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RESUMEN

La hibridación introgresiva es el tema central del presente trabajo que se estudió en

13 poblaciones naturales de dos especies de pino de amplia distribución geográfica, muy

relacionadas filogenéticamente (Pinus pseudostrobus y P. montezumae), y para las que se

han sugerido eventos de introgresión. El trabajo contempla el análisis de datos de

microsatélites nucleares (nSSR) y de cloroplasto (cpSSR) con base en la genética de

poblaciones clásica, el análisis de haplotipos de cpSSR bajo la teoría de coalescencia, y el

análisis de varianza (ANOVA) y de distancias eucíidianas de datos morfológicos. A partir

de esta información se desarrollaron tres estudios, el primero que trata sobre la estructura

genética y variación en el tamaño de fragmentos obtenidos con cpSSR en diversas especies

de pino, tanto del subgénero Pinus como Strobus, el segundo que hace inferencias de

eventos de hibridación introgresiva con datos morfológicos y nSRR, y el tercero que hace

un análisis sobre la estructura filogeográfica de las poblaciones y de la dinámica histórica

de la introgresión. Los datos nos permitieron detectar eventos de hibridación introgresiva

ancestral, unidireccional de cpSSR y morfología, de P. montezumae a P. pseudostrobus, y

simétrica o bidíreccional, con nSSR. En este sentido, es probable que P. montezumae este

actuando como árbol padre y P. pseudostrobus como árbol madre receptora de polen. Los

factores que probablemente han influido en la hibridación introgresiva observada pueden

ser: i) la ruptura de barreras reproductivas entre estas especies, ii) mayor eficiencia y

viabilidad del polen de ,P. montezumae, üi) mayor dispersión de semillas de P.

pseudostrobus, y iv) mayor capacidad adaptativa en ambientes contrastantes de P.

montezumae. En cuanto a la dinámica evolutiva de las especies, sugerimos eventos

históricos de expansión, aislamiento por distancia y fragmentación de las poblaciones, y

con base en el concepto cohesivo de especie, sugerimos la existencia de dos linajes

independientes (P. montezumae y P. pseudostrobus) y de un linaje no independiente

representado por el evento de introgresión. Este estudio sugiere que los estudios de

hibridación introgresiva deben considerar diferentes tipos de datos, tanto morfológicos

como moleculares (nucleares versus citopíasmáticos), ya que cada uno de ellos permite

detectar diferentes escenarios evolutivos relacionados con la hibridación introgresiva los

que complementan nuestro conocimiento acerca de la historia evolutiva de las especies.



ABSTRACT

The aim of this work is introgressive hybridization. We studied it in 13 natural

populations of two phylogenetically close-related species of widely distributed pines, Pinus

montezumae and Pinus pseudostrobus. The data were obtained from nuclear (nSSR) and

chloroplast (cpSSR) microsatellite and analyzed using cíassical popuiation genetics and

coalescense theoiy; We also analyzed morphological data using ANOVA and euclidian

distances. We developed three different studies: The first analize the genetic structure using

chloroplast microsatellite fragment size differences between several species of both

subgenera of pines, Strobits and Pinus. The second study infers introgresive hybridization

events using nSSRs and morphologicaí data. Finally, the third is a phylogeographic

anaíysis about the geographic structure of populations and their dynamics through the

geological history. The resuíts helps us to detect ancestral introgressive hybridization

events in different manners. In one hand, this was unidirectional introgression using cpSSR

and morphology date from P. montezumae to P. pseudostrobus. On the other hand, it was

symmetric using nSSR. In this way, is possible that P. montezumae is being acting as the

pollen donor and P. pseudostrobus as the pollen receptor. Some of the factors that may be

influencing the introgressive hybridization observed are i) the rupture of genetic barriers

between both species, ii) higher resistance and viability of P. montezumae pollen, iii) higher

seed dispersión of P. pseudostrobus, and iv) higher adaptative capacity of P. montezumae

te contrastant (often disturbed) environments. Our resuíts concerning the historie dynamic

of both species, we suggest range expansión events, isolation by distance and popuiation

fragmentation. Moreover, based on the Cohesive Species Concept, we suggest that both P.

montezumae and P. pseudostrobus each belong to different independen! linages.

Finalíy, the anaíysis of morphological and molecular (cytoplasmatic and nuclear)

data are widely recommended for this kind of studies. They allow us to detect different

evolutive scenarios of introgressive hybridization, which certainly complemented our

knowledge about the evolution of these species.
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CAPITULO I

INTRODUCCIÓN GENERAL



INTRODUCCIÓN GENERAL

Pinus es un género con una distribución amplia en el Hemisferio Norte, pero representado

en México y Centro América por más de la mitad de las especies que lo conforman (110

especies, Farjon y Styles, 1997). De acuerdo con Perry (1991), en México se reconocen 72

especies, formas y variedades, de las cuales 34 especies son endémicas a México. Se ha

hipotetizado que durante el Eoceno, México y Centro América constituyeron regiones de refugio

importantes de especies del género Pinus, considerando a México como el centro de

di versificación de muchas de las especies (Millar, 1993). Sin embargo, en México se tuvo

escaso conocimiento de su evolución, ya que los mayores esfuerzos de investigación forestal

fueron destinados a especies muy comunes y comerciales (Stead 1983a). No fue sino hasta la

última década en que se iniciaron estudios que consideran aspectos evolutivos, ecológicos y

taxonómicos (Bermejo 1993; Quijada et al, 1998; Ledig 1998, 1999; Listón et al, 1999; Matos

y Scbaal., 2000; Delgado et al, 1999; Molina et al, 2001; Gemandt et al, 2001; Escalante,

2001; Cuenca, 2001; Moreno, 2002; Rentería, 2002).

A nivel global, la mayoría de las investigaciones sobre el género Pinus han sido dirigidas

al área de la taxonomía y biogeografía (Little y Critchfield, 1969; Axelrod, 1980, Perry, 1991;

Farjon y Styles, 1997). En particular, diversos estudios taxonómicos han enriquecido el

conocimiento de la diversidad de especies que conforman a este grupo, y por tanto han dado

pautas a continuas reevaluaciones de su clasificación. Los estudios taxonómicos contemplan el

análisis comparativo de caracteres de diverso origen, morfológicos, químicos, anatómicos y

moleculares (Shaw, 1914; Critchfield, 1986; Szmidt et al, 1988; Karalamangara y Nicker, 1989;

Strauss y Doerksen, 1990; Govindaraju, 1992; Wang y Szmidt, 1993; Pérez de la Rosa et al,

1995; Farjon y Styles, 1997; Listón et al, 1999). Todos los resultados de estas investigaciones

han llegado a la conclusión de que el género Pinus tiene un origen monofilético y que está

conformado por dos grandes subgrupos: subgénbero Strobus y subgénero Pinus. Sin embargo,

las relaciones filogenéticas de muchas de las secciones y subsecciones dentro de los subgéneros

no se han logrado establecer claramente (Critchfíeíd, 1986; Perry, 1991; Farjon y Styles, 1997;

Pérez de la Rosa et al, 1995; Listón et al, 199; Pinero, com pers). En particular, varias especies

mexicanas han sido difíciles de ubicar taxonómicamente (Shaw, 1914; Perry, 1991; Farjon y

Styles, 1997; Pérez de la Rosa et al, 1995; Listón et al, 1999). Algunos de ellas tienen

caracteres intermedios a los de los dos subgéneros o al de las subsecciones (Perry, 1991; Farjon y

Styles, 1997; Listón et al.9 1999). Otras especies presentan caracteres intermedios entre especies

de la misma subdivisión. Por ejemplo, especies de la subdivisión Ponderosae, Oocarpae, Cernbra

y Paracembra (Lanner, 1974a; Millar, 1993; Peny, 1991). Este tipo de resultados han hecho que



ias relaciones filogenétícas que se obtienen en Pinus sean polifiléticas o paraíiléticas. Las

relaciones filogenéticas pueden ser interpretadas bajo tres hipótesis generales: 1) la mayoría de

estas especies tienen un origen muy reciente, por lo que la divergencia no ha sido grande o no ha

concluido el proceso de especiación; 2) existe evolución gradual donde las formas o especies con

caracteres intermedios guardan caracteres ancestrales junto con caracteres novedosos y 3) varias

de las especies tienen un origen polifílético, donde probablemente los procesos de hibridación

introgresiva han tenido una función importante durante su especiación (evolución reticulada).

Una de las estrategias que permite discernir entre las hipótesis mencionadas es el estudio de los

procesos de especiación a nivel de las poblaciones haciendo una reconstrucción genealógica de

la historia evolutiva de especies particulares, para intentar inferir el proceso de especiación.

Con respecto a la hipótesis de hibridación introgresiva como un posible proceso de origen

de especies del género Pinus se tienen antecedentes importantes. Desde hace mas de dos décadas

se ha trabajado con cruzas controladas entre varios pares de especies de pinos de los Estados

Unidos, México y Europa, y en la mayoría de los casos se han producido híbridos, los cuales

pueden dejar descendencia fértil (Bighman et al, 1972; Critchfíeid 1986; Quijada et al, 1998).

Estos estudios son artificiales y solo se han hecho con especies que son importantes

económicamente. En la actualidad se ha documentado la hibridación e introgresión natural en

algunas especies de México, como P. montezumae y P. hartwegü (Matos y Schaal, 2000), de

Europa, como P. brutia, P. halopensis y P. eldarica (Bucci et al, 1998) y se ha probado el

origen de una especie (P. densata) por medio de la hibridación ancestral entre dos especies de

pino de Asia (Wang y Szmidt, 1990: Wang et al, 2001). Además, existen varios trabajos sobre la

hibridación en otros géneros de coniferas, como Picea (Szmidt et al, 1988; Stibe et al, 1989;

Sutton et al, 1991 ) y Larix (Szmidt et al, 1988), así como un gran número de casos de

hibridación ínter específica e intergenérica en diferentes grupos de plantas y animales (e. g.,

Anderson, 1949; Stebbins, 1959; Knobiach, 1972; Riesebergeía/., 1988).

Si nosotros partimos de la hipótesis de hibridación como un proceso importante en el

origen y evolución de algunas especies deí género Pínus^ tenemos claramente que desarrollar el

trabajo con especies que sean muy relacionadas filogenéticamente y que presenten poblaciones

distribuidas en simpatría, con lo que por un lado, se esperarían mayores probabilidades de

intercambio genético entre las mismas y por otro lado, se lograría determinar los posibles

eventos históricos que han ocurrido durante su evolución. En este sentido, varías especies de

pinos nos brindan la oportunidad de probar hipótesis sobre los procesos de hibridación

introgresiva, tema central del presente trabajo. Aquí se exploran eventos de hibridación



introgresiva entre dos especies de Pinus de amplia distribución geográfica: P. montezumae y P,

pseudostrobus.

Las especies de pino que se seleccionaron como sistema de estudio cubren varios de los

aspectos esenciales para la realización de estudios de introgresión: i) las especies están muy

relacionadas füogenéticamente, P. montezumae y P. pseudostrobus pertencecen al subgénero

Pinus (pinos duros), y se ubican en la sección Ponderosae (Little y Critchfield, 1969), sección

que está representada por varias especies que probablemente hibridizan entre sí, ü) presentan

poblaciones que se distribuyen en alopatría y simpatría, a través de una extensa zona geográfica

tanto en México cómo Guatemala; en el Eje Neovolcánico Transversal, Sierra de Juárez, Mesa

de Chiapas, y la Mesa Central de Guatemala (ver Fig. 2) por lo que se pueden estudiar tanto

poblaciones puras como mezcladas, iii) para estas especies se han sugerido posibles eventos de

hibridación natural entre P. montezumae y P. pseudostrobus, con base en características

morfológicas, anatómicas y de !a composición química de resinas (Martínez 1948; Mirov 1967;

Perry 1991), y iv) las especies tienen un. uso potencial como producto maderable. P.

montezumae y P. pseudostrobus son ías especies más explotadas en México, para su

comercialización dentro y fuera del país (Sausedo y Aposta, 1988), aspecto que puede influir en

la extinción de poblaciones locales. Por todo lo anterior, es claro que estas especies, son ideales

como sistema de estudio para analizar escenarios evolutivos de la dinámica de genes que han

influido durante la especiación del género Pinus.

Este estudio se desarrolló dentro de un contexto microevolutivo (evolución de genes) y

biogeográfíco (distribución de genes) con base en el uso de herramientas moleculares y métodos

analíticos intrapoblacionales. Con los resultados se pretende obtener bases teóricas y empíricas

para entender las rutas de las interacciones genéticas de las poblaciones y especies de estudio y

con ello probar hipótesis acerca de cómo, cuando y en qué magnitud se han presentado los

procesos de hibridación introgresiva en estas especies, qué factores han permitido el

mantenimiento de las mismas y qué tanto de esta información puede sustentar de una manera

sólida la teoría o hipótesis de evolución reticulada.



ANTECEDENTES

PROCESOS DE HIBRIDACIÓN

Los procesos de hibridación introgresiva son muy comunes entre plantas y algunos grupos de

animales. Sin embargo en las dos décadas pasadas su importancia fue vista con gran escepticismo y

no ñie sino hasta principios de los 90's en que se retomó a la hibridación como un proceso

importante en la evolución y origen de especies (ver Rieseberg y Ellstrand 1993, Rieseberg y

Wendel 1993; Arnold y Hodges, 1995). Comúnmente se ha caracterizado a los individuos de origen

híbrido como estériles, semiestériles o inviables (e.g., Heiser et al, 1949, Ayala y Dobzhansky,

1974), aspectos que han sido refutado, ya que en muchos casos los individuos pueden ser viables y

dejar descendencia fértil (ver Lamb y Avise, 1986, Wang y Szmidt, 1990), ó como individuos

morfológicamente intermedios entre sus progenitores, con coherencia entre las características de

diferentes poblaciones híbridas (Anderson, 1949; Grant, 1979), por ejemplo, de caracteres

morfológicos, químicos, moleculares o de habitat. Sin embargo, se ha visto que en la naturaleza

existe todo un gradiente de estos aspectos proyectados como un mosaico de características

parentales, intermedias y extremas (propias de los híbridos), mismas que son controladas

genéticamente en interacción con el ambiente (Mooren y Buchanan 1988, Rieseberg 1995).

Los avances recientes de las técnicas moleculares han permitido detectar diferentes

mecanismos y dinámicas de la hibridación introgresiva en poblaciones naturales tanto de plantas

como animales (ver Rieseberg y Ellstrand 1993, Rieseberg y Wedel 1993, Arnold y Hodges 1995;

Rieseberg 1995). Esto ha abierto un extenso campo de estudios alternativos sobre el origen y

evolución de especies con base en el planteamiento de hipótesis micro y macroevolutivas,

relacionadas por ejemplo, con diferentes modelos de especiación por hibridación introgresiva

(parapátrica y simpátrica); con la extinción de poblaciones locales debido a dinámica diferencial de

la introgresión, con la dispersión de polen y competencia reproductiva entre especies, con la

distribución histórica de las especies originadas por introgresión, con la importancia de la

hibridación como un mecanismo de adaptación y generador de nuevas especies, entre otras. La

información que se ha generado durante los últimos años sobre estos procesos contempla múltiples

aspectos, que van desde la historia de la conceptualización teórica de la hibridación hasta el

desarrollo de modelos teóricos y metodológicos para el análisis y comprobación de hipótesis de

dichos procesos.



HIBRIDACIÓN INTROGRESIVA

Conceptos

Un enfoque de la hibridación ínter-específica requiere en primer lugar de reconsiderar el

concepto de especie. Como sabemos, en la actualidad la definición del concepto de especie sigue

siendo un tópico de gran debate dentro de la comunidad biológica. La amplitud de este debate

incluye una variedad de diferentes conceptos de especie, como de especie biológica,

morfológica, genética, paleontológica, evolutiva, filogenética, de cohesión, entre otras. En

particular, el concepto cohesivo de especie propuesto por Templeton (1989), que define a una

especie como un linaje evolutivo que tienen la potencialidad de la cohesión fenotípica a través de

mecanismos de cohesión intrínsecos (genéticos y/o demográficos) que limitan la unión de

poblaciones, y que son mantenidos por la acción de fuerzas microevolutivas como flujo genético,

deriva génica y selección natural, me parece la definición más incluyente, ya que toma en cuenta

procesos rnicroevolutivos y macroevolutivos dentro de un marco de mecanismos cohesivos

intrínsecos de las especies. No es de igual importancia el aislamiento reproductivo para especies

de reproducción sexual, como !o es para especies de reproducción asexual, o híbridas, por lo que

otro mecanismo o mezclas de mecanismos (cohesión) pueden influir más para su especiación. En

este sentido, considero al concepto de especie cohesiva como el más robusto e importante que

incluye a las especies originadas por hibridación.

