuerdo con la agrupacion genética basada en el método de la Evanno
et al. 2005 (Figura 5).

30l Delta K = mean(|(L“(K)[)/ sd(L(K))

251
2071

15¢

Delta K

1.0

05F

2 3 4 5 6
Figura 5. Poblaciones sugeridas basadas en eFvanr méaximo de Delta K, con el uso del

programa Structure Harvester (Earl y von Holdt, 2012).

2.3.8 Correlacidn de la distancia geografica y los factores ambientales con la diversidad
genética

Los resultados de la prueba de Mantel indican que no existe una correlacion entre las
distancia genética y geografica de las poblaciones de M. denticulata (R*=2.59%, P=0.8120), por lo
tanto no hay evidencia de aislamiento por distancia entre ellas. Respecto a las variables ambientales
de precipitacién, temperatura, altitud y densidad de M. denticulata, se encontré que la variable de
precipitacion estd asociada con la estructura genética de las poblaciones de M. denticulata, ya que

muestra una correlacion estadisticamente significativa (Cuadro 11).

Cuadro 11. Valores del coeficiente de determinacion (R?) en la prueba de Mantel para las

variables ambientales.

Variables R? (%) Valor de P

Precipitacion 38.26 0.0378*

Altitud 15.12 0.0807

Temperatura 15.63 0.0708

Densidad 10.97 0.1001
*P<0.05
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DISCUSION

3.1 Diversidad genética

La mayor diversidad genética se encontrd en las poblaciones de Teotitlan del Valle y Paraje
Xia de San Juan Chicomezuchil, ya que ambas mostraron el mayor polimorfismo genético, la mayor
heterocigosidad observada, asi como los valores mas altos del indice de Shannon. En seguida, la
poblacion de Ixtlan de Juarez y finalmente la poblacion de Santo Domingo Yanhuitlan. Estos
resultados difieren de lo reportado por Bautista (2012) quién con un método aloenzimatico,
encontrd la mayor diversidad genética en las poblaciones de Santo Domingo Yanhuitlan Carcavas y
San Pablo Huitzo. Otra investigacion, realizada por Ramirez (2009); con técnicas de genética
cuantitativa; sugiere la presencia de mayor variabilidad en las poblaciones de Santo Domingo
Yanhuitlan y San Pablo Huitzo. En cambio, en este estudio las poblaciones de Villa de Diaz Ordaz,
Santo Domingo Yanhuitlan Carcavas y San Pablo Huitzo presentaron la menor diversidad genética.
La disimilitud de resultados radica probablemente en la naturaleza de los marcadores utilizados por
los autores, dado que el polimorfismo expresado por este tipo de marcadores, puede variar bajo
ciertas condiciones ambientales, y representan un método indirecto de las variaciones en el ADN
(Becerra y Paredes, 2000; Lowe et al., 2007; Schlétterer, 2004; Solis y Andrade, 2005).

La diversidad genética encontrada en este estudio, apoya el trabajo realizado por Hernandez
et al. (2011), quienes sugieren que la variacion observada en algunos rasgos morfolégicos de M.
denticulata tiene una base genética que favorece la adaptacion y la diferenciacion genética entre las
poblaciones. Debido a que efectivamente se tienen distintos genotipos adaptados a ambientes con
condiciones ecoldgicas contrastantes, dando origen a un proceso de adaptacion local (McGaughran
etal., 2014).

3.2 Diferenciacién genética de poblaciones y su relacion con factores ambientales

La diferenciacion genética entre poblaciones por pares (Fst) muestra que las poblaciones que
parecen estar genéticamente diferenciadas son Santo Domingo Yanhuitlan, Teotitlan del Valle,
Paraje de Xia e Ixtlan de Juarez con respecto al resto de las poblaciones. La poblacion de Ixtlan de
Juarez fue genéticamente la méas diferente del resto de las poblaciones. Estas diferencias genéticas
observadas en esta poblacion, sugieren una relacion con la precipitacion, ya que esta variable
mostro un coeficiente de regresion significativo, debido a que es la zona con mayor precipitacion
anual. Este posible efecto ha sido observado en otros estudios (Hu et al., 2010; Still et al., 2005), en
donde los valores mas altos de Fst estan en las zonas de mayor precipitacion. Asi mismo, se ha
encontrado que la variacion en el tamafio del fruto de M. denticulata esta significativamente

relacionado con la cantidad y distribucion de la precipitacion (Cruz, 2005), esto a su vez quiza
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influya en la produccion de semillas. La diversidad genética quiza es favorecida en poblaciones con
mayor precipitacion, probablemente porque una mayor disponibilidad de agua sugiere menos
limitaciones hidricas para el metabolismo de esta especie, esto favoreceria la supervivencia de las
plantulas y la probabilidad de que éstas lleguen al estado adulto, sea mas alta. Ademas de que el
agua, es uno de los elementos mas importantes en los procesos fisiologicos de las plantas.