Como menciona Anderson (1949), la hibridación es uno de los procesos más importantes

dentro de todo el campo del estudio evolutivo, pero también es uno de los tópicos más

controvertidos y menos entendidos. Inicialmente, la hibridación se definió como un proceso de

formación de una nueva especie a través del entrecruzamiento de dos especies, y las gradaciones

de estas (subespecies, razas o formas) fueron interpretadas como productos del entrecruzamiento

de poblaciones o subespecies conespecíficas (Anderson, 1949, Stebbins, 1959, Grant, 1981).

Pero esta distinción es arbitraria y en la literatura más reciente se ha propuesto a la hibridación

como el intercambio genético entre formas de diferente estatus taxonómico (Rieseberg y

Wendel, 1993). Aunado a la definición de la hibridación, la cual se presenta de manera puntual

en las poblaciones de dos o más especies, esta también puede presentarse de manera gradual por

medio de la incorporación de material genético por introgresión o híbridización introgresiva,

concepto que es definido como la incorporación selectiva de material genético ajeno a la especie

por hibridación y retrocruza repetida (Anderson, 1949; Rieseberg y Soltis, 1991). El estudio de

la introgresión es central en especies que evolucionan bajo este proceso, ya que si existe

introgresión en las poblaciones las variantes genéticas deben exceder a las que se producen por



mutación (Anderson, 1949, Rieseberg, 1995). Es decir, se esperaría mayor variación genética en

poblaciones híbridas que en las parentales. Con base en esta visión, se puede ir reconstruyendo la

dinámica histórica de su origen y especiación.

Mecanismos

La hibridación entre dos especies resulta en dos mecanismos de aislamiento que son

genéticamente inestables: el mantenimiento del híbrido y la recombinacíón del hibrido

(Templeton,1981).

1) El mantenimiento del híbrido es donde la hibridación de dos especies parentales es

seguida por selección para el mantenimiento del estado híbrido. Tales mecanismos incluyen

ciertos tipos de partenogénesis en animales y la poliploidia en plantas que es muy común en

ellas (Ridíey, 1996).

La polipioidia se define como hibridación seguida de duplicación cromosómica en los

híbridos (Ridley, 1996). Los poliploides han sido clasificados como alopoliploides y

homopoliploides. Los primeros son poliploides que tienen duplicación de diferentes grupos de

cromosomas, ya sea de dos o más parentales, mientras que los homopoliploides son poliploides

que producen duplicaciones de un grupo básico de cromosomas (Avises 1994). Los poliploides

se forman comunmente por un gameto femenino diploide fertilizado por un gameto masculino

haploide con ía producción de un triploide (Dewet, 1979). El triploide tiende subsecuentemente a

producir gametos femeninos tripíoides que son fertilizados por gametos masculinos haploides

formando un tetraploide. Estos dos pasos pueden estar separados en el tiempo por reproducción

asexual o vegetativa lo que origina grandes zonas formadas por clonas de tetraploides adaptados

a condiciones ecológicas diferentes a las especies parentales (Harrison, 1990). Además, si la

fertilización y reproducción sexual son completamente restauradas en el triploide, la especie

puede ser estructuralmente diploidizada, ya que en alguna instancia la diploidización arraiga

dentro de los genes preexistentes de las especies parentales diploides (Waines ,1976). También la

diploidización puede ocurrir por la inactivación o divergencia del gen duplicado (Ferris et ai,

1979).

2) En la recombinación del híbrido, también llamada especiación por recombinación (Grant,

1981), el rearreglo cromosómico al azar en generaciones posteriores a la hibridación puede

formar poblaciones que son homócigas para una nueva combinación de cromosomas (sin

duplicación de cromosomas). La nueva población híbrida pueden ser fértil y estable y tener la

misma ploidia que ios progenitores y puede ser parcial o totalmente aislada de los progenitores

(Rieseberg y Noyes, 1998). Esto es establecido después de que varías generaciones de híbridos



se originan por autofecundación y por retrocruza (< 10 generaciones). Aunado a este modelo

existen otros factores que juegan un papel importante en la especiación por recombinación y son

selección para los híbridos más fértiles o viables, rápida evolución cromosoma] y la

disponibilidad de habitáis para el establecimiento de las especies híbridas (Rieseberg y Noyes,

1998).

Actualmente se han documentado algunos casos que siguen este tipo de patrón de

especiación por recombinación, donde la hibridación no tiene repercusiones en la ploidia de las

especies (especiación por recombinación). Uno de estos trabajos es el reportado por Gallez y

Gottlieb (1982), en Stephanomeria diegenesis, que es una planta anual diploide nativa del Sur de

California originada por la hibridación natural entre dos especies diploides: S. exigua y S.

virgaía. Encuentran que S. diegenesis tiene caracteres morfológicos y cariotipos intermedios

entre las dos especies. De manera similar, otro estudio que se realizó en el híbrido Iris nelsonü

también se comprobó la hibridación por recombinación con base en el análisis de isoenzimas y

otros marcadores del ADN nuclear. La especie tiene una morfología, incluyendo color y

complementos de cromosomas que muestran similaridad con /. Jülvia, I. hexagona e /.

brevicaudis (Arnold et al, 1990b, 1991). Otro ejemplo muy interesante lo describen Wang y

Szmidt, (1990) y Wang et al., (2001). Ellos hacen estudios sobre el origen y evolución de Pinus

densata por hibridación entre P. tabulaeformis y P. yunnanesis, con base en el uso de ADN de

cloroplasto y de isoenzimas, encuentran que P. densata se originó en el terciario por una

hibridación ancestral y que comparte fragmentos que son diagnósticos para cada una de las

especies parentales. Un aspecto muy interesante que se menciona es que actualmente P. densata

vive en elevaciones que son superiores a las que se distribuyen las especies parentales (2, 700 a

2, 900 msnm), que está aislada reproductivamente de las especies parentales y que es una especie

completamente fértil.

Cabe mencionar que aunque la literatura reporta otros casos donde la ploidia no es alterada

al originarse una especie por hibridación, en muchos de ellos la especiación por hibridación

requiere de varias etapas de incorporación de material genético por hibridación introgresiva.

Uno de los ejemplos que muestra complejas rutas de la dinámica de la introgresión vía flujo

genético citoplasmático es el estudio del género Salix, sección Longifolia (Brunsfeld et al,

1992). Brunsfeld y sus colegas documentan no menos de cuatro ejemplos de captura de

cloroplasto en esta sección, utilizando sitios de restricción (RFLP's). Uno de los ejemplos más

intrincados es el que se documenta en la especie S. taxifolia, que se asemeja mucho a S. Interior

en varios caracteres. Resultados moleculares revelan que las poblaciones analizadas presentan

un ADN de cloroplasto de 5*. interior y posee una mezcla de caracteres de otras especies de S.



exigua y S. nielanopis, otros dos miembros de la sección. Por otra parte, la población que se

ubica en David California de S. taxifolia hibridiza con S. Goodigii, un miembro de otra sección

Humboidilanae la cual ha su vez, se distribuye en simpatría con S. Laxifolia. Una hipótesis que

plantean es que se dio flujo genético dentro de una población relictual de S. taxifolia por

dispersión de semillas por el viento de una población vecina de S. interior y posiblemente por el

resultado de introgresión de mas de cuatro especies de sauces,

ESPECIACIÓN POR HIBRIDACIÓN

Dinámica de la especiación

Ahora bien, cuando se están estableciendo recombinantes entre dos especies, la dinámica

de la especiación por hibridación puede diferir dependiendo de la distribución geográfica de las

especies, de las condiciones ecológicas y genéticas de las especies progenituras como del

híbrido. En esencia, se inicia una divergencia en dos vías, i) por el aislamiento genético causado

por un efecto fundador del híbrido y ii) a través de la formación de zonas de hibridación por la

incorporación de material genético ajeno a la especie, es decir por hibridación introgresiva (

Reisebergera/., 1996).

i) La especiación por hibridación puede ser causada por un efecto fundador del híbrido,, donde la

dispersión juega el principal papel dentro del proceso de especiación (Birky, 1988). Un probable

escenario sería la introducción de semillas híbridas dentro de una población pura de una especie

parental. Estas semillas se pueden establecer por medio de selección y originar una nueva

pobiación de individuos híbridos (Hewitt, 1988; Rieseberg et al, 1996).

ii) Las zonas de hibridación son áreas de contacto entre dos diferentes, formas, razas, o especies

en las cuales la hibridación tiene lugar y donde las especies puras o parentales se distribuyen

fuera de la zona de interacción (Ridley, 1996). Esta definición es intencionalmente amplia e

incluye especies híbridas con distribución en simpatría (asociadas con diferentes habitats o

recursos) corno con especies híbridas con distribución parapátrica. Esto es, con distribución

restringida a parches, habitats con condiciones microambientales específicos (Harrison, 1990).

Algunos de los modelos que han sido aplicados comúnmente a especies de plantas son;

- Modelo de zonas de tensión, en el cual se implica que la selección endógena actúa en

contra de los híbridos (Key, 1968; Barton, 1979; Barton y Hewitt, 1985). Las zonas de

hibridación son mantenidas por un balance entre selección y dispersión de individuos de

ancestria mezclada.



- Modelo de reforzamiento, Howard (1993), describe al concepto de reforzamiento como el

proceso por el cual barreras de aislamiento reproductivo precigóticos en zonas de translape o

hibridación,.accionan como una respuesta de selección contra la hibridación. Esto es, ei modelo

está basado, al igual que el anterior, en selección endógena contra el híbrido.

- Modelo de mosaico o de parches (Harrison, 1986), donde la estructura interna de la zona

de hibridación es muy compleja, reflejando una distribución de habitat y recursos en forma de

parches (Harrison, 1986; 1990; Howard, 1986). En este caso, la variación que se observa

depende de la habilidad de dispersión de los organismos relativo a la escala espacial de

ambientes heterogéneos.

- Modelo de superioridad del híbrido (Moore, 1977), que es muy parecido al anterior a

diferencia de que en este, la adecuación de los híbridos es superior a la de los parentales pero

solo en zonas especificas (ecotonos, parches). Además este modelo está basado en selección

exógena.

- Modelo de novedad evolutiva (Arnold, 1997). Propuesta que se ha hecho muy

recientemente, que plantea que la dinámica de las zonas de hibridación toman igual importancia

ambos componentes, selección y la adecuación de los híbridos. Este concepto puede explicar la

frecuente pero inexplicable ocurrencia de hibridación en zonas amplias, como en rangos de

mosaico o parche (ecotonos o habitáis en disturbio), así como la hibridación ancestral. Es decir,

conjunta todos los modelos anteriores, así como patrones de introgresión que no habían incluidos

antes pero que están presentes en la naturaleza de manera heterogénea y que pueden ser

ampliamente complejos. Por ejemplo, Martín y Cruzan (1999), sustentan la hipótesis de que una

continua y extensa hibridación, es el resultado de una adecuación elevada de los híbridos, la cual

produce una zona de hibridación que se expande donde los híbridos desplazan a los genotipos

parentales. Tales estudios sobre poblaciones naturales fortalecen la idea de que la hibridación es

fuente de riqueza de variabilidad genética, capaz de originar nuevas adaptaciones.

Dinámica de la hibridación introgresiva

La dinámica de la introgresión puede ser muy variable, ya que depende en gran medida

del ambiente y de la arquitectura genética de las especies. La hibridación introgresiva puede ser

asimétrica (unidireccional de una especie a otras especies) o simétrica (ambas direcciones entre

especies) y resultar o concluir en un proceso de especiación que da origen a una nueva especie, a

la extinción de alguna de las especies parentales o a la extinción de los híbridos (Rieseberg et al,

1996):
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1) La introgresión asimétrica es dependiente o independiente del ambiente, de la adecuación muy

alta de algunas poblaciones, y de una constante adición de material genético a la especie con baja

adecuación (Leheman et al.,, 1991). Un ejemplo lo encontramos en el trabajo realizado por

Buccí et al., (1998) donde describen la variación genética y la hibridación natural entre tres

especies de pino del complejo Halapensis (P. halapensis, P. brutia y P. eldarica) con base en

nueve microsatélites de cloroplasto. Ellos analizan la frecuencia de la introgresión entre las

especies de una zona de simpatría, y encuentran valores importantes de hibridación introgresiva

entre P. halapensis y P. brutia. Detectaron 10 haplotipos específicos de P. brutia y 3 de P.

halapensis. Ningún haplotipo de P. brutia fue detectado en individuos de P. halapensis, sin

embargo si se detectaron haplotipos de P. halapensis en individuos de P. brutia, incluso, el

análisis del gametofíto y del embrión de semillas de P. brutia también presentó haplotipos de P.

halapensis. Este tipo de resultado permitió el planteamiento de una hipótesis de introgresión

asimétrica o unidireccional, donde se menciona que las semillas de P. brutia fueron polinizadas

por polen de P. halapensis. Sin embargo, este estudio no hace un análisis de la dinámica de la

introgresión o de la sobrevivencia de los embriones híbridos. En general, estos tópicos son

analizados de manera muy escasa y en la mayoría de los casos reportan la existencia de la

hibridación introgresiva sin profundizar en la dinámica histórica del proceso.

2) La introgresión simétrica comúnmente se inicia con poblaciones híbridas pequeñas que se

distribuyen a cualquier lado de las especies parentales. Los híbridos con adecuación alta son

seleccionados: se inicia un movimiento de los híbridos a sitios adyacentes disponibles, si

continúan con una adecuación alta, se repite el proceso hasta originar un nuevo tipo o especie

(Garcia y Davis, 1994), Un ejemplo de introgresión simétrica se detectó en poblaciones naturales

de Typha (plantas herbáceas clónales) (Kuehn et al, 1999). Tglauca es una especie nueva que se

originó por la introgresión de material genético entre T. angustifolia y T. latyfolia. T. glauca ha

sido descrita como una especie híbrida y como un producto de la retrocruza de los híbridos de la

Fl con los parentales, Kuehn y sus colegas, analizaron estas hipótesis con el uso de marcadores

moleculares (RFLP's y AFLP's), detectando fragmentos específicos de las 7 especies parentales.

Ellos concluyen que T. glauca, comenzó a formarse en la zona de contacto entre T. angustifolia y

T. latyfolia por la introgresión de material genético bidireccional a principios de siglo XIX, y

que la progenie revela una generación avanzada de hibridación (opuesto a la hipótesis de la

primer generación de híbridos, Fl). También revelan segregación en los patrones de los

marcadores utilizados, lo que da solidez a la hipótesis de ser individuos de una nueva especie

híbrida, es decir, se presentaron bandas propias de los híbridos y bandas compartidas entre fas

especies parentales. Estos individuos forman un enjambre de híbridos dentro de la zona de
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contacto, y son capaces de ocupar el habitat de cualquiera de las dos especies parentales (Waters

yShay, 1990).

Hibridación introgresiva nuclear versus ciíoplasmática

En este punto es de suma importancia considerar que los mecanismos de hibridación

introgresiva pueden ser variables y depender en gran medida del material genético que ha sido

hibridizado. Esto es, si se ha presentado una recombinación de genes entre dos especies que

tienen repercusiones a nivel dei ADN nuclear, o bien, se ha incorporado a otra especie por vía

citoplasmática (Rieseberg, 1995; Rieseberg ef a/., 1996).

Estudios detallados de zonas de hibridación han demostrado incongruencias por

evolución diferencial de hibridación introgresiva nuclear versus citoplasmática (Reiseberg et al,

1996). No es sorprendente considerar que la selección, el ligamiento genético y la deriva

genética estén probablemente afectando diferentes marcadores de diferentes maneras (Rieseberg

y EHstrand, 1993). Desde una perspectiva filogenética, las zonas de hibridación pueden ser

descubiertas por incongruencias filogenéticas. En efecto, muchos de los estudios fílogenéticos

que se han reportado incluyen estudios detallados de zonas de hibridación responsables de las

discordancias filogenéticas observadas, y las explicaciones de dichas incongruencias han sido

planteadas de dos maneras, i) hipótesis que se aplican primeramente a introgresión diferencial

entre el ADN citoplasmático y nuclear (del número efectivo de alelos, de dispersión, de

asimetría, de esterilidad del híbrido masculino, de efecto fundador), e ii) hipótesis que explican

la distribución de marcadores especie-específicos para ambos genomas citoplasmáticos y

nucleares (selección, ligamiento, deriva genética, conversión de genes).

Aunque varias de estas hipótesis están interrelacionadas y no se excluyen mutuamente,

algunas de ellas parecen ser más críticas para explicar la introgresión diferencial de genomas

citoplasmáticos y nucleares. Por ejemplo, la hipótesis de selección actúa fuertemente en genes

nucleares pero no en genes citoplasmáticos (Powell, 1983; Barton y Jones, 1983; Whittemore y

Schaal, 1991). Esta hipótesis es más probable si la interacción epistática dentro dé genomas

nucleares es fuerte, y por tanto, la rápida eliminación del genoma nuclear donado en cruzas

interespecíficas es la regla (ver Rich, 1963), También si existe un fuerte ligamiento genético o

una marcada desventaja del heterócigo, la introgresión de alelos neutrales o ventajosos es

mínima o nula (Rieseberg et al, 1996). Otra de las hipótesis crítica y generalizada, es la herencia

asimétrica de genomas citoplasmáticos, que resultan de patrones de dispersión de polen y de

semillas muy distintos, dando lugar a patrones de introgresión para marcadores nucleares y

citoplasmáticos (e.g., Arnoldef a/., 1991).
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AVANCES TEÓRICOS Y METODOLÓGICOS

Predicciones teóricas

La actual búsqueda del papel que juega la hibridación en el origen y evolución de

especies ha arrojado interesantes avances teóricos y metodológicos. Por ejemplo, dentro del

campo de la sistemática molecular se han hecho estudios filogenéticos a través del análisis

nuclear o citoplasmático entre poblaciones, especies y géneros (Rieseberg et al, 1988, Wendel y

Albert, 1992; Rieseberg , 1995) y se ha demostrado que la hibridación no sólo es un procesos

ampliamente distribuido en la naturaleza, sino que también tiene importantes implicaciones en la

interpretación de filogenias. Esto es, al incluir especies híbridas en los análisis filogenéticos en

muchos casos se generan topologías ambiguas donde se considera que las especies son

originadas por más de un ancestro.

Un ejemplo claro de lo anterior se encuentra en el estudio del género Helianthus

(girasoles), donde ías filogenias obtenidas con el uso de ADN de cloroplasto contrastan

significativamente con las filogenias obtenidas con caracteres morfológicos y con genes

nucleares del ADN ribosomal (Reiseberg y Soltis, 1991). Al corroborarse este tipo de fenómenos

se ha requerido del análisis de más de un gen o de una sola región del ADN5 ya que los procesos

evolutivos a nivel de genes son en muchos casos diferentes a los procesos que se presentan a

nivel de especies por lo que los análisis filogenéticos están siendo reevaluados, separando los

conceptos teóricos y metodológicos para el análisis fílogenético de árboles de especies y de

genes (Hudson, 1990; Templeton, 1992;TempletonySing, 1993).

Además, la comprobación experimental de los procesos de hibridación e introgresión han

sido de gran impacto sobre las teorías evolutivas, dando pauta al planteamiento de una nueva

teoría acerca del origen y evolución de las especies, llamada evolución reticulada (Avise, 1994;

Rieseberg, 1995). En este tipo de evolución las especies se originan de diferentes ancestros

donde las topologías forman una red anastomosada de relaciones polifiléticas. Si esta teoría fuera

probada en muchos grupos o taxa que contienen especies de origen híbrido podrían comprometer

seriamente las reconstrucciones filogenéticas basadas en un número pequeño de caracteres o

aquellas generadas sobre las hipótesis de cladogénesis en un sentido estricto (Reiseberg, 1995).

Marcadores moleculares SSRs (microsatélites)

Algunos de los marcadores genéticos que son recomendados ampliamente para hacer estudios

de hibridación introgresiva son RFLP's, AFLP's, SRR's (microsatélites) de cloroplasto y nuclear

(Schaal et al, 1991; Rieseberg y Soltis et al, 1991; Rieseberg, 1995). Sin embargo,



recientemente los microsatélites han tomado ventaja sobre los otros marcadores genéticos debido

a que: i) tienen el más alto grado de polimorfismos, ii) estos loci segregan de manera Mendeliana

y son codominantes, iii) tienen un solo locus genético por microsatélite, iv) se considera que los

microsatélites mutan una base en cada cambio y siguen el modelo de mutación de un paso

(SMM), v) son selectivamente neutros y por tanto, compatibles con ios supuestos de la genética

de poblaciones (Golstein y Pollock, 1994, Vendramín et al., 1996). Por ello tienen una base

teórica solida que sustenta la posibilidad de realizar análisis finos de ía historia de los genes.

Para trabajar con SRR's se requiere de conocer la secuencia: que incluye una región repetitiva

bien definida (el microsatélite) responsable de la variación observada y que además es homologa

para diferentes especies o incluso géneros (Golstein et al, 1995a). Esto es, los microsatélites son

específicos para ciertos grupos de especies y homólogos entre si (Vendramín et al, 1996). Esta

condición es necesaria para hacer estudios comparativos entre especies o géneros de un mismo

grupo.

Aunado a esto, al ser los microsatélites altamente polimórfícos, pueden ser ventajosos con

relación al uso de secuencias. Por un lado se debe de analizar con precaución la variación que se

ha encontrado en secuencias de regiones del ADN nuclear, ya que esta se puede haber generado

por duplicaciones, o por la presencia de familias multigénicas (Rieseberg, 1991). Esto ultimo

genera un alto grado de homogeneidad dentro y entre especies, proceso conocido como

"evolución concertada". Estos fenómenos pueden distorsionar la historia evolutiva de los

organismos bajo estudio y confundir sus relaciones filogenéticas (Rieseberg et al, 1991b). Es

decir, se pueden presentar aparentes reticulaciones, o escenarios de hibridación introgresiva en

donde no la hay. Por otro lado, estudios que analizan secuencias para estudios intraespecífícos en

el ADN citoplasmático (ADN de cloroplasto o mitocondrial) tienen niveles bajos de variabilidad

y la información que se obtiene a nivel intraespecífica es muy limitada (Schaal et al, 1991).

Por todo ío anterior, el presente estudio fue realizado con los marcadores moleculares

microsatélites tanto de cloroplasto (N), como nucleares (2N). Estos marcadores fueron

considerados como los óptimos para obtener información comparativa para ambas regiones del

ADN, detectar la introgresión entre especies, conocer los mecanismos o dinámica del

movimiento de genes entre las poblaciones de las especies y lograr reconstruir su historia

evolutiva

Métodos de análisis

Dentro de los métodos de análisis también se han desarrollado programas específicos que

permiten hacer inferencias probabilísticas del flujo genético interespecífico, reconstruir la
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historia de la introgresión en el pasado y hacer predicciones del proceso.

Uno de estos métodos es el desarrollado por Barton y Baird (1996), en el cual se analizan

datos de alelos o de las frecuencias alélicas. Barton y Baird juntan los conceptos de modelo

estadístico e hipótesis estadística para obtener una descripción en términos probabiíísticos de los

procesos por los cuales se suponen las observaciones generadas. Algunas de ias estimaciones que

genera son la estructura genética dentro y entre poblaciones, desequilibrio de ligamiento,

diferentes modelos de dinas de hibridación con base en diferentes hipótesis (hipótesis de una

dimensión, monotónica, barreras físicas, entre otras).

Otro programa que también se ha desarrollado es el RETICLAD de Morenfield (1996). A

diferencia del método anterior este programa se basa en métodos cladísticos o de parsimonia.

Este método ha sido mas utilizado para hacer inferencias fílogenéticas de taxa supraespecífieos,

pero podría funcionar bien para hacer inferencias de reticulaciones de poblaciones híbridas de

diferentes especies.

Finalmente, se han utilizado secuencias de regiones específicas del genoma, como

microsatélites y RFLPs para detectar la dinámica histórica de la hibridación introgresiva sobre

una genealogía de genes. El análisis de dichas genealogías está basado en una teoría de la

genética de poblaciones que se ha desarrollado recientemente, llamada teoría de la coalescencia

(Tavaré, 1984; Watterson, 1984; Hudson, 1990). Esta teoría se basa en el análisis füogenético de

eventos evolutivos que sucedieron en el pasado a nivel de poblaciones (Crandall y Templeton,

1993). Un árbol de genes muestra cuales genes son más relacionados con otros y el tiempo en el

cual ocurrieron los ancestros mas comunes de los genes actuales (Hudson, 1990). Cuando los

linajes de una población se juntan o "coalescen" dentro en un ancestro común, se conoce como la

coalescencia (Kingman, 1982 a; Hudson, 1990), y la edad de este ancestro común se conoce

como el tiempo de coalescencia Para un gen, todos los diferentes aleíos de una población

tienden a coalescer, ordenando o reconstruyendo así la historia de las poblaciones. Actualmente,

existen varios programas que pueden ayudar a realizar estas reconstrucciones como el "TCS "

de Clement et al, (2001), que proporciona información de las topologías generadas con base en

parsimonia con confiabilidad igual o superior al 95% . Además, la genealogía generada puede

ser correlacionada con la distribución geográfica de los diferentes genes o haplotipos, realizando

un análisis de anidamiento sumamente fino de la relación genealógica y geográfica, así como de

las inferencias de los posibles procesos evolutivos que dieron origen a esa dinámica, como, el

flujo genético, barreras geográficas, aislamiento por distancia entre otras (Templeton y Sing,

1993; Templeton et al, 1995; Posada et al, 2000). A esto se le conoce como análisis

filogeográfico.
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Los procesos genealógicos dependen de factores demográficos que son los que nos van ha

hablar de lo las mutaciones que son fijadas o perdidas por selección a través de la historia de una

población, y que por tanto, nos permiten proyectar un escenario histórico de las poblaciones. Sin

embargo, para realizar una reconstrucción de la historia ancestral de haplotipos dentro de linajes

particulares se requiere del uso de genes que tengan tasas de mutación constantes sobre modelos

de mutación neutrales. Es decir, que para reconstruir la historia de las relaciones ancestrales el

marcador genético no debe de estar influenciado por recombinación, selección o migración, de tal

manera que nos hablen únicamente de la historia de los linajes, y que sin embargo nos permita

hacer inferencias de la historia de los procesos genealógicos, que dependen fuertemente de

factores como el tamaño de las poblaciones, de la estructura geográfica y de la selección.

Actualmente se han realizado varios estudios con base a los análisis de coalescencia

utilizando secuencias y sitios de restricción (Tempíeton y Sing, 1995; Matos, 1992; Matos y

Schaal, 2000), así como de datos de microsatélites (Cooper et al, 1996; Malaspina et al.t 1998;

Wilson y Balding, 1998). Uno de estos trabajos es el realizado por Matos y Schaal (2000), el

cual trata de documentar eventos de hibridación introgresiva entre Pinus montezumae y P.

hartwegil Para ello hacen un análisis de coalescencia con base a sitios de restricción del ADN de

cloroplasto., y demuestra que la hibridación entre estas especies resulta por la captura de

cloroplasto entre ambas especies. Este evento es proyectado en una reconstrucción genealógica

de familias de haplotipos agrupados no dentro de las especies, si no entre regiones donde las

poblaciones de las dos especies crecen asociadas. Sin embargo, la introgresión no fue reportado

significativamente. No encontró muchos polimorfismos y las frecuencias de los polimorfismos

más ancestrales fueron bajas. La reconstrucción de la genealogía no proporcionó resultados que

nos hablen a cerca del proceso histórico de la introgresión, por lo que el aspecto central del

trabajo fue la aplicación de los análisis de coalescencia y de métodos robustos para corregir

árboles de genes sobre aspectos de hibridación.

Como sabemos, los microsatélites nucleares (nSSR), son regiones recombinantes para las

que la teoría de coalescencia requiere de métodos indirectos y ser aplicada y los microsatéíites de

cloroplasto (cpSSR) no son recombinantes y cumplen con todos los supuestos de dicha teoría. Por

tanto, el presente trabajo se realizo con dos aproximaciones generales, i) se uso la teoría clásica de

la genética de poblaciones para el estudio de la hibridación introgresiva con ambos marcadores

genéticos, y 2) las bases teóricas y metodológicas de la coalescencia fueron aplicadas en el estudio

de la dinámica histórica de la hibridación introgresiva con base a cpSSR.
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Las especies de estudio

Littíe y Crichfíeld (1969) clasifican a P. pseudostrobus y P. montezumae dentro de ía

denominada Subsección Ponderosae, incluyendo en este grupo taxonómico a tres reconocidos

"complejos de especies", Ponderosa (complejo que incluye a P. arizonica, P. engelmannii, P.

jeffreyi P. durangensis y P. ponderosae), Pseudostrobus (incluye a P. pseudostrobus la variedad

apulsensis, las formas protuberans y megacarpa\ y Montezumae (incluye a P. douglasiana, la

variedad lindleyi, la forma megacarpa, P. cooperi y i*, martinezü). Especies para las que Van der

Burgh (1973), y posteriormente Farjon y Styles (1997) forman dos grupos dentro de la subsección

Pseudostrobi, excluyendo al complejo Ponderosa. La delimitación de las especies en estos grupos

sigue siendo compleja aun con los estudios cladísticos de caracteres morfológicos que realizaron.

Algunas de las observaciones que se obtuvieron fueron que ambas especies forman un grupo

monofílético, comúnmente relacionado con P. devoniana, P. douglasiana , P. lumholtzn y P.

maximinoi.

P. pseudostrobus fue descrita por Martínez en 1948 como una árbol de 15 a 25 m de altura,

con ramas extendidas y verticiladas. Acículas agrupadas en fascículos de 5, triangulares y

flexibles. Los canales resiníferos son de 2 a 3. Las vainas persistentes, anilladas de 12 a 15 mm de

longitud, las yemas son oblongas cónicas de color anaranjado. Los conos son ovoides o

largamente ovoides, de 8 a 10 cm, a veces más, de color café claro, amarillentos o morenos,

extendidos muy levemente encorvados, no pronto caedizos (fig. la). Las semillas son de forma

vagamente triangular, oscuras de unos 6 mm y ala de 23 mm de largo por 6 a 9 mm de ancho.

Esta especie se encuentra distribuida a lo largo de la Sierra Madre Oriental, del Sur de

Chiapas y parte de la Sierra Madre Occidental, introduciéndose a la mesa central de Guatemala

(Perry 1991) (Fig. 2). No obstante, Eguiluz (1978), menciona que puede llegar su distribución

hasta Nicaragua. En México su distribución queda ubicada entre los paralesos 17° 15' a 29° 25' de

latitud Norte y meridianos de 92° 05' a 108° 35' de longitud Oeste. Se le ha encontrado en

diferentes localidades de los estados de Chiapas, Guerrero, Jalisco, México, Michoacán, Morelos*

Oaxaca, Puebla, Querétaro, Veracruz y el D.F. (Eguiluz 1978). La especie tiende a formar masas

puras y asociadas a otras especies de pinos y latifoieadas como P. chiapensis, P. ayacahuite, P.

oocarpa, P. paíula, P. montezumae, P. cembroides, P. rudis, P. douglasiana,, P. maximinoi,

además de Abies religiosa, Quercus sp, Arbutus sp, Buddleia sp, Alnus sp, y Dasylirion sp, entre

otras (Eguiluz, 1978). Prospera en un rango altitudinal muy amplio, desde los 1600 msnm en

Nuevo León hasta los 3350 msnm, pero sus mejores calidades de estación se observan,alrededor

de los 2500 msnm, como son el Estado de México, Puebla, Morelos, e Hidalgo. Los suelos son

profundos, de color café obscuro y generalmente con buenas condiciones de humedad.
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a) P. pseudos(robus b) híbrido putativo c) P. montezumae
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Figura 1. Morfología de conos de a) P. pseudostrobus de la población P51 en Oaxaca, b) individuo de
una población de híbridos putativos en Michoacán, y c) P. montezumae en Tlaxcala.