Las poblaciones de Santo Domingo Yanhuitldn Carcavas, Villa de Diaz Ordaz, y San Pablo
Huitzo, son genéticamente similares en los marcadores usados. Esta similitud puede estar asociada a
su homocigosidad, ya que probablemente los genotipos homocigoticos estén mejor adaptados a las
condiciones ambientales en dichos sitios. Debido a que estas localidades presentan poca
precipitacion y en especial la poblacion de Santo Domingo Yanhuitlan Cércavas, presenta altos
grados de erosion y perturbacion por parte del ganado caprino. Estas condiciones representan
presiones de seleccion para M. denticulata, forzandola a adaptarse a estas condiciones ambientales.
La seleccion natural es quizé la principal fuerza evolutiva que esta4 depurando los genotipos en esta
especie. La seleccion natural favorece los genotipos méas adecuados para crecer y reproducirse en un
ambiente determinado y dentro de ese ambiente, se tiende a preservar e incrementar la proporcion
de genotipos mas adaptados. Cuando una especie crece en una gran variedad de ambientes, la
seleccion natural favorece el desarrollo de diferentes genotipos adaptados a distintos ambientes
(Turrialba, 1995), probablemente, es lo que esta ocurriendo en el caso de M. denticulata. Ademas,
la reducida densidad de M. denticulata en las poblaciones de Santo Domingo Yanhuitlan Céarcavas
y San Pablo Huitzo, pudo haber dado lugar a un flujo de polen y semillas limitado dentro de estas
poblaciones y por lo tanto contribuir a la pérdida de su diversidad genética (Farwig et al., 2008).

Recientemente se ha documentado que el ambiente y la seleccion natural pueden producir
ecotipos dentro de una especie, especialmente adaptados a un ambiente particular. Quiza este
fendbmeno estd ocurriendo en estas poblaciones (los ecotipos, son individuos que difieren
genéticamente entre si, restringidos a un habitad especifico) (Hufford y Mazer, 2003; Stofella et al.,
1998).

El andlisis de correlaciéon no mostré evidencia de aislamiento por distancia entre las
poblaciones estudiadas en la escala estudiada. Esto sugiere un efecto menor de la deriva génica, y
muestra que el flujo génico tiene una mayor influencia entre las poblaciones (Hutchison y
Templeton, 1999). Esto habla de un buen sistema de dispersion de semillas, e indica que
aparentemente los eventos de dispersion de semillas son frecuentes y que sus dispersores se mueven
largas distancias. Estos sucesos se favorecen porque se trata de frutos carnosos y de color rojo,
haciéndolos sumamente atractivos para especies frugivoras, principalmente aves. Esto permite

sugerir que efectivamente, las diferencias genéticas observadas entre las poblaciones de M.
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denticulata, posiblemente sean el resultado de un proceso de seleccion natural. Este proceso
aparentemente domina sobre la deriva génica, ya que los sitios con condiciones ecoldgicas similares
son geneticamente similares entre si, comparados con aquellos que comparten poca similitud

ecologica.

3.3 Estructura genética de poblaciones

Los valores de los estimadores Fst, Fis y Fir para los tres loci aqui analizados, son
comparables con lo reportado por Bautista (2012) y Torres et al. (2013). En este estudio, el valor de
Fst sugiere que las poblaciones se encuentran genéticamente diferenciadas (efecto de Wahlund)
(Johnson y Black, 1984). La diferenciacion genética aparentemente no esta causada por aislamiento
por distancia, sino mas bien por un proceso de seleccion natural o quiza un cuello de botella
particularmente en la poblacion de Santo Domingo Yanhuitlan Cércavas. El valor de Fst concuerda
con el indice Gsr, lo que sugiere que aproximadamente entre el 30 y el 33 % de la variacion
geneética detectada se debe a diferencias entre poblaciones y que la mayoria de la diversidad
genética se encuentra dentro de las poblaciones (entre 67 y 70 %).

El valor negativo de Fs para los tres loci, muestra que existe un exceso de heterocigotos
(Rodriguez et al., 2013), con respeto al equilibrio Hardy-Weinberg. Probablemente esto se deba a
una depresién endogadmica en la que genes dominantes aumentan el vigor de los individuos
heterocigotos (Jenkins, 1985). La sobredominancia es un factor importante que conduce a la
depresién por endogamia dentro de poblaciones, aunque también puede ser causada por dominancia
de alelos recesivos o deletéreos que se expresan en estado homocigoto (Charlesworth y
Charlesworth, 1987; Charlesworth y Willis, 2009; Eguiarte et al., 2009). La depresion endogamica
es uno de los principales factores que impiden la evolucion hacia la autofecundacién (Busch, 2005).
Por lo tanto poblaciones con alta depresion endogdmica tenderan hacia la fecundacion cruzada y eso
favorece que se incrementen los individuos heterocigotos. Ademas, probablemente la seleccion
natural (balanceada), mantiene las frecuencias de los alelos sobredominantes y favoreceria a los
heterocigotos sobre los dos homocigotos (Charlesworth y Willis, 2009; Cheptou y Donohue, 2011).

Recientemente, se ha propuesto que la depresion endogamica es dependiente del ambiente,
ya que se reportan diferencias en la aptitud cuando cambia el ambiente, dependiendo si la progenie
es 0 no consanguinea. Dado que ambientes mas estresantes a menudo magnifican la depresion
endogamica en los descendientes, que son el resultado de una progenie consanguinea, ya que son
maés sensibles al estrés. En cambio, la depresion por endogamia es mas baja en condiciones de
estres, cuando la progenie es resultado de cruzas no consanguineas ya que sus descendientes son
capaces de utilizar el ambiente a su favor, para incrementar su aptitud (Cheptou y Donohue, 2011).

Este fenomeno quiza se esta presentando en diferentes niveles en las poblaciones de M. denticulata,
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dado que algunas poblaciones estan sujetas a condiciones mas estresantes que otras, como las
poblaciones de Santo Domingo Yanhuitlan, en comparacién con la localidad de Ixtlan de Juarez.

Si bien, el sistema de reproduccion de M. denticulata no es bien conocido, los resultados
aqui presentados indican que posiblemente su sistema reproductivo sea exogamico, lo cual podria
favorecer los altos niveles de diferenciacion genéticas dentro de las poblaciones. No obstante, en
este género se ha reportado que la produccién de semilla puede ser asexual mediante apomixis
(Campbell et al., 1987), siendo éste un proceso que como la clonalidad, perpetda la composicién
genetica de un individuo (Quero et al., 2010). Por lo tanto; si los individuos heterocigotos se
reproducen apomicticamente sus descendientes también serén heterocigotos ya que en esencia son
clones.

Otra posible explicacion para el exceso de heterocigotos observados, es que posiblemente
M. denticulata presente algin mecanismo de autoincompatibilidad gametofitica, tal y como se ha
reportado para otras rosaceas de los géneros Malus, Pyrus y Prunus (Kim et al., 2006; Kim et al.,
2009; Tsukamoto et al., 2008). Este mecanismo impide la formacion de individuos homocigotos,
debido a que al menos se tienen tres alelos y todos los individuos son heterocigotos en los alelos del
locus S (Kato y Mukai, 2004, Mariette et al., 2010, Garcia et al., 2013 y Glémin et al., 2005),
aunque en realidad los homocigotos no son suprimidos por completo a menos que otros genes de
otras partes del genoma estuvieran completamente ligados. Inferir la presencia de un sistema de
autoincompatibilidad en M. denticulata, estd apoyado por el hecho de que en este estudio se
identificd un SNP (M_domes) asociado con el gen (S33-RNase) que codifica una proteina con
actividad de ribonucleasa conocida como S-RNasa. Esta enzima ha sido identificada en Prunus,
Pyrus y Malus, y participa en la regulacién del sistema de autoincompatibilidad gametofitica
(Jiménez y Cruz, 2011). El hecho de haber identificado al menos un alelo relacionado con esta
enzima, sugiere que posiblemente M. denticulata esta vinculada con algin sistema de
autoincompatibilidad muy similar al observado en Malus, ya que ambas especies comparten genes
comunes. Esto sugiere un origen ancestral de este sistema de autoincompatibildad previo a la
separacion filogenética de estos dos géneros.