P. montezumae es un árbol de 20 a 35 m de altura, con diámetros de 30 a 70 cm. La corteza es

morena rojiza con ramas gruesas y extendidas. Hojas en grupos de 5 rara vez 4, anchamente

triangulares. Los canales resiníferos varían de 3 a 6, a veces 8 o más. Los conos son largamente

ovoides, ovoides cónicos u oblongos cónicos, de 8,5 cm a 15 cm de largo, caedizos (Fig. le).

La especie se distribuye en el Eje Neovolcánico, Sierra Madre Oriental, al Norte y en el Sur

y Sureste de país; adentrándose a las montañas de Guatemala. Queda ubicada entre los paralelos

16° 50 a 25° 20 de latitud Norte y meridianos 92° 15' a 105° 10= de longitud Oeste (Fig. 2). Habita

en varios sitios de los estados de Coahuila, Colima, Chiapas, Distrito Federal, Guerrero, Jalisco,

Michoacán, Moreloss Nuevo León, Puebla, Querétaro, Tamaulipas, Tlaxcala (Eguiluz, 1978).

Frecuenta un rango latitudinal muy variable de 1150 a 3500 msnm, y al igual que P.

pseudostrobus, sus mejores calidades de estación se ubican alrededor de los 2500 msnm. La

especie forma masas puras extensas, pero comúnmente se asocia con P. ayacahuite con su
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variedad veichii, P. douglasiam, P. leiphylla, P. lawsoni, P. mochoacana, P. ruáis, P. hartwegii,

y P. teocote, con Abies religiosa, Cupressus lindleyi, Alnas y Quercus sp.

Esta especie presenta gran variabilidad, principalmente de los caracteres morfológicos de

conos y acículas (Perry, 1991) este hecho, aunado a la presencia de formas intermedias entre esta

especie y P. pseudostrobus hacen difícil su identificación. Los dos taxa crecen juntos en diferentes

zonas y las poblaciones conformadas con individuos híbridos fértiles es común (Perry, 1991) (Fig.

Ib). En México, estos sitios son generalmente localizados en el Eje Neovolcánico, en el estado de

México, (INIFAP., com pers., Nepamuseno), Chiapas, Guerrero Colima y Michoacán (hacia

Zitácuaro, Anganguéo, Pátzcuaro y Uruapan) (Perry, 1991) (ver Fig, 2). Aparentemente, P.

montezumae puede hibridizar con otras especies como P. ruáis y P. hartwegii (Perry, 1991: Matos

y Schaal, 2000), en el estado de Nuevo León, y en Hidalgo, con P. michoacana (Perry, 1991). El

diagnóstico de las formas híbridas entre las dos especies en estudio, no es intermedio, ya que se

presentan individuos con conos de P. montezumae y acículas de P. pseudostrobus o viceversa,

conos de P. montezumae pero pequeños y acículas de P. pseudostrobus, es decir se presenta un

gradiente o mosaico de variación morfológica entre estas dos especies. En este sentido, estos

sitios de hibridación natural son una oportunidad para desarrollar estudios básicos y aplicados

para la implementación de estrategias de conservación de probables sitios de di versificación

genética, esta información puede ser aplicada para el mejoramiento genético de las especies, el

hecho de que las cruzas artificiales que se han realizado entre estas dos especies por el Instituto de

Genética Forestal en California, hayan sido exitosas, indica que la hibridación de las mismas en

condiciones naturales es posible.
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Fig. 2. Distribución geográfica de las poblaciones naturales de P. montezumae y P. pseudostrobus

en México y Guatemala de acuerdo a Peny (1991). Las líneas en azul representan las áreas de

distribución de P. pseudostrobus; las líneas en rojo representan las áreas de distribución de P.

montezumae, y las líneas en gris y verde, representan las áreas de translape de ambas especies.

FALLA DE ORIGEN



Justificación:

Como se mencionó anteriormente, una de las hipótesis del origen de varias especies del

género Pinus esta relacionada con la hibridación introgresiva, para la cual existen varios estudios

tanto artificiales como de poblaciones naturales que han demostrado su importancia dentro de la

evolución del género. Sorprendentemente, y a pesar de que para México se han propuesto a

varias especies originadas por introgresión por ejemplo, P. ayacahuite y sus variedades

(Critchfield, 1986; Perry, 1991), P. quadrifolia (Lanner, 1974), P. pseudostrobus, P,

montezumae, P. hartwegii, P. douglasiana, P. michoacana (Critchfield, 1986; Perry, 1991;

Matos y Schaal, 2000), P. maximartinezii (Ledíg, 1998), no existen estudios ha nivel molecular

que lo demuestren, a excepción del trabajo de Matos y Schaal (2000), en el cual se detectó la

introgresión entre P. montezumae y P. hartweegii, especies morfológicamente diferentes. Por

tanto el presente estudio tiene gran relevancia, ya que por un lado, puede funcionar como un

sistema base para el estudio de la hibridación introgresiva en especies de pinos mexicanos que

están conformadas por varios linajes evolutivos, como podrían ser formas o variedades, así como

de especies originadas por dicho proceso (como podría ser P. quadrifolia). Por otra parte, el

sistema de estudio que se seleccionó puede permitir la reconstrucción fina de la dinámica de la

introgresión ya que las especies están representadas tanto por poblaciones simpátricas como

alopátricas, factor que es primordial para la implementación de métodos de análisis que permitan

hacer una reconstrucción clara de la historia del proceso.

Hipótesis

- Existen diferentes grados de introgresión natural entre las poblaciones alopátricas y simpátricas

de ías especies de P. montezumae y P. pseudostrobus. Se esperaría que las poblaciones

simpátricas presentaran ios valores más altos de variación genética (mayor polimorfismo y

heterocigosis), lo cual es evidencia de hibridación introgresiva.

- Existe una importante estructura genética entre las poblaciones de posibles híbridos y las

parentales. Como la mayoría de las poblaciones posibles híbridas se encuentran distribuidas a

través del eje Neovolcánico, se esperaría obtener valores importantes de estructura genética (>

0.15) entre estas poblaciones y las parentales que se encuentran distribuidas en otras zonas de

alopatría.

- Si la mayoría de las poblaciones que representan a estas dos especies se distribuyen en

simpatria se esperaría que la dinámica de la introgresión fuera bidireccional. En este caso se
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obtendrían patrones de relaciones fílogenéticas que no agrupen a las poblaciones puras de cada

especie.

- Las poblaciones clasificadas morfológicamente como posibles híbridas tienen un origen

filogenético de una u otra especie en estudio. Se esperaría obtener información que permita

catalogar filogenéticamente a estas poblaciones como originales de alguna de las especies.

- Existe una relación significativa entre los datos morfológicos y moleculares los cuales reflejan

patrones de introgresión. Se esperaría que los datos morfológicos representen las mismas

agrupaciones de las diferentes poblaciones con respecto a las agrupaciones que se obtengan tanto

con datos moleculares de cloroplasto como de ADN nuclear.

Objetivo general:Objetivo general:

En este trabajo se pretendió estudiar los posibles mecanismos y dinámicas de evolución por

hibridación introgresiva entre dos especies del género Pintts de amplia distribución geográfica en

México y Guatemala (P. montezumae y P. pseudostrobus), con base en datos morfológicos y

moleculares (microsatélites de cloroplasto y nucleares)

y ( y p

moleculares (microsatélites de cloroplasto y nucleares).

Objetivos específicos;

- Determinar la existencia de eventos de hibridación inlrogresiva entre las especies en

estudio y estimar la contribución genética de las poblaciones parentales y posibles híbridas

a la variación y estructura genética de las poblaciones.

- Obtener una genealogía de haplotipos de cloroplasto (cpSSR) para estimar las posibles

rutas de divergencia y flujo genético de haplotipos de las poblaciones en estudio, y con

elio inferir patrones filogeográfícos.

- Conocer la dinámica de la hibridación introgresiva y con ello evaluar la importancia del

proceso en la evolución del género Pinus.

- Diseñar estrategias de conservación que incorporen la información genealógica y biogeográfica

de las poblaciones de mayor introgresión para establecer núcleos prioritarios de conservación.

22



CAPITULO II

Comparatíve genetic structure in pines; Evolutionary and conservation

consequences

Estructura genética comparada en píaos: Consecuencias evolutivas y para la

conservación

PATRICIA DELGADO1, ARGELIA CUENCA1, ANA E. ESCALANTE1,

FRANCISCO MOLINA- FREANER2 & DANIEL PINERO1

Departamento de Ecología Evolutiva, instituto de Ecología, Apartado 70-275, México

D.F. 04510, México and 2Unidad Regional Noroeste, Departamento de Ecología

Funcional y Aplicada, Instituto de Ecología, Apartado Postal 1354, Hermosillo, Sonora

83000, México



Revista Chilena de Historia Natural
75: 27-37, 2002

Comparad ve genetic structure in pines:
evolutionary and conservation consequences

Estructura genética comparada en pinos: consecuencias evolutivas y para la conservación

PATRICIA DELGADO1, ARGELIA CUENCA1, ANA E. ESCALANTE1, FRANCISCO MOLINA-FREANER2 •:

& DANIEL PINERO1

Departamento de Ecología Evolutiva, 'Instituto de Ecología, Apartado 70-275, México Distrito Federal
04510, México & 2Estación Regional Noroeste, Departamento de Ecología Funcional y Aplicada,

Instituto de Ecología, Apartado Postal 1354, Hermosilío, Sonora 83000, México;
e-mail: pinero®miranda.ecología.unam.mx

ABSTRACT

Pines nave been the focus of several studies that estímate population genetic parameters using both aílozymes and
chloropíast single sequence repeats (SSRs). Also, the gemís has also been recently studied using molecular systematics
so that we now have a more clear understanding of their evolutionary hislory. With this background we studied
comparatively the genetic structure in pines. Expected heterozygosity is particularly constant with a 99 % confidence
interval between 0.19 and 0,23 in species that have been studied until now using aílozymes. Thére is a significant
proportion of species (9/41) that show high population differentiation estimates (FS T- or larger than 0.15) and five of
these have large and wingless seeds probably associated with low densities, bird dispersal mechanisras and resistance
to water stress. These species include the North American pinyon pines. Outcrossing rates .are also constant among
species from both subgenus Pinus and subgenus Strobus, which probably reflects a selective limit to the amount of
deletertous alíeles that can be maintained in pine species and this also affects inbreeding levéis, We also explored the
data published using microsateílites in pines and conclude that these markers uncover a higher proportion of variation
and genetic differentiation as expected and that the evolutionary modeís that are used to derive the population genetic
structure estimators should take into account other sources of mutation (point mutadons, iarger insertions and or
deletions and duplications) to better understand the comparative applications of these molecular markers.

Key words: Pinus, genetic structure, outcrossing rates, microsatellites, aílozymes.

RESUMEN

Los pinos han sido el objeto de varios estudios para estimar los parámetros genéticos de la población utilizando tanto
aloenzimas como fragmentos repetidos de secuencia sencilla (RSSs) de cloroplasto. Este género también ha sido
estudiado recientemente utilizando sistemática molecular de tal manera que ahora tenemos un entendimiento más claro
de su historia evolutiva. Con estos antecedentes estudiamos comparativamente la estructura genética de pinos. La
heterocigosis esperada es particularmente constante con límites de confianza ai 99 % entre 0,19 y 0,23 en las especies
que se han estudiado hasta ahora utilizando aloenzimas. Hay una proporción significativa de especies (9/41) que
muestran estimados de diferenciación altos (F = o mayor que 0,15). De ellos cinco especies tienen semillas grandes
y sin alas asociadas probablemente con bajas densidades, dispersión de semillas por aves y resistencia a sequía. Estas
especies incluyen a los pinos piñoneros de Norteamérica. Las tasas de entrecrazamiento también son constantes entre
especies tanto del subgénero Pinus como del subgénero Strobus que refleja probablemente un límite selectivo a la
cantidad de alelos deletéreos que pueden ser mantenidos en las poblaciones y que afecta también el nivel de
consanguinidad. También exploramos los datos publicados usando microsatélites en pinos, concluyendo que estos
marcadores muestran una mayor cantidad de variación y diferenciación genética como es esperado y que los modelos
de evolución molecular utilizados para derivar los estimadores de 3a estructura genética de la población deben de tomar
en consideración otras fuentes de mutación (mutaciones puntuales, inserciones y deleciones de mayor tamaño y la
existencia de duplicaciones) para entender las aplicaciones que desde el punto de vista comparado se pueden hacer con
este tipo de marcadores.

Palabras clave: Pinus, estructura genética, tasa de entrecruzamiento, microsatélites, aloenzimas.

. INTRODUCTION molecular markers. Studies using aílozymes as
markers started in the early 1970s and during the

The development of studies on the genetic struc- next three decades a great amount of data has
ture in plañís has been associated with that of the accumulated (Hamrick & Godt 1990) that have
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shown some generalizations. The firstone refers
to the inverse relationship between outcrossing
rates and genetic differentiation (Govindaraju
1988), so that species of tropical trees or trees in
general show an outcrossing rate cióse to one and
genetic differentiation estimates (usualiy esti-
mated through allelic frequencies variance or FST)
very cióse to zero (e.g., Furnier Se Adams 1986,
Eguiarte et al. 1993, Ledig 1998).

Hamrick and coworkers (e.g., Hamrick & Godt
1990) have made several generalizations between
genetic structure and ufe history characteristics.
An extraordinary homogeneity in expected het-
erozygosity has been observed. This pattern has
been explained in light of Ohta's neariy neutra!
theory of molecular evolution (Ohta 1995). Also,
variation in outcrossing rates has shown a bimo-
dal distribution. Schemske & Lande (1985) first
described this bimodality. Other generalizations
show that trees, perennial plants and widespread
species have larger genetic variation. In particu-
lar, most pine species have been studied in terms
of their genetic structure and the above results
have been confirmed in tbis genus (Ledig 1998).
Some exceptions to the above generalizations are
represented by species that are rare or that have
passed through a bottleneck like Pinus torreyana
or Pinus resinosa. Contrary to expectations based
on their rarity (butsee Comps et al. 2001), studies
on the genetic structure on Mexican and North
American pinyon pines have shown high genetic
variation (heterozygosities between 0.216 and
0.220) except for P. edulis (0.03, Premoli et al.
1994) and a high population differentiation (FST

between 0.18 and 0.25). This genetic structure
coincides with the one found in other rare conifer
species like Picea chihuahuana (Ledig et al. 1997)
and suggests that the outcrossing rate is less than
one as found for the few species where it has been
estimated (Ledig et al. 1999 for P.maximartinezii,
Ledig et al. 2001 for P, pinceana). These data can
now be studied under a phylogenetic approach. In
particular, recent phylogenetic studies of pines
using molecular markers (e.g.; Listón et al. 1999)
can be used as a historical framework to ask
questions about the origin and adaptive valué of
the genetic structure.

Pines represent an interesting system to study
the effect of different ecological characteristics
on the genetic structure. This genus grows natu-
raüy in the northern hemísphere and species can
be found as far north as in Iaütude 71° N (e.g.,
Pinus sylvestris), in ecosystems where annuaí
rainfall is only 300-400 mm (e.g., P. pinceana),
and longevities that reach 2,500 to 5,000 years
{e.g., P. añstata and P. longaeva). The great
diversity of environments colonized by this ge-

nus and its local abundance make pines a key
ecological eiement in mo.st températe forests of
the northern hemisphere. Until now ] 10 species
have been described. Seventy one of those spe-
cies grow in America and about 50 in México.

This paper presents a comparative analysis of
pine genetic structure using allozymes and chlo-
roplast microsateliites. In particular, the analysis
is presented using aphylogenetic approach incor-
porating recent molecular systematic data. Fur-
thermore, we explore the relevance and evolu-
tionary implications of the use of microsateílite
as a comparative tool to further our understand-
ing of the causes and patterns of the genetic
structure of these trees.