El valor de Fir no fue significativamente diferente de cero, esto sugiere que se tienen dos
procesos que acttan en sentidos opuestos sobre las poblaciones, lo que provoca de alguna manera,
balance entre estos dos factores, dando un valor igual a cero del estimador. Por un lado,
posiblemente, dentro de poblaciones la depresion endogamica, y los sistemas de
autoincompatibilidad gametofitica estan favoreciendo el exceso de heterocigotos. Por otra parte, la

diferenciacion entre poblaciones es causada por el efecto Wahlund, como resultado de la seleccion
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natural a nivel interpoblacional (Johnson y Black, 1984). La interaccion de estos dos procesos quiza
sea antagonica lo que explicaria que el estimador Fr no sea significativo.

ElI AMOVA revelo la presencia de una estructura genética significativa asociada con los
niveles de precipitacion en las poblaciones, ya que mostré6 un valor de Fcr estadisticamente
significativo. Los patrones de variacion genética de las poblaciones, no parecen estar determinados
por el tipo de vegetacion de sus sitios, ni por la densidad de M. denticulata. Los indices de fijacion
Fst Y Fsc, asi como los valores de F (coeficiente de endogamia), muestran que existe variacion
genetica dentro y entre poblaciones, siendo esta variacion mayor dentro de poblaciones. Esto
altimo, refuerza lo sugerido anteriormente, respeto al flujo genético poco restringido entre
poblaciones.

El anélisis bayesiano para la estructura genética de M. denticulata, muestra que el valor de K
(poblaciones) al que se ajustan mejor los datos genéticos de este estudio es K=2 (Figura 5). Estos
resultados revelan evidencia de que posiblemente los individuos mezclados de cada poblacion
provienen de dos grupos ancestrales. Este valor K=2 parece coincidir con el analisis de UPGMA, en
donde se visualizan dos posibles grupos. Esta agrupacion ademas de su similitud genética, quiza
puede ser explicada por la similitud en las tasas de precipitacion, esta estructura coincide con los
resultados del AMOVA. Un primer grupo con precipitaciones promedio de 653.5 mm. Un segundo
grupo con precipitaciones promedio de 848.6 mm. Ademas, ambos grupos incluyen poblaciones
asociadas con diferentes tipos de vegetacion, lo cual sugiere que la similitud genética entre
poblaciones es independiente del tipo de vegetacion, esto refuerza lo encontrado en el AMOVA
para el criterio de tipo de vegetacién. Estos resultados sugieren que la precipitacién parece estar
jugando un papel importante en la estructura genética de M. denticulata, ya que los individuos de
estos dos grupos, muestran similitudes genéticas asociadas a este factor ambiental, este efecto ha
sido reportado en otros estudios (Hu et al., 2010; Still et al., 2005; Yang et al., 2013).

3.4 Implicaciones en restauracion

Los resultados sugieren que la distribucion de M. denticulata en ambientes heterogéneos se
debe probablemente a la variacion genética entre sus individuos (es decir, a su polimorfismo) y no a
un fendémeno de plasticidad fenotipica. Esto tiene implicaciones importantes en programas de
restauracion ya que para recomendar a M. denticulata, es necesario tener identificado sus genotipos
y su relacion con las caracteristicas ambientales de los sitios, especificamente su precipitacion. Los
resultados de esta investigacion muestran que no existe un genotipo ideal de M. denticulata para
todos los ambientes. Debido a que algunos genotipos son aptos bajo ciertas condiciones
ambientales, tal es el caso de las poblaciones de Ixtlan de Juarez, Teotitlan del Valle y Paraje de Xia

de San Juan Chicomezuchil, en las cuales se detectd una alta diversidad genética aparentemente
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asociada con niveles de precipitacion altos. Por su variacion genética, estas poblaciones podrian ser
empleadas como fuente de semilla para restaurar entornos con condiciones ambientales similares a
estas poblaciones, principalmente en términos de precipitacion. Con base en, sus caracteristicas
ambientales estos genotipos, no son recomendables para zonas con déficit hidrico o donde las
temperaturas son mas altas y las precipitaciones escasas, ya que dificilmente se adaptarian a estas
condiciones. En cambio, si se emplearan individuos de las poblaciones de Santo Domingo
Yanhuitlan Cércavas, cuyos genotipos estan adaptados a condiciones ambientales extremas, se
aumentarian las probabilidades de sobrevivencia. Considerando que en una estrategia de
restauracion el principal objetivo es introducir especies que se establezcan exitosamente, para
acelerar el proceso de regeneracion y aumentar la cobertura vegetal, y con ello recobrar ciertos
procesos ecosistémicos (Lesica y Allendorf, 1999), pero para lograr esto, se deben superar las
condiciones ambientales.