MATERIAL AND METHODS

Molecular markers

Different markers have been used in plants and in
particular in trees to understand their genetic
structure. How well is the genome sampled and
how sensitive are they to estímate the genetic
variation are the maín questions that are usualiy
asked to evalúate their ability to estímate genetic
variability. The first answer depends on the way

. the markers are distributed in the genome and the
number of loci that is being used. The second one
depends directly on the number of base pairs tbat
are sampled. In pines allozymes have been usu-
aliy the markers used in most studies. Approxi-
mately 50 species have been studied with these
markers. In some cases aíl three basic estimates
of population genetic structure have been ob-
tained (expected heterozygosity, genetic differ-
entiation or FST and outcrossing rates). In all
studied species at least an estímate of expected
heterozygosity was obtained. Recently, chloro-
plast microsateliites have been used to study these
aspeets of the genetic structure and data for at
least 10 species have been published. However,
no outcrossing rates estimates using nuclear
microsatellites have been published. Because of
the structure of the data, we restrícted our analy-
sis to data on allozymes and chloroplast
microsateliites that now represent an important
source of informatíon for a comparative analysis.

Allozymes.

These markers have provided most of the data
that we have now on the genetic structure of
plants in genera! and particularly for trees. The
polymorphisms are based on the differential mo-
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bility on a particular electrophoreíic support, usu-
ally starch. Allozymes sample more with respect
to the nuraber of loci used and their sensitiviíy is
about one fouríh of the number of bases sampled.
Tbat is, only a base change in four is detected in
a gel. For example, a study with 20 allozyme loci
samples about (1000 x 20) / 4, or 5f000 nucle-
otides, assuming that an average gene has 333
amino acids. These are codominant markers.

Microsatellites

The single stranded repeats (SSRs) are DNA se-
quences that are repeated in tándem a number of
times. The larger repeats (until 5 Mb) are called
satellites. Intermedíate repeats (the repeated unit
is more than 10 bp and form blocks of 0.5 to 30
kb) are called minisatellites. Mícrosateliites have
repeated units of 1-8 bp and form structures that
have 20 to 100 bp. The number of bases sampled
with microsatellites depends on the number of
loci used but in.general is very low because a
región of high variation is sampled and to estí-
mate the same amount of variation a much lower
number of base pairs are needed.

Evolutionary models and their assumptions

The genetic estimates of heterozygosity and ge-
netic difieren ti ation depend on the genetic model
that is assumed to have occurred during the evo-
lution of the molecular markers. An infinite alíele
model is usually assumed if allozymes or RFLPs
(restrictíon fragment length polymorphisms) are
used but in the case of microsatellite there are
good reasons to use a stepwise mutation model
based on the way microsatellites are thought to
muíate. In particular the model that is thought to
be important in these markers is a model based on
the slípped-strand misspairing mutation model
(Li 1997) that produces an increase or a decrease
of a repeat unít (usuálly a base). Recently many
groups have questioned the applicatíon of this
rnodel based on many factors (Hedrick 1999,
Balloux et al. 2000). The first is the possibility of
homoplasy or aJlele convergence. The second
refers to the possibility that the mutation mecha-
nism produces alíeles that are more than one
repeat unit from the original alíele. This could
happen through insertions or deletíons of more
than one repeat unit. This process violates the
assumptions of the model and makes the esti-
mates biased in the same proportion. As a conse-
quence, both estimates are regularly used, those
based on a stepwise mutation model (Ohta &

Kirnura 1973, Valdés et al. 1993, Slatkin 1995)
and on an infinite alíele model (based on the
estimation modeí originally developed by Wright
[1949] and Kimura & Crow [1964] and further
developed by Weir & Cockerham [1988]).

We used a comparative approach to analyze the
genetic data on pines. First we used standard
statistical tests to compare the estimates (Sokal &
Rohlf 1994). Second we grouped the data with
respect to their taxonomic status using the classi-
fication proposed by Price et al. (1998). Finally
we used a published phylogenetic framework for
pines (Listón et al. 1999) to further clarify his-
torical patterns in genetic estimates.

RESULTS

Expected heterozygosity and genetic differentia-
tion

Genetic variation estimated through the expected
heterozygosity has been obtained for approxi-
mately 50 pine species. Ledig (1998) has pub-
lished a recent review. For 38 species, both het-
erozygosity and genetic difieren ti ation (using FST

or Gsr) have been pubíished. In all cases allozymes
were used as genetic markers. To these data we
added some that were not included in Ledig's
review (Parker & Hamrick 1996, Delgado et al.
1999, Ledig 1999, Ledig et al. 1999, 2001, Molina-
Freaner et al. 2001). These data show a distribu-
tion cióse to a Gaussian curve, but staüstically,
only the expected heterozygosity adjusts to a
normal distribution (Fig. 1). Genetic differentia-
tion does not adjust to such a distribution mainly
because there is an excess of observed valúes
cióse to zero. Averages for the genus are 0.198 for
the expected heterozygosity and 0.129 for the
geneíic difierentiation (Table 1). On the other
hand genetic differentiation estimates are not sig-
nificantly different (t39 = 0.21, P > 0.5) between
hard (0.127) and soft pines (0.136). It is notewor-
thy the high variation among species in both the
Pinus and the Ponderosas subsections for the
expected estimates of heterozygosity. No signifi-
cant correlation was detected (r - 0.03, d.f. •= 72,
P > 0.05) between the expected heterozygosity
and genetic differenti ation (Fig. 2). This correla-
tion remains low when data are partítioned among
soft (r = 0.04f d.f. = 16, P > 0.05) and hard pines(r
= 0.07, d.f. = 72, P > 0.05).

When múltiple estimates have been published
for a particular species, probably a species is
better characterized by the largest published estí-
mate due to subsampling of variation. That is, if
a study reports a larger FST estímate, this estímate
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TABLEI

Average heterozygosities and genetic difieren ti ation estimates (FST) in pines. Averages are
presented for different taxonomic subsections as defined by Price eí al. (1998). Standard

deviations are shown in parentheses

Heterocigo.sidades y diferenciación genética (FST.) en pinos. Los promedios se presentan para diferentes subsecciones
como fueron definidas por Price ct al, {'1998). Entre paréntesis se muestran las desviaciones estándar

Taxonomic group

Subgenus Phuts
Strobus
Subsection Attenuata
Pinus
Oocarpíie
Ponderosae
Australes
Contortae
Halepenses
Strobi
Cembroides
Cembrae
Balfourianae

Total

Number ofspecíes

29
12
3
7
1
6
7
4
1
4
3
4
1

41

Heterozygosity

0.3 86(0.085}
0.227 (0.068)
0.150(0.009)
0.207(0.132)
0.213
0.172 (0.!02)
0.217(0.053)
0.157(0.047)
0.181
0.197(0.056)
0.219 (0.002)
0.234(0.091)
0.340

0.198(0.082)

Genetic differentiation (FST)

0.127(0.182)
0.136(0.099)
0.167(0.050)
0.100(0.044)
0.100
0.116(0.057}
0.076 (0.042)
0.058(0.010)
0.010
0.150(0.070)
0.153(0.112)
0.110(0.140)
0.150

0.129(0.161)

is probably'closer to the species mean as some
studies do not have a representad ve sample of
both individuáis and populations. The correlation
between expected heterozygosity and FST slightly
improves when using these data (r - 0.24, d.f. =
39, P > 0.05) but it is statistically nonsignificant.

When we compared the rneans of the estimates
for the genetic structure for the subsections in
Table 1 some generalizations can be made. First,
the expected heterozygosities in all subsections
of soft pines are larger than the ones obtained for
hard pines. Second, genetic differentiation in hard
pines is in all cases smailer than the ones esti-
mated for soft pines. In particular P. halepensis,
a hard pine, shows an extreme valué of 1 %. This
species is in subsection Halepenses. The estímate
was obtained for populations in Greece (Loukas
et al. 1983) and either represents a biased sample
for the species or this species deserves future
attention being such an extreme example of low
population differentiation.

Estimates of genetic variation using
microsatellites in pines range between 0.411 for
P. heidrechUvar. leucodermis (Powell&tal, 1995)
to 0.978 for P. sylvestris (Provan et al. 1998) with
an average of 0.582 (Table 2).

On the other band, estimates of FST (using the
infinite alíele model) range between 0.023 for P.
pinaster (Ribeiro et al. 2001) and 0.783 for P.
pinceana (Escalante 2001), with an average of

0.245. If we do not consider the estímate for P.
pinceana since probably represents a case of ex-
treme differentiation through fragmentation, the
average drops to 0.166. Estimates of RSJbased on
the stepwise mutation model published untií now
are only 6. The comparison of these estimates (FgT

and RgT) show that in half of the species RST

estimates are smailer than FST (0.047 for P.
nelsonii, Cuenca 2001; 0.068 for P. resinosa,
Echt et al. 1998; and 0.212 for P. halepensis,
Bucci et al. 1998) while in the rest RST estimates
are larger than Fg j (0.068 for P. bruña subsp.
etdarica, 0.'289 for P. bruña, Bucci et al. 1998;
and 0.783 for F. pinceana, Escalante 2001). In
fact both estimates are statistically correlated (r =
0.985, d.f. = 4, P < 0.01) which suggests that the
differences in both models are not important when'
coraparisons are made in these pine species. Fur-
thermóre, except for the estímate for P. pinceana,
a slightly negative correlation (statistically non-
significant, r = 0.688, d.f. = 4, P > 0.10) is
observed between genetic diversity and genetic
differentiation as FST.

Microsatellites can be used to amplify the same
locus in different species. Table 3 shows averages
for six species from thé subgenus Pinus and sub-
genus Strobus species (4) for 11 microsatellite
íoci (Cuenca 2001, Escalante 2001, Delgado,
Vendramin & Pinero unpublished results). The
average sizes of microsatelíítes are usually very
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Fig, 1: Frequency distribution of expected
heterozygosiiy (top) and geneíic differentiation
(bottom) in pine species from published data using
allozymes. Differentiation éstimates are expressed
in percentage..

Distribución de Frecuencias de la heterocigosidad esperada
(arriba) y la diferenciación genética (abajo) en especies de
pinos obtenida de datos publicados con marcadores
isoenzimáticos. Los datos de diferenciación están multipli-
cados por 100.

similar in íhe two subgenera except in one locus
(PÍ260S1). Also, the variances for the two sub-
genera are, in general, quite similar

Population inbreeding and mating system

Population inbreeding or in other words the de-
viation from Hardy-Weinberg equilibrium could
have three causes. First, inbreeding could de-
velop through self-feríilization. Secondly, mat-
ing could occur among genetically related indi-
viduáis and this would produce inbreeding.
Thirdly, genetic drift could also increase the level
of homozygosity. The published éstimates of in-
breeding (F ) in pines range from éstimates cióse
to zero to 0.14 for P. pinceana (Ledig et al. 2001).
On the other hand, outcrossing rates éstimates
range from 0.65 for P. maximinoi (Matheson et al.
1989) to valúes statistically equal to 100 % out-

crossing. Average of direct estímations using
allozymes for 17 species (síx from the subgenus
Strobus and 11 from the subgenus Pinus) is 0.88
(SD = 0.10) (Ledig 1998, Ledig et al. 1999,2001).
This distribution is shown in Fig. 3 and fits a
normal distribution (Kolmogorov-Smirnov test,
d = 0.16, P > 0.20). Confidence intervals (95 %)
are rather narrow (0.82 and 0.93). Avefage esti-
mates for hard and soft pines are not statistically
different (0.89 and 0.86 respectively). For spe-
cies in which a direct estímate of outcrossing rate
has been obtained, we can calcúlate the expected
inbreeding coefficient assuming that alí inbreed-
ing is due to the mating system (f = [1-t] / [1+t])
and compare both valúes (Table 4). Al! inbreed-
ing éstimates were obtained in seeds. In general,
direct inbreeding éstimates coincide with the ex-
pected ones based oníy on the mating system. In
some cases like P. sylvestris (Muona & Szmidt
1991) and P. pinceana (Ledig et al. 2001) both
éstimates are clearly different. This is probably
produced by natural selection in favor of het-
erozygotes or overdominance (see Ledig 1998 for
a revisión in pines), This effect probably has
different intensity in different species and ap-
pears to act in earlier stages of the life cycle in
some cases.

30 r

a a o o o
ooo o a

0 0.05- 0.1 0.15 0,2 025 0.3 0.35 0.4 O.«

Helerozygosity

Fig. 2: Relation between expected heterozygosity
and genetic differentiation in 71 studies in which
both éstimates were obtained for 38 pine species
using allozyme markers. Circles are data for
species in the subgenus Pinus (hard pines),
squares are daía for species in the subgenus
Strobus (soft pines).

Relación entre la heterocigosidad esperada y la diferencia-
ción genética en 71 estudios en los que ambos estimados se
han obtenido para 38 especies de pinos usando marcadores
isoenzimáticos. Los círculos muestran los datos para
especies de pinos del subgénero Pinus (pinos duros), los
cuadros muestran los datos para las especies del subgénero
Strobus {pinos blandos).
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TABLE 2

Average genetic diversity and genetic differentiation estímales for pine species using
chloroplast microsatellite loci (standard deviations are shown in pareníheses)

Estimados de la diversidad y la diferenciación genética usando íoci de microsatéMtes de cloroplasto en especies de
pinos (las desviaciones estándar se muestran entre paréntesis)

Taxon

P. sylvestris
P. pinaster
P. resinosa
P. heidrechii var. leucodermis
P. kalepensis
P. brutia
P. brutia ssp. Eldarica
P. nelsonii
P. pinceana
Totaí

Subsection

Pinus
Pinas
Pinus
Pinus
Halepenses
Halepenses
Halepenses
Cembroides
Cembroides

Diversity

0.978
0.885
0.618
0.411
0.222
0.297
0.271
0.728
0.824
0,582
(0.289)

0.023
0.121
0.22

, 0.308
0.289
0.068
0.131
0.783
0.245

(0.241)

Rst

0.068

0.212
0.323
0.074
0.047
0.930

Number
of loci

6

8
8
8
4
4

Reference

Provanetal. (1998)
Ribeiroetal. (2001)
Echtetal. (1998)
Powelletal. (1995)
Buccíetal. (1998)
Buccietal. (1998)
Buccietal. (1998)
Cuenca (2001)
Escalante (2001)

A historical framework can also be used to
compare the mean outerossing rates in different
subsections. ín all lineages, rates are in general
high. Also, the lowest esíimates correspond to P.
cembra and P. maximinoi, (0.69 and 0.65, respec-
tively), which belong to different subgenera
(Strobus and Pinus, respectively).

DISCUSSION

Constaney in heterozygosity among species

There are several sources of evidence that sug-
gest that effective population size determines
mostly the level of allozyme variation in a species
or in other words, that within a species there is a
correlation between expecíed heterozygosity and
population size (Avise 1994). In the case oí Pinus
very few species show estimates of expected het-
erozygosity different from 0.20, These results are
predicted if mutation rates are assumed relatively
constant (Hedrick 1999). In particular for Pinus,
99 % confidence limits for expected heterozygos-
ity in 41 species are 0.189-0.227, which suggests
that historically effective population sizes have
been constant among species or that havebeen

TABLE3

Mean size (in bp) for different chloroplast microsatellite loci in both subgenera of Pinus. The
loci Identification corresponds to the notation of the chloroplast sequence of Pinus tkunbergii

(Wakasugi et al. 1994). Standard deviations are shown in parentheses

Tamaño promedio para diferentes loci de microsatélite de cloroplasto en ambos subgéneros de Pinus. Los loci
corresponden a la notación de la secuencia del cloroplasto de Pinus thunberghii (Wakasugi et al. 1994). Las

desviaciones estándar se muestran entre paréntesis

Locus Subgenus Pinus Subgenus Strobus All species

PÚ254
PU520
Pt9383
Pt26081
Pt36480
Pt41093
Pt4821
Pt5187
Ptó3718
Pt71936
Pt87268

66.5 (1.22)
122.8 (2.48)
88 (3.35)

142.3 (1.75)
144.7 (2.88)
77.3 (0.82)
88.5 (0.55)
79.2(5.42)
93.2 (0.41)

145.8(1.60)
163.7 (2.73)

67.5 (1.73)
122 (3.65)
88.3 (3.59)

156.3 (1.26)
142.8 (2.06)
76.8 (2.63)
87.5 (0.58)
85.8 (2.06)
91 (0.82)

142.8 (2.06)
167.5(1.00)

66.9(1.45)
122.5 (2.84)
88.1 (3.25)

147.9 (7.34)
143.9 (2.64)
77.1 (1,66)
88.1 (0.74)
81.8 (5.41)
92.3(1.25)

144.6(2.31)
Í65.2 (2.90)
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Outcrossing rate

Fi.g. 3: Frequency distribution of outcrossing
rates in pine species from pubíished data using
allozyrnes.
Distribución de frecuencias de las tasas de entrecruza-
miento en especies de pinos de datos publicados usando
aloenzitnas.

maintained above levéis at which íncreases in
population sizes would marginally increase the
level of genetic variation.

Other aspect of the life history that could affect
the leve! of genetic variation is individual lon-
gevity. Although species have been described
(particularly in subsection Balfourianae) in which
individual longevity could reach thousands of
years, it is more common within the range from
tens of years to a few hundred years. Longevity
could be one of the causes of the data observed,
like the level of expected heterozygosity esti-
mated for P. longaeva (0.340, Hiebert & Hamrick
1983).

In Chis context of relative constancy of estí-
males for expected heterozygosity, it is relevant
to analyze in some detail those species that show
a signifícant deviation from the mean. ín general
the distribution showed in Fig. 1 shows that those
species that have expected heterozygosities be-

low 0.1 are very few and alí of tbem (for example,
P. torreyana, Ledig & Conkle 1983) are probably
the. consequence of a bottleneck. This phenorn-
enon has also been described for coulter pine (P.
coulteri, Ledig 2000) at the intraspecific íevei.

Heterogeneity in population differentiation
among species

Genetic differentiation shows a contrasting pat-
tern from that found for expected heterozygosity.
The distribution does not fit a normal distribution
and is probably due to different causes. Theoreti-
cally, both migration and genetic drift determine
population differentiation. In some cases, atten-
tion has been given to the fact that the estimation
of genetic differentiation couid be biased if the
molecular markers show a high mutation rate
(Hedrick 1999). Other aspects like the ecological
components of migration and genetic drift could
also affect the level of population differentiation.
These include, for example, population density
and migration agents of both gametes and em-
bryos (Alvarez-Buylla et al. 1996). These factors
are quite variable in pines and would explain
variation in estimates of genetic differentiation.
For example pinyon pines in North America share
a íow population density, relaüvely isolated popu-
lations and seed dispersa] by birds. AI1 these
factors cause a relatively high popuíation differ-
entiation.

Microsatellites: comparativa approaches

Several studies have explored the patterns of
microsatellite evolution. Although at the intraspe-
cific level the interpretation of genetic variation is
straightforward (slipped-strand misspairing pro-
ducing one step mutations at high rates), at the
interspecific level, particularly when more diver-

TABLE4

Inbreeding coefficients (F ) and outcrossing rate (tm) derived from inbreeding estimates (f) for
pine species

Coeficientes de consanguinidad {F J y estimados de consanguinidad (f) derivados de ia tasa de entrecruzamiento (tra)
para diferentes especies de pinos

Taxon

P. contorta
P. ponderosa
P, sibirica
P. sylvestris
P. maximaríinezii
P. pinceana

Subsection

Contortae
Ponderosae
Cembrae
Pinus
Cembroides
Cembroides

0.95
0.96
0.89
0.94
0.82
0.86

f

0.03
0.02
0.06
0.03
0.10
0.07

0
0.02

-0.01
-0.14
0.08
0.14

Reference

Wheeler& Guríes (1982)
Farris&Mitton(1984)
Goncharenkoetal. (19.92)
Muona&Szmidt(1991)
Ledig et al. (1999)
Ledig et al. (2001)

3o
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gent species are compared, other factors cou!d be
invoíved. This is because different studies have
reponed other mechanisms that should be Laken
into account (Krug!yak et al. 1998, Karhu et al.
2000). Altbough slipped-strand misspairing was
first described as the main mechanism for
microsateUite mutation, tt-has been demonstrated
that base substituíions could account for a signifi-
canl portion of observed substitutions when differ-
ent species have been compared (Kruglyak et al.
1998). Mutation rates of these two kinds of events
differfor various ordersof magnitude. Whilepoint
mutations occurat rates between I0"!0- 10~K, muta-
lions in microsatellites that either increase or de-
crease the ninnber of repeats have been estimated
between lO^-lO"-, In particular, SSRs mutation
rates of 10's have been found in pines (Provan etal.
1999). These resulls .show Ihat Hiere must be a
difference of about 4 orders of magnitude between
the average alíelic substitution times for mutations
based on the number of repeat copies in a
microsatellite and those based on point mutations.
This will produce that the transient polymorphisms
oí both mutation mechanisms will be present in
different populations but alíele fixation origínated
from point mutations wilí occur with higher fre-
quency among divergent species. The comparison
of alíeles among divergent species has shown this
fact (Kahru et al. 2000) but also the existence of a
third kind of substitutions (besides size mutations
and point mutations), duplications that in highly
divergent species will also be present. These muta-
tion mechanisms should be better studied in order
ío interpret the observed polymorphisms.

The relative proportion of mutation rates with
respect to migration rates has been used ío ex-
plain the incongruenceseeninFSTestimates using
uniparental and biparental markers, in particular
to explain lower FST's for uniparental markers
(Balloux et al. 2000). In pines, differentiation
would be expected to be highest in maternally
ínherited markers (mitochondria) than in pater-
nally inherited markers (chíoroplast) (Furaier &
Stine 1995). The lowest differentiation would
then be expected in nuclear markers. There are in
the Hterature reports of genetic differentiation •
using nuclear allozymes and chíoroplast
microsatellites. These data show that there is a
positive relation (but statisücally non signifi-
can!, r - 0.86, d.f. = 2, P > 0.10) between genetic
differentiation using these markers when nuclear
data is used as the independent variable for P.
p'uiaster, P. pinceana, P halepensis and P.
heidrechiivát. leucodermis (Table 2,Ledig 1998,
Ledig et al. 2001). They also show that differen-
tiation estimates using allozymes are always lower
than those obtained from chíoroplast

microsatellites as was also found for Picea glauca
by Furnier & Stine (1995).

Results shown in Tabie 3 support a more com-
píex microsatelÜte evolutionary model than ex-
pected. Frorn a model with genetic drift and mu-
tation, the expected size for microsatelütes from
different species would diverge at a rate propor-
tional to both mutation rate and population size
and as a consequence variance among species
would be larger. Microsatellite average sizes for
different hard and soft pine species are equal in
six of the 11 loci. In the other 5 íoci, there is a
significant difference but in two of those Íoci
{Pt26081 and PL87268) is íarger in pines from the
subgenus Strobus while in the other three the
average size is íarger in pines from the subgenus
Pinas (PC482I, Pt63718 and Pt71936). The other
predicíion wouíd be ihat ihe variance for both
groups of pines taken together would be larger
than the variances for each one of the subgenera.
Variances are statistically larger at the 5 % limit
(Bartlett's test) in these five loci when all species
are taken together. This probably shows that size
mutation appears to be controiling the evoíutíon-
ary dynamics of microsatellites at these five loci
buí it also suggests that other factor should ex-
plain both the variance homogeneity and aíso the
homogeneity of the sizes of microsatellites at the
other six loci. Selection would explain both ho-
mogeneities and further studies should explore
this possibility.

The most representative parameter of the ge-
netic structure in plants is the rate of outcrossíng,
estimated as the proportion of seed produced
through self-fertilization with respect to those
produced through cross-fertilization (Govindaraju
1988). Mating system has consequences on in-
breeding levéis and through that on the different
factors that produce inbreeding depressiori. For
example, a species with a high outerossing rate,
usually has a high frequeney of recessive delete-
rious and iethaí alíeles and inbreeding depression
will be high if self-fertilization increases. These
species will normally have decreasing inbreeding
coefficients (an increase in heterozygote propor-
tions) through life stages until adulthood.

Plasticity wíthin some pine species or their
ability to modify outerossing rates (Ledig 1998)
is probably due to adaptation to contrasting popu-
lation densities that favour colonization to new
environments in which trees seíf-fertilize more
frequently, as has been described for P. radiata
(Bannister 1965 cited in Ledig 1998). This flex-
ibility, on the other hand, has not been strong
enough as to modify the mating system in such a
way that a species would be predominantiy self-
fertilized. In fact mating system in pines is so
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open íhaí interspecific hybridization is quite com-
mon in syrnpatric species so that hybridization
has frequently been proposed as a speciation
mechanism in this genus (e.g., Bucci et al. 1998).

Mating system plasiicity and morphological ad-
apta t ion

One of the main conclusions of this work ís that
pines show a striking homogeneity in their ge-
netic system that includes homogeneiíy of ex-
pected heterozygosity buí most of all nearly con-
stant outcrossing rates for species that diverged
Í35 miilion years (see for example Hamrick &
Godt 1990). Apparently there has been a strong
limitation to the reduction of outcrossing rates in
pines and probably those populations or species
in which this has happened have probably gorte
extinct.

These conclusions about the genetic structure
probably do not apply to morphological charac-
ters. For example, while there is low differentia-
tion in molecular markers (aííozymes, RAPDs or
microsatellites in P. sylvestris in Finland, Kahru
et al. 1996) there is a strong morphological differ-
entiation probably as a result of strong natural
selection on morphological characters.

In view of the knowledge on the genus Pinus
with respect to their uses, ecological services,
morphological adaptations and its conservaron
status, the group can be considered as model to
estabíish conservation strategies in tree species.
Un til now, proposals to estabíish conservation
strategies in this genus could be summarized as
follows. First, species that show fragmented dis-
tributions have higher genetic differentiation and
outcrossing rates different from 100 %. North
American pinyon pines belong to this group of
species and require both in situ and ex situ con-
servation strategies with emphasis in reforesta-
tion with young trees. The second strategy could
be generated from a phylogenetic perspective,
conservation of abundant tree species is as impor-
tant as conservation of relictual lineages so that
speciation and adaptation processes continué.
These conclusions should be put in practice in
countries like México with high deforestation
rates. Finally, it has become clear that knowledge
of comparativo genetic structure in this group of
trees is an excellent tool to develop strategies for
their conservation.
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RESUMEN

En este trabajo se analizaron posibles eventos de hibridización introgresiva entre dos

especies de pino (P. montezumae y P. pseudostrobus) distribuidas en México y Guatemala con

base a tres caracteres morfológicos (acículas, conos y canales resiníferos) y tres microsatélites

nucleares (trinucleótidos). Las especies son muy cercanas filogeneticamente, pertenecen a la

subsección, Ponderosae (subgénero Pinus), y presentan caracteres morfológicos y anatómicos

compartidos. Se realizó un análisis de varianza para los tres caracteres morfológicos que indica

diferencias significativas entre grupos de poblaciones, siendo los caracteres tipo de acícula y

número de canales resiníferos ios más variables. Los análisis de los datos moleculares fueron

realizados con base en el modelo de mutación de un paso (SMM). Los valores más altos de la

variación genética se presentaron en las poblaciones híbridas putativas, probablemente por efecto

del flujo genético entre !as poblaciones de ambas especies. El desequilibrio de ligamiento, el

flujo genético, los valores de diferenciación y las distancias genéticas, indican que las

poblaciones híbridas putativas están más asociadas con las poblaciones de P. pseudostrobus, por

lo que podrían ser poblaciones originales de esta especie. El fenograma obtenido con los datos

morfológicos indica eventos de hibridación introgresiva asimétrica de P. montezumae al resto de

las poblaciones. En contraste, el fenograma realizado con datos moleculares demuestra que la

introgresión se presenta entre todas las poblaciones y ocurre de manera bidireccional.

Probablemente la asociación de las poblaciones de P. montezumae son más fuertes

filogeneticamente que las de P. pseudostobus y podrían sugerir adaptaciones morfológicas al

ambiente. En este estudio no se encontraron patrones de asociación geográfica claros, por lo que

la introgresión se presentó en forma de parches heterogéneos. Los resultados sugieren probables

procesos históricos de hibridación introgresiva, causados probablemente por la ruptura de

barreras reproductivas entre estas especies y por una mayor eficiencia y viabilidad del polen de

P. montezumae, y mayor dispersión de semillas de P. pseudostrobus.

Palabras clave: diversidad genética, flujo genético, hibridación introgresiva, microsatélites

nucleares, morfología, Pinus.



INTRODUCCIÓN

En plantas, la hibridización introgresiva es un proceso evolutivo extensamente

documentado, definido como la incorporación selectiva de material genético ajeno a la

especie por hibridación y retrocruza repetida (Anderson, 1949). Los recientes avances de las

técnicas moleculares han permitido detectar diferentes mecanismos y dinámicas de la

hibridación introgresiva en poblaciones naturales de plantas y animales (ver Rieseber y

Ellstrand, 1993; Arnold y Hodges, 1995; Rieseberg et al, 1995). Estos avances han abierto

un extenso campo de estudios acerca del origen y evolución de especies por hibridación

introgresiva, con base en el planteamiento de hipótesis relacionadas con diferentes modelos

de especiación (parapátrica y simpátrica). Por ejemplo, estudios relacionados con la extinción

de poblaciones locales debido a la dinámica diferencial de la introgresión, con la dispersión

de polen y competencia reproductiva entre especies, con la distribución histórica de las

especies originadas por introgresión, y con la importancia de la hibridación como un

mecanismo de adaptación y generador de nuevas especies, etc.

Un sistema interesante para este tipo de estudios lo proporciona el grupo de las

coniferas, para el cual existen varios precedentes del origen y evolución de especies por

hibridación introgresiva (Wagner et al, 1987; Wheeier y Guríes, 1987; Bucci et al, 1998 ;

Wang y Szmidt, 1990; Matos y Schaal, 2000; Wang et al., 2001). Estos estudios se han

desarrollado con diferentes tipos de datos, tanto morfológicos como moleculares.

Actualmente, los microsatélites (SSR's), son los marcadores preferidos para la realización de

este tipo de estudios, ya que son altamente polimórficos, son codommantes, selectivamente

neutros y compatibles con los supuestos de la genética de poblaciones (Golstein y Pollock,

1994; Golstein 1995; Lu et al, 2001; Roques et al, 2001). En particular para el género Pinus

se han desarrollado algunos microsatélites tanto de ADN nuclear (nSSR) (Smith y Devey}

1994; Fisher et al, 1998; Elsik et al, 2000; Lian et al, 2001), como de organelos

citoplasmáticos, como los de cloroplasto (cpSSR) (Powell et al, 1995a, b; Vendramín et al,

1996), o los de la mitocondria (mSSR) (Soranzo et al, 1998). Los microsatélites de

cloroplasto y de la mitocondria son mononucleótidos, y han sido homólogos y conservados

para diferentes especies de pino, incluyendo otros géneros de coniferas como Picea,

Cupressus y Abies (Vendramín et al, 1996; Echt et al, 1998, Soranzo et al, 1998). En

contraste, y a pesar de que se han desarrollado microsatélites nucleares en especies de



coniferas, hay muy poca información disponible (Karhu et al, 1996; Morgante et al., 1996;

Fisher et al, 1998; Williams et al, 2000; Lian et al, 2001; Kutil y Williams, 2001). Esto se

debe probablemente a la dificultad para amplificarlos en distintas especies. Kutil y Williams

(2001), mencionan que los microsatélites nucleares amplificados en diferentes especies de

pinos son de tres nucleótidos. Estos tienden a ser más conservados que íos mono o

dinucleótidos por que no se distribuyen al azar en el genoma, sino que tienen efectos

funcionales en la replicación, transcripción, regulación en la expresión de genes y regulación

(Sinden, 1999; Young et al, 2000; Kutil y Williams, 2001). Es importante realizar más

estudios de microsatélites en pinos, que por un lado permitan corroborar su homología entre

especies de este género y por otro lado permitan examinar patrones de variación y estructura

genética. Esta información es básica para explorar diferentes procesos evolutivos y

adaptativos de las especies.