También se debe tener presente el sistema de autoincompatibilidad gametofitica asociado
con M. denticulata, ya que no es recomendable en un proyecto de restauracion establecer individuos
homocigotos debido a que probablemente se reduzca la produccién de semilla (a menos que
realmente M. denticulata se reproduzca por apomixis). Con base en, esta caracteristica es mas
adecuado introducir individuos heterocigotos ya que es mas probable que la diversidad genética se
mantenga dentro de las poblaciones y esta es fundamental para la adaptacion. Ademas, otra ventaja
de emplear a esta rosacea en programas de restauracion es la existencia de varios mecanismos de
reproduccion y dispersion que posee, pues favorecerian el establecimiento de nuevas poblaciones, o
bien, el aumento de las ya existentes. Asi mismo, M. denticulata es una especie nativa del pais, y
por lo tanto representa una opcion aceptable para proyectos de restauracion, ya que recientemente
se ha incrementado el uso de especies nativas para programas de restauracion por varias razones,
entre ellas, porque algunos animales e insectos requieren especificamente especies nativas como
alimento, ademas de que la probabilidad de adaptacion de especies nativas es mas alta, y con ello se
evita la invasion de especies exoticas (Lesica y Allendorf, 1999).

En conjunto, las caracteristicas genéticas y ecoldgicas de M. denticulata, permiten
considerarla una especie con potencial para programas de restauracion ecoldgica. Si bien es cierto
que las recomendaciones para restauracion ecologica dependeran de las caracteristicas del sitio a
restaurar, tales como su grado de disturbio, las condiciones ambientales, asi como de los costos que
esto implica, se debe tener presente que el conocimiento sobre la diversidad genética de la especie a
usar para restaurar, es fundamental porque influye en la forma en que sus individuos interacttian con
el entorno fisico y con otras especies, y su funcionamiento dentro de los ecosistemas. Los ec6logos

de la restauracion no deben pasar por alto la variabilidad genética, ya que seria ignorar una fuerza
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fundamental que da forma a la ecologia de los organismos vivos (Falk et al., 2006). Utilizar
adecuadamente la diversidad genética de las poblaciones es un desafio para la restauracion

ecologica.
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CONCLUSIONES
Con base en los estadisticos F de Wright, las poblaciones de M. denticulata, presentan una

diferenciacion genética dentro y entre poblaciones.

De acuerdo con el andlisis de ligamiento efectuado, los tres SNPs nucleares que
amplificaron en M. denticulata, no se encuentran ligados a pesar de localizarse en el mismo
gen 5.8S ribosomal RNA.

La estructura y variacion genética de las poblaciones de M. denticulata esta relacionada
significativamente con los niveles de precipitacion de los sitios donde esta planta crece.

No se encontrd evidencia de aislamiento por distancia entre las poblaciones estudiadas de M.

denticulata.

Existe un exceso de heterocigotos dentro de las poblaciones probablemente asociado a la
accion de dos procesos importantes, la depresion por endogamia y los sistemas de

autoincompatibilidad gametofitica.

La seleccién natural es la principal fuerza evolutiva que causa diferenciacion genética entre

las poblaciones de M. denticulata.

La capacidad de adaptacidon de M. denticulata se debe a su polimorfismo y no a un proceso

de plasticidad fenotipica.

Con base en el valor de K obtenido, el dendrograma y el AMOVA basado en precipitacion,
se pueden distinguir dos grupos genéticos, en las siete poblaciones estudiadas de M.

denticulata.

Para trabajos de restauracion se recomienda que el sito a restaurar y el o los sitios de donde
se extraiga la semilla compartan precipitaciones similares, y usar semilla con diversidad
genetica alta para disminuir los riesgos de baja produccion de semilla por

autoincompatibilidad o depresion endogamica.
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RECOMENDACIONES
Se recomienda continuar con la deteccion de SNPs como marcadores moleculares para
estudios de diversidad genética en poblaciones silvestres de plantas, asi mismo, buscar

métodos mas eficientes para su deteccion.

Es necesario documentar con base cientifica los sistemas de reproduccion de M. denticulata
y con ello verificar si estos tienen alguna relacion con la diversidad genética de sus

poblaciones.

Se requiere comprobar con més estudios genéticos si M. denticulata, tiene un mecanismo de

autoincompatibilidad gametofitica, el cual favorece la polinizacion cruzada o exogamia.

Aun se requieren estudios que sustenten el origen poliploide de M. denticulata y su relacién

con la capacidad de adaptacion a ambientes extremos.

El potencial de M. denticulata para la restauracion de ecosistemas, debe ser sustentado con
otros estudios de campo donde se evallen caracteristicas del suelo, la cobertura vegetal, asi

como su capacidad para fungir como especie nodriza.

Una vez seleccionada las poblaciones que puedan ser fuente de germoplasma para un
programa de restauracion y, con base en los estudios sobre la capacidad de germinacion de
las semillas que ya existen, es necesario evaluar el crecimiento de plantulas en vivero y su

sobrevivencia después del trasplante en campo.

Se sugiere utilizar individuos heterocigotos de M. denticulata, ya que es méas probable que la
diversidad genética se mantenga dentro de poblaciones, como resultado del sistema de
autoincompatibilidad gametofitica, ademas de que tedricamente la probabilidad de

sobrevivencia es mayor en individuos con alta variacion genética.
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Anexo 1. Secuencias seleccionadas del NCBI para el disefio de los SNP.

ANEXOS

Organismo Secuencia Tipo de ADN Tipo de Simbolo SNP
mutacion
GenBank: JQ392441.1 Genomico Transicion Y TIC
Malacomeles (590pb)
denticulata GenBank: U16194.1 Gendmico Transicion Y TIC
(459 pb)
GenBank: DQ874909.1 Genomico Transicion R G/IA
Amelanchier (1839ph)
bartramiana GenBank: U15191 (460  Gendmico Transicion Y-2 TIC
pb)
Amelanchier GenBank: JQ392363.1 Genomico Transicién Y T/C
canadensis (592 pb)
Crataegus GenBank: EU500437.1 Gendmico Transversion S GIC
submollis (633ph)
Crataegus GenBank: EU500323.1 Cloroplasto  Transversién S GIC
rivularis (723 pp)
GenBank: EU025917.1 Cloroplasto ~ Transversion K GIT
Peraphyllum (1515 bp)
ramosissimum GenBank: U16198.1 Genbémico Transicion Y-4 T/C
(461 pb)
Mespilus GenBank: Gendmico Transicion Y TIC
germanica U16196.1 (468 bp)
Prunus dulcis GenBank: EU919662.1 Gendmico Transicion Y TIC
(681 bp)
Malus x GenBank: DQ219464.1 Genomico Tranversion M AIC
domestica (348 pb)
Crataegus GenBank: EU500451.1 Genomico Transicion Y TIC
engelmannii (633 pb)
Arabidopsis rs346743728 Genomico Transicion Y TIC
thaliana (201 pb)
Arabidopsis rs347305210 Genomico Transicion Y TIC
thaliana (201 pb)
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Anexo 2. Matriz de distancia geografica (Medida en Kilometros)

Santo Santo Villa de San Pablo Ixtlan de Teotitlan Paraje Xia en
Domingo Domingo  Diaz Ordaz Huitzo Juarez del Valle San Juan
Yanhuitlan ~ Yanhuitlan Chicomezuchil
Carcavas
Santo Domingo 0.000
Yanhuitlan
Santo Domingo 0.020 0.000
Yanhuitlan Céarcavas
Villa de Diaz Ordaz 1.030 1.040 0.000
San Pablo Huitzo 0.490 0.490 0.550 0.000
Ixtlan de Juérez 0.890 0.900 0.330 0.430 0.000
Teotitlan del Valle 0.960 0.970 0.070 0.480 0.290 0.000
Paraje Xia en San Juan  0.850 0.870 0.310 0.380 0.050 0.260 0.000