En el presente estudio analizamos caracteres morfológicos y variación en

microsatéíites nucleares (nSSR) para obtener evidencia de hibridación introgresíva y de los

patrones de diversifícación y diferenciación de 13 poblaciones de P. montezumae y P.

pseudostrobus. Para estas especies se han sugerido eventos de hibridación introgresiva

(Martínez, 1948; Mirov, 1967; Perry, 1991). Además, comparten algunos caracteres

morfológicos, químicos y anatómicos (Martínez, 1948; Mirov, 1967; Perry, 1991) y están

muy relacionadas fílogenéticamente, pertenecen a la subsección Ponderosae (Little y

Critchfield, 1969). Las poblaciones puras habitan en la parte Norte de México y Sur de

Guatemala, y la mayoría de las poblaciones simpátricas se encuentran en el Eje

Neovolcánico, región que ha sido mencionada como focal para e! origen de especies de

plantas por hibridación (Rzedowski, 1978). Con base en esta información se realizó un

análisis de la variación de tres caracteres morfológicos para probar la hipótesis de la

existencia de tres grupos diferentes de poblaciones que representan a las dos especies

parentales y a las poblaciones híbridas putativas, y con ello sustentar la hipótesis de

hibridación introgresiva a nivel molecular. Los objetivos planteados en este trabajo fueron: (i)

obtener evidencias de la hibridación introgresiva entre las poblaciones de P. montezumae y

P. pseudostrobus, se esperaría una mayor contribución de la variación genética de las

poblaciones híbridas putativas, (ü) obtener información de la dinámica de la introgresión, se

esperaría que en las poblaciones híbridas putativas las frecuencia de alelos específicos de las



especies tipo fueran bajas, y (iii) realizar un análisis comparativo con los datos morfológicos

y los datos de microsatélites nucleares para proponer posibles patrones biogeográfícos de

introgresión, se esperaría que ambos tipos de datos reflejen las mismas agrupaciones entre las

poblaciones híbridas putativas y puras.

MATERIALES Y MÉTODOS

Material de campo

Se colectó tejido vegetativo de 312 individuos de 13 poblaciones de P. montezumae

y P. pseudostrobus, para atestiguar polimorfismos intra e interespecíficos con base en 3

nSSR. Se colectaron 5 poblaciones puras de P. montezumae} 3 de P. pseudostrobus y 5

híbridas putativas, con base en información preexistente de su ubicación geográfica (ver

Tabla 1, Fig. 1). Las poblaciones puras e híbridas se agruparon en cinco tipos: (i) poblaciones

puras de P. montezumae (ii) puras de P. pseudostrobus, (iii) con morfología dominante de P.

montezumae, (iv) con morfología dominante de P. pseudostrobus, y (v) con morfología

intermedia de ambas especies. Para verificar la forma del cono de cada especie se colectaron

de 3 a 5 conos por árbol (312 árboles). Adicionalmente se colectaron tres ramillas por árbol

para verificar el tamaño color y grosor de las acículas. Finalmente se colectó una ramilla que

fue almacenada a -72°C para la posterior cuantificación de canales resiníferos y uso para la

extracción de ADN,

La matriz de datos morfológicos se hizo con tres caracteres cualitativos de acuerdo

a los criterios de identificación de Madrigal (1986); forma del cono (P. pseudostrobus, cono

ovoide o largamente ovoide de 8-10 cm de largo; P. montezumae, cono ovoide-cónico de 8.5-

15.0 cm de largo), tipo de acículas (P. pseudostrobus, flexibles, triangulares y colgantes de

17-24 cm de longitud; P. montezumae, hojas anchamente triangulares, flexibles, extendidas

de 14-21 cm de longitud), y número de canales resiníferos (P. pseudostrobus de 2 a 4 y en P.

montezumae de 3 a 6 y 8). Los tres caracteres fueron clasificados como presencia / ausencia y

cuantificados en cuatro repeticiones independientes.



Tabla 1. Ubicación geográfica y altitud de los sitios de colecta de las poblaciones tipo; puras
e híbridas putativas de P. montezumae y P. pseudostrobus, en México y Guatemala.

Pobl.

P51

P62

P123

H14

H25

H36

H47

H98

M79

MÍO

Mil

M12

M13

Especie

P. pseudostrobus

P. pseudostrobus

P. pseudostrobus

P. pseudostrobus
P. montezumae
P.montezumae/
P. pseudostrobus
P. montezumae/
P. pseudostrobus
P. pseudostrobus/
P. montezumae
P. montezumae
P. pseudostrobus
P, montezumae

P. montezumae

P. montezumae

P. montezumae

P. montezumae

Tipo

Pura

Pura

Pura

Híbrida putativa

Híbrida putativa

Híbrida putativa

Híbrida putativa

Híbrida putativa

Pura

Pura

Pura

Pura

Pura

Localidad

Tuxtepec
Oaxaca
Aguililla
Michoacán
Caoqué, Jalpa
Guatemala
Malacatepec
Edo. México
Angangueo
Michoacán
Temascaltepec
Edo de México
Zitácuaro
Michoacán
San Cristóbal
Chiapas
Puebla

Tlaxcala

IxmiquUpan
Hidalgo
Totonicapan
Guatemala
Cuernavaca
Morelos

Ubicación
Geográfica

96°26'31"
17°19'59"
102°55'36"
18°49'17"
90° 41'66"
14° 38' 23"
100°09'43"
19°21'16"
100°17'07"
19°37'0r
100°02'28"
19° 02'35"
100°21'31"
19°26' 15"
92°25W
16°44'25"
98°02'30"
19°07'02"
98°02'30"
19°13' 30"
99° 30 '21"
20° 30' 18"
91° 24'08"
14° 55' 60"
19° 03'15"
99° 14'30"

Altitud
(msnm)

2144

2370

2043

3100

2850

3100

1700

2440

2100

3000

2100

2374

2010

Extracción de ADNy productos dePCR

Se extrajo ADN genómico con el método de extracción Miniprep CTAB (Vázquez-

Lobo, 1996). Se ensayaron 14 pares de ologonucleótidos, 7 publicados por Elsik et al,

(2000), derivados del ADN secuenciado de P. taeda y 8 publicados por Echt et al, (1996)

aislados en P. strobus, tres microsatéiites para pinos duros amplificaron de manera

consistente en todas las poblaciones. Los 3 nSSR están conformados por tres pares de bases

(trinucleótidos); PtTX3013 (GTT)n: 130 Pb, PtTX3025 (CAA)n: 250 Pb, y PtTX2123



(AGC)n: 200 Pb. Las reacciones de amplificación y condiciones de PCR fueron realizadas

con el método de Elsik et al. (2000). Los números de acceso a GenBank de los tres nSSR

secuenciaciados son del AY181422 al AY181425. Los productos de PCR fueron separados

con una cámara de secuenciación en geles de poliacrilamida al 6% (7M Urea) y visualizados

con nitrato de plata (Echt et al., 1996). Los geles fueron corridos a 60 V, 50° C por 1.5-3.5

horas, dependiendo del tamaño de los fragmentos. El tamaño de los fragmentos fue calculado

con el programa UVP (Ultra'Violet Products), versión 3.0.2 (1999), y por comparación con

marcadores control de 10 pb.

Análisis de caracteres morfológicos

Los patrones de similaridad y diferencia entre las 13 poblaciones se estimaron con

base a un análisis univariado (ANOVA), el cual nos habla de la cantidad de variación

morfológica debida a los caracteres: tipo de acícula, forma del cono y número de canales

resiníferos. También se realizó un análisis de correlación múltiple entre los tres tipos de

caracteres morfológicos para verificar si se relacionan significativamente o son

independientes entre sí. La agrupación de las diferentes poblaciones fue explorada por medio

de las distancias euclidianas, que son el promedio de distancias aritméticas no estandarizadas,

y que permiten formar grupos jerárquicos de poblaciones representados en un fenograma

(UPGMA; Sokal y Michener, 1958). Para los tres análisis morfológicos se utilizó el programa

Statistica (Statsoft, 1995).

Parámetros de diversidad genética y estructura poblado nal

Todas las estimaciones se obtuvieron con base en las frecuencias alélicas, y con el

modelo de mutación de un paso (SMM). Se obtuvieron varios estimados de la diversidad

genética: Número de alelos (A), diversidad genética dentro de las poblaciones (H, Síatkin,

1995), heterocigosis observada (HQ) y esperada (HE). Por otra parte, realizamos un análisis de

varianza molecular para los alelos con el parámetro 0Ho, que es un estimado de la

homocigosis esperada en una población en equilibrio entre la deriva genética y la mutación

(Zouros, 1997). Además, como 0 - 2Nu, se estimó el tamaño efectivo de las poblaciones.
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Las desviaciones del equilibrio Hardy-Weinberg (H-W) fueron obtenidas por el

déficit de heterócigos esperados. Su significancia se estimó con 1000 permutaciones (Slatkin

y Excoffier, 1996). Para el desequilibrio de ligamiento las estimaciones fueron realizadas con

el método de Markov con 1000 permutaciones (Excoffier et al, 1992). También analizamos

las posibilidades de determinar si la introgresión observada era ancestral o reciente,

comparando eí déficit tanto de heterócigos como de desequilibrio de ligamiento entre los

mismos pares de loci. La hipótesis nula de no introgresión fue de asociación de alelos al azar

entre los locí sin déficit de heterócigos y en equilibrio de ligamiento.

La estructura genética entre poblaciones se estimó con eí modelo de mutación de un

paso SMM (RST) para 5 poblaciones puras de P. montezumae, 3 de P. pseudostrobus y 5

híbridas putativas. Se aplicó un análisis jerárquico de varianza molecular (AMOVA) a una

estructura de tres grupos de poblaciones: entre grupos (0CT) poblaciones puras de P.

montezumae, P. pseudostrobus e híbridas, entre poblaciones dentro de grupos (0sc) y dentro

de poblaciones (0ST), SU significancia fue obtenida por 1000 permutaciones no paramétricas

(Excoffier et al, 1992). Para la estimación de los parámetros de la variación genética y de

los estadísticos de la estructura genética se usó el programa Arlequín (Scheinder et al.,

2000).

Para detectar poblaciones mezcladas de las dos especies en estudio se realizó una

aproximación con la estimación del flujo genético empleando el estadístico M - 4Nm,

(Slatkin 1991), dónde M es una estimación de! el número absoluto de migrantes que cambian

entre dos poblaciones, 4N es el tamaño de la población y m es el estimado de la tasa de

migración por generación. Este modelo supone que dos poblaciones de tamaño N obtenidas

de un gran número de poblaciones intercambian una fracción m (migrantes) cada generación,

y que la tasa de mutación u no es importante comparada con la tasa de migración.

Aislamiento por distancia y asociación filogenética

Para el análisis de asilamiento por distancias se utilizó el estadístico M = {MFST -

1/4) que analiza la migración de pares de poblaciones con relación a su distancia geográfica

(Slatkin, 1993; Alvarez-Buylla y Garay, 1994). La significancia se obtuvo con el análisis de

Mantel con 2000 permutaciones (Raymond y Rousset, 1995). Para determinar las relaciones

filogenéticas se construyó un filograma de neighbor-joining, con las distancias estandarizadas



de Nei (1983), distancias que para microsatélites han presentado valores más altos de

confiabilidad estadística que otras distancias (Takezakii y Nei, 1996). La significancia fue

estimada con 1000 permutaciones (Takezaki y Nei, 1996). Para la reconstrucción del

filograma y la obtención de su significancia estadística se utilizó el programa NJBAFG

(Takezaki, 2000).

RESULTADOS

Patrones de variación morfológica

Para el análisis de los tres caracteres morfológicos en un total de 312 muestras se

obtuvieron coeficientes de variación (D. E./M x 100) que fueron de 82.82 a 100.09 %. Los

caracteres más variables fueron tipo de acícula y forma del cono (Tabla 2).

Tabla 2. Estadísticos descriptivos de tres caracteres morfológicos en 13 poblaciones de
P. montezumae, P. pseudostrobus e híbridas putativas.

Variable
Conos (ovoide/cónico)
Acículas (colgantes/extendidas)
C. resiníferos (2-4/3-8)

N
312
312
312

Media
0.553
0.509
0.581

Desv. Est.
0.498
0.500
0.482

Coef. Var.
90.05

100.09
82.82

Con el análisis univariado (ANOVA) los tres caracteres presentaron diferencias

altamente significativas en los valores medios entre los diferentes grupos de poblaciones (Fig.

2). Los valores del análisis de correlación entre las tres variables fueron altos con valores que

van de 0.469 entre las variables forma del cono y tipo de acículas, de 0.400 entre las variables

forma del cono y número de canales resiníferos, y de 0.407 entre tipo de acículas y canales

resiníferos, todas las correlaciones fueron significativas (P = < 0.0009, significancia obtenida

con una prueba de T de Student's).

Para ver si se presentaba algún efecto de selección de los caracteres morfológicos a

nivel de las especies, se realizó un fenograma (UPGMA), el cual agrupa a las poblaciones en

términos de similitud de sus conos, acículas y canales resiníferos (Fig. 3). Se detectaron dos

grupos, el primero formado por las poblaciones de P. montezumae y una población híbrida

(H98), y el segundo formado por poblaciones híbridas y las tres de P. pseudostrobus. Este

análisis indica que las poblaciones de P. montezumae son mas fuertemente asociadas con

relación al resto de las poblaciones de P. pseudostrobus e híbridas putativas, lo que sugiere la
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Figura 3. Fenograma (UPGMA) de 13 poblaciones de/1, montezumae, P. pseudostrohus e híbridas
putativas en México y Guatemala, basado en las distancias euclidianas de tres caracteres morfológicos
(tipo de acículas, forma del cono y número de canales resiníferos).

existencia de eventos de hibridación introgresiva deP. montezumae al resto de las

poblaciones. Estos resultados son importantes porque reflejan la asociación de los individuos

por su morfología entre especies y la adquisición de adaptaciones morfológicas al ambiente.

Variación genética

Se ensayaron doce microsatéütes, de los cuales 5 fueron monomórficos y 4 no

amplificaron en todos los individuos. Solo tres microsatélites polimórfícos amplificaron para

todas las poblaciones. El tamaño de íos fragmentos varió de 2 a 10 pb. Se obtuvieron 25

alelos en total, de 4 a 8 por población. Las poblaciones híbridas putativas presentaron el

mayor número de alelos (20), seguido de P. pseudostrobus (18), y P. montezumae (19). Se

presentaron tres alelos privados en la población P51 de P. pseudostrobus para él locus

PtTX3O13 (125, 139, 140 pb) y uno para el locus PtTX3025 (274pb).
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Tabla 3. Frecuencias alélicas de 3 microsatélites obtenidas para 13 poblaciones de P. montezumae,
P. pseudostrobus e híbridas putativas en México y Guatemala.

Loci (No)

PtTX3025 (1)
264
268
269
270
272
274
276
278
PtTX3013 (2)
125
127
130
135
137
139
141
PtTX2123 (3)
190
192
194
196
198
200
204
206
208

P. pseudostrobus
(No. Pob. = 3)
N - 7 2

P51

0.00
0.12
0.00
0.84
0.00
0.04
0.00
0.00

0.04
0.00
0.13
0.54
0.00
0.10
0.04

0.02
0.00
0.00
0.00
0.00
0.92
0.04
0.02
0.00

P62

0.04
0.02
0.02
0.92
0.00
0.00
0.00
0.00

0.00
0.00
0.02
0.94
0.00
0.02
0.00

0.07
0.00
0.00
0.00
0.02
0.83
0.06
0.02
0.00

P123

0.00
0.04
0.00
0.94
0.00
0.00
0.00
0.02

0.00
0.00
0.00
1.00
0.00
0.00
0,00

0.00
0.00
0.04
0.02
0.00
0.94
0.00
0.00
0.00

Híbridas putativas
(No. Pob. = 5)
N-120

H14

0.04
0.00
0.00
0.96
0.00
0.00
0.00
0.00

0.00
0.00
0.00
1.00
0.00
0.00
0.00

0.00
0.00
0.02
0.00
0.02
0.96
0.00
0.00
0.00

H25

0.00
0.08
0.02
0.88
0.02
0.00
0.00
0.00

0.00
0.00
0.04
0.94
0.02
0.00
0.00

0.02
0.00
0.00
0.02
0.00
0.77
0.00
0.17
0.02

H36

0.02
0.02
0.00
0.96
0.00
0.00
0.00
0.00

0.00
0.00
0.02
0.98
0,00
0.00
0.00

0.00
0.13
0.00
0.04
0.00
0.60
0.06
0.13
0.04

H47

0.00
0.00
0.06
0.94
0.00
0.00
0.00
0.00

0.00
0.00
0.00
0.83
0,15
0.00
0.00

0.00
0.00
0.11
0.00
0.11
0.44
0.04
0.04
0.00

H98

0.00
0.00
0.00
0.88
0.06
0.00
0.00
0.06

0.00
0.08
0.04
0.88
0.00
0.00
0.00

0.00
0.00
0.00
0.02
0.19
0.71
0.00
0.02
0.08

P. montezumae
(No. Pob. = 5)
N=I20

M79

0.00
0.06
0.00
0.86
0.00
0.00
0.02
0.06

0.00
0.00
0.00
0.94
0.06
0.00
0.00

0.00
0.00
0.02
0.00
0.10
0.65
0.10
0.13
0.00

MI0

0.00
0.06
0.06
0.78
0.04
0.04
0.02
0.04

0.00
0.00
0.00
1,00
0,00
0.00
0.00

0.02
0.00
0.00
0.02
0.21
0.67
0.00
0.04
0.00

M U

0.00
0.00
0.00
0.86
0.10
0.00
0.00
0.00

0.00
0.00
0.25
0.65
0.06
0,00
0.00

0.00
0.00
0.00
0.02
0.00
0.98
0.00
0.00
0.00

M12

0.00
0.00
0.00
0.75
0.14
0.00
0.00
0.02

0.00
0.00
0.05
0.88
0.05
0.00
0.00

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
1.00
0.00
0.00
0.00

M13

0.00
0.00
0.00
0.80
0.20
0.00
0.00
0.00

0.00
0.00
0.00
0.98
0.02.
0.00
0.00

0.10
0.00
0.08
0.00
0.19
0.63
0.00
0.00
0.00

Asimismo, se presentó un alelo privado en las poblaciones híbridas de H25, H36 y

H98, para el locus PtTX2123 (208), así como en las poblaciones H98 y H36 para el locus

PtTX3013 (126), y el locus PtTX2123(192) de manera respectiva. En P. monteznmae no se

encontraron alelos exclusivos o privados (Tabla 3). Los aleíos más frecuentes fueron 270,

135, 200, tanto en poblaciones puras como híbridas. Los alelos más frecuentes para las

poblaciones puras de P. montezumae fueron el 270,135, y 198, para P. pseudostrobus los

alelos 270, 136 y 200, y para las poblaciones híbridas putativas los alelos 270, 135, y para el
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tercer locus los alelos 206 y 208, lo que puede ser un indicador de altos niveles de flujo

genético entre las poblaciones.