Chicomezuchil

Anexo 3. Matriz de distancia euclidea de Precipitacion

Santo Santo Villade  SanPablo Ixtlande Teotitlan Paraje Xia en San
Domingo Domingo Diaz Huitzo Juarez del Juan
Yanhuitlan Yanhuitlan Ordaz Valle Chicomezuchil
Cércavas
Santo Domingo 0.000
Yanhuitlan
Santo Domingo 1.000 0.000
Yanhuitlan Céarcavas
Villa de Diaz Ordaz 2.003 1.007 0.000
San Pablo Huitzo 3.006 2.009 1.047 0.000
Ixtlan de Juarez 4811 4.018 3.432 2.674 0.000
Teotitlan del Valle 5.059 4.073 3.127 2.081 2.153 0.000
Paraje Xiaen San Juan 6.110 5.132 4.197 3.150 2.511 1.072  0.000

Chicomezchil

Anexo 4. Matriz de distancia euclidea de Altitud

Santo Santo Villa de San Pablo Ixtlan Teotitlan Paraje Xiaen
Domingo Domingo Diaz Huitzo de del Valle San Juan
Yanhuitlan Yanhuitlan Ordaz Juérez Chicomezuchil
Carcavas
Santo Domingo 0.000
Yanhuitlan
Santo Domingo 1.000 0.000
Yanhuitlan Carcavas
Villa de Diaz Ordaz 2.000 1.001 0.000
San Pablo Huitzo 3.139 2.203 1.336 0.000
Ixtlan de Juarez 4.059 3.079 2.104 1.027 0.000
Teotitlan del Valle 5.351 4.431 3.535 2.229 1.575 0.000
Paraje Xia en San Juan  6.503 5.594 4.701 3.393 2.702 1.167 0.000

Chicomezuchil
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Anexo 5. Matriz de distancia euclidea de Temperatura

Santo Santo Villa de San Ixtlin de  Teotitlan  Paraje Xiaen
Domingo Domingo Diaz Pablo Juérez del Valle San Juan
Yanhuitlan  Yanhuitlan Ordaz Huitzo Chicomezuchil
Cércavas
Santo Domingo 0.000
Yanhuitlan
Santo Domingo 1.048 0.000
Yanhuitlan Céarcavas
Villa de Diaz Ordaz 2.863 2.566 0.000
San Pablo Huitzo 3.258 2.552 1.267 0.000
Ixtlan de Juérez 4.624 3.992 2.018 1.450 0.000
Teotitlan del Valle 5.185 4.341 3.075 2.003 1.378 0.000
Paraje Xia en San 6.239 5.394 4.014 3.032 2.091 1.056 0.000

Juan Chicomezuchil

Anexo 6. Matriz de distancia euclidea de Densidad de M. denticulata

Santo Santo Villade SanPablo Ixtlinde  Teotitlan  Paraje Xia en
Domingo Domingo Diaz Huitzo Juérez del Valle San Juan
Yanhuitlan  Yanhuitlan Ordaz Chicomezuchil
Carcavas
Santo Domingo 0.000
Yanhuitlan
Santo Domingo 1.000 0.000
Yanhuitlan Carcavas
Villa de Diaz Ordaz 3.375 2.913 0.000
San Pablo Huitzo 3.002 2.003 2.803 0.000
Ixtlan de Juarez 4.046 3.065 2.906 1.123 0.000
Teotitlan del Valle 5.196 4.249 3.271 2.394 1.284 0.000
Paraje Xia en San Juan 6.017 5.022 4,597 3.021 2.006 1.387 0.000

Chicomezuchil
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Anexo 7. Mapa de individuos de M. denticulata georreferenciados de Santo Domingo Yanhuitlan.
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Anexo 8. Mapa de individuos de M. denticulata georreferenciados de Santo Domingo
Yanhuitlan Carcavas.
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Anexo 9. Mapa de individuos de M. denticulata georreferenciados de San Pablo Huitzo.
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Anexo 10. Mapa de individuos de M. denticulata georreferenciados de Villa de Diaz Ordaz.
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Anexo 11. Mapa de individuos de M. denticulata georreferenciados de Teotitlan del Valle.
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Anexo 12. Mapa de individuos de M. denticulata georreferenciados de Ixtlan de Juarez.
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Anexo 13. Mapa de individuos de M. denticulata georreferenciados de Paraje Xia, San Juan Chicomezuchil.
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