Tabla 4. Sumario de estimados de la variación y estructura genética en 13 poblaciones de P.montezumcte,
P. pseudostrobus e híbridas. Para cualquier población se muestra; el nombre de la población y tamaño
(TV); el número de alelos (A); la diversidad genética obtenida de los haplotipos (H); ía heterocigosis
observada (Ho) y esperada (HE); * - la probabilidad de déficit de heterócigos (P = 0.05); D. E. -
Desviación Estándar; F]S y Rsr - la divergencia genética dentro y entre poblaciones con el modelo de un
paso (SMM); FjS* valores significativos que se desvían de H-W por exceso de homocigos (P = 0.05);
RST* valores significativos de diferenciación genética (P = 0.05).

Población N A H (D.E) F,s(SMM)

P. pseudostrobus
P51
P62
P223
Media

. 24
23
23
23

Híbridas putativas
H14
H25
H36
H47
H98
Media

24
24
24
23
24
24

P. montezumae
M79
MÍO
Mi l
M12
C13
Media

24
24
24
20
24
23

13
13
9
11.6

6
12
11
10
9
9.6

10
11
8
8
8
9

0.349 (0.262)
0.176(0.166)
0.084(0.107)
0.203(0.178)

0.055 (0.084)
0.246 (0.206)
0.244 (0.205)
0.213(0.218)
0.309(0.241)
0.213(0.191)

0.289 (0.230)
0.280 (0.225)
0.249 (0.208)
0.107(0.146)
0.217(0.190)
0.228(0.199)

0.354
0.178
0.086
0.206

0.083
0.278
0.236
0.396
0.208
0.241

0.342
0.212
0.227
0.126
0.188
0.219

0.399
0.223
0.147
0.256

0.122
0.271
0.272
0.362
0.346
0.275

0.328
0.302
0,298
0.244
0.200
0.273

0.771
0.687
1.000

1.000
1.000
0.820
0.743
0.033*

0.934
0.013*
0.671
0.516
0.668*

0.038 0.022

0.049 0.082*

0.138* 0.122*

Media general 23 10 0.214(0.21) 0.221 0.274 0.075 0.075
Nota: Ho y HEpresentaron valores de D. E. iguales a cero, no significativos (P = 0.05)

Los niveles de diversidad genética fueron diferentes entre las poblaciones y especies

(Tabla 4). Las poblaciones más diversas genéticamente (H) fueron dos puras de P.

montezumae M79 (HE « 0.289), M810 (HE * 0.280) y una híbrida H98 (HE = 0.309). Los

valores más bajos se presentaron en las poblaciones distribuidas en Guatemala, la P123 (HE

= 0.084) y la M12 (HE = 0.107). La heterocigosis observada y esperada fue muy semejante,

pero variable entre las poblaciones, los valores por ejemplo de Ho más contrastantes se

presentaron dentro de las poblaciones híbridas, de 0.083 (H14) a 0.396 (H47), en P.
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montezumae el valor fue de 0.126 (TM12) a 0.342 (MS10), y en P. pseudostrobus de 0.086

(P123) a 0.354 (P51). La contribución de la diversidad genética de las poblaciones parentafes

(H - 0.2155) fue iguai al de las poblaciones híbridas (H — 0.213). Sin embargo la estimación

de la heterocigosis observada fue más alta para las poblaciones híbridas (Ho - 0.241) que de

P. pseudostrobus (Ho - 0.206) y P. montezumae (fío = 0.219). Estos patrones proporcionan

un primer indicador de la detección de introgresión con la mayor contribución de la variación

genética de poblaciones híbridas putativas

Tabla 5. Análisis de Varianza Molecular para los alelos de tres
nSSR de 13 poblaciones dsPinus montezumae^ P, pseudostrobus
e híbridas putativas. 9 — 2Nu, (D. E = desviación estándar)

Infinito
6(H0M)

P. pseudostrobus
P51
PÓ2
P123
Promedio

3.93
0.63
0.19
1.56

Híbridas putativas
H14
H25
H36
H47
H98
Promedio

0.14
1.07
1.62
3.82
1.84
1.608

P. montezumae
M79
MÍO
Mil
M12
M13
Promedio

Promedio
general

2.27
1.73
1.73
0.83
1.22
1.56

1.58

(IAM)
(D.E)

1.34
0.24
0.09

0.07
0.34
0.52
1.06
0.61

0.76
0.60
0.48
0.29
0.35

Modelos

Unpaso(SSM)
9(HOM)

16.75
1.200
0.290
4.320

0.210
2.430
4.410
16.03
5.270
5.724

7.220
4.850
4.850
1.720
2.940
4320

6.08

El análisis de varianza molecular para las frecuencias alélicas indica que las

poblaciones puras de P. pseudostrobus, e híbridas putativas tienen tres veces más varianza
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que las poblaciones de P. montezumae. Esto es, el tamaño efectivo (Ne) de estas poblaciones

es mayor que el de las poblaciones de P. montezumae. Sin embargo, en el análisis entre tos

tres grupos de poblaciones no se obtuvieron diferencias significativas. Esto indica que el flujo

genético es parecido entre grupos (Tabla 5).

Hardy-Weinberg y desequilibrio de ligamiento

El análisis de desequilibrio de Hardy-Weinberg reveló una disminución de

heterócigos para los tres loci en seis poblaciones, los valores con mayor significancia

estadística fueron la población H98 híbrida putativa (P ~ 0.0012), seguida de la población

P62 (P = 0.006170) de P. pseudostrobus, M810 (P = 0.00857) y la M13 (P -0.00465) de P.

montezumae. Las dos poblaciones restantes muestran valores pequeños y cercanos a cero, que

son la población MI 1 (P = 0.0122) y la M12 (P = 0.0327) (Tabla 4). Sin embargo, los valores

promedio obtenidos para el estadístico F¡s (variación genética intrapoblacional) (ver Tabla 4)

presentan un déficit de heterócigos con valores significativos solo para las poblaciones de P.

montezumae (FJS = 0.1397; P = 0.000), pero no en las poblaciones de P. pseudostrobus (FJS

= 0.0386; P = 0.2600) e híbridas putativas (F¡s = 0.0494; P = 0.260), y sugiere que-el

entrecruzamiento entre estas poblaciones se presenta al azar, y que en general se encuentran

en equilibrio H-W.

Los resultados del análisis de desequilibrio de ligamiento entre las poblaciones y

todos los pares posibles de loci se muestran en la Tabía 6. El número de asociaciones

significativas entre todos los posibles pares de loci fue muy bajo. Solo tres poblaciones

híbridas H25, (PtTX3025-PtX3013), H98 y H47 ( ambas PtTX3013-PtX2123) y una

población parental de P. pseudostrobus P62 (PtTX3025-PtX2123) se encontraron en

desequilibrio de ligamiento (P = 0.05), en el resto de las poblaciones se encontró que los

aleíos de los diferentes loci están asociados a azar.

Estructura genética

El promedio de la estructura genética entre las poblaciones fue moderadamente alto

(RST = 0.075), varió de -0.02 a 0.256. El valor más alto de la estructura genética se presentó

entre las poblaciones de P. montezumae (RST = 0.122), seguido de ías poblaciones híbridas

(RST = 0.082), y de P. pseudostrobus (RST = 0.022) (ver Tabla 4). También se observaron
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diferencias significativas de las frecuencias alélicas de las poblaciones de P. montezumae e

híbridas (RST = 0.102; P< 0.000), el valor más altamente significativo se presentó entre las

poblaciones M13 de P. montezumae y H25 híbrida (RST = 0.256), seguido de la población

M i l de P. montezumae y H47 híbrida (RST = 0.250). En contraste, no se presentaron

diferencias significativas entre las poblaciones híbridas putativas y de P. pseudostrobus

(promedio RST — 0.052; P < 0. 300), Las poblaciones mas divergentes entre P. pseudostrobus

e híbridas putativas fueron la P123 c o n H 2 5 y H 4 7 (#sr=0.138, 0.082 respectivamente).

Tabla 6. Prueba de desequilibrio de ligamiento para todos los pares de loci
en 13 poblaciones de P. montezumae, P. pseudostrobus e híbridas putativas.
Solo las probabilidades del desequilibrio de ligamiento son incluidas. Datos
con un asterisco son significativos entre pares de loci (P < 0.05). Los
números de cada loci representan los nSSR descritos en la Tabla 3.

Poblaciones
P. pseudostrobus
P51
P62
P123
Híbridas putativas
H14
H25
H36
H47
H98
P. montezumae
M79
MÍO
Mi l
M12
M13

1/2

0.57
0.33
1.00

1.00
0.04*
1.00
0.77
0.99

0.95
1.00
0.60
0.31
1.00

Pares de loci
1/3

0.93
0.01*
0.07

1.00
0.37
0.28
0.15
0.96

0.37
0.60
0.85
1.00
0.58

2/3

0.82
0.63
1.00

LOO
0.67
0.67
0.01*
0.04*

0.73
LOO
0.83
LOO
LOO

El análisis de varianza molecular (AMOVA) presentó valores bajos pero

significativos tanto entre grupos (RST = 0.064; P < 0.000) como dentro de cada grupo (Rsc =

0.059; P < 0.000) y en el total de las poblaciones (RCT ) 0.005 (P < 0.05). El porcentaje de la

variación entre grupos fue de 0.046%, entre poblaciones dentro de grupos (5.83%), y el

mayor porcentaje de la variación se encontró dentro de las poblaciones (93.67%). Aunado a

esto realizamos un análisis de varianza molecular agrupando de manera independiente a las

poblaciones puras de cada especie, así como de las poblaciones híbridas. En este caso, P.
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montezumae presentó el mayor porcentaje de variación entre las poblaciones (12.26 %),

seguido de las poblaciones híbridas putativas (8.15 %) y de las poblaciones de P.

pseudostrobus (2.36 %) Estos resultados sugieren que las poblaciones de P. pseudostrobus e

híbridas putativas están genéticamente menos estructuradas que las poblaciones puras de P.

montezumae.

Patrones de flujo genético

Los resultados del flujo genético estimados con el parámetro M (migración para pares

de poblaciones) presentaron valores altos (Fig. 4). La población H36 híbrida putativa y 3 de

P, montezumae presentaron valores infinitos. Los otros valores de M altos fueron obtenidos

entre las poblaciones deP. montezumae, Mi l y M12 (M= 763), así como entre poblaciones

híbridas putativas y puras de alguna de las dos especies, H36 y M12 (M= 306.4), H14 y P123

(Af =112.7), H98 y P51 (Ai =112.0), H47 y P62 (M = 106.7). Nuevamente, este resultado

refleja más flujo genético entre las poblaciones de P. pseudostrobus e híbridas putativas, y

entre estas últimas con valores infinitos en algunos casos.

Figura 4. Matriz deM(4Nm) entre 13 poblaciones áeP. montezumae, P. pseudostrobus y
posibles híbridas en México y Guatemala. Inf= valor infinito.

Pobl.

P51
P62
P123
H14
H25
H36
H47
H98
M79
MÍO
MU
M12
M13

P. pseudostrobus

—

18.1
17.7
20
21.1
Inf
05.1
112
11.6
15.2
45.2
17.7
02.9
P51

—
42.2
39.1
07.5
Inf
106.7
07.9
06.7
103.8
03.8
06.9
06.9
P62

—
112.7
5.6
Inf
03.2
09.9
06.7
Inf
03.3
19.5
03.3.
P123

07.6
Inf
02.3
6.9
05.4
13.5
02.5
05.6
02.3
H14

—
inf
10.1
13.0
Inf
06.5
04,3
07.3
01.4
H25

Posibles híbridos
—
Inf
29.7
Inf
Inf
11.0
306.4
03.8
H36

—
05.1
07.2
08.9
01.5
01.9
08.8
H47

—
17,6
15.5
Inf
89,9
2.7
H98

—
10.8
03.8
37.8
01.8
M79

P. montezumae
04.7 ---
763 04.22 —
06.7 01.8 01.9 —
MÍO Mi l M12 M13
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Aislamiento por distancia y relaciones filogenéúcas

Las poblaciones más alejadas genéticamente (DA) fueron dos población de posibles

híbrida H14 y H47 (0.250-0.168). Las poblaciones más cercanas genéticamente fueron las

poblaciones puras de P. montezumae (0,005), y una mezcla entre las poblaciones híbridas y

puras de las dos especies. Estos resultados sugieren que tanto poblaciones híbridas como

puras presentan distancias genéticas muy similares, por lo que no se observan diferencias

significativas. Además, no se presentó ningún patrón de aislamiento por distancia entre

poblaciones puras de cada grupo y entre el total de las poblaciones analizadas (r = 0.120, P =

0.333).

H2S m/p

69

31

32

SO

H36 m/p

80

P51 P.p

93

P62 P.p
_ Mil P.m

MllP.m

50
H14 p/m

L— P123 P.p

45

32

H98 m/p

M79P.M

MÍO P.m

70
BAlp/m

MU P.m

0.075 0.050 0.025 0.00

Figura 5. Fílograma que muestra las relaciones genéticas entre poblaciones (DA) con base a
3 SSR nucleares. Bootstrap basado en 1000 replicas (porcentajes). Las ramas con
interlineado representan a las poblaciones puras de P. psettdostrobus (P. p); las ramas con
lineas continuas representan a las poblaciones puras de P. montezumae (A m); y las lineas
punteadas a las posibles poblaciones híbridas, dominadas por individuos de i \ montezumae
(m/p) o bien por P. pseudostrobus (p/m\
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El fílograma obtenido muestra dos grupos, el primero formado por las tres

poblaciones puras de P. psendostrobus, tres poblaciones híbridas (H25, H36, y H14) y dos

de P. moníezumae (Mil y M12). Mientras que el segundo grupo, esta representado por tres

poblaciones puras de P. montezumae (M79, MÍO, y M13) y dos poblaciones híbridas (H98 y

H47) (Fig. 5). Estos resultados sugieren que la mayoría de las poblaciones híbridas están mas

ligeramente relacionadas a las poblaciones puras de P. pseudstrobus que con las poblaciones

de P. montezumae, y por el otro lado, que la introgresíón es simétrica, con intercambio de

material genético entre las dos especies.

Si comparamos ías agrupaciones obtenidas con ambos caracteres morfológicos

y moleculares vemos que la población H98 se ubica en ambos casos dentro del grupo de P.

montezumae. Las poblaciones puras de P. moníezumae Mi l y M12, se asocian fuertemente

entre ellas (molecular = 93% morfológico = 97%), pero en el caso de los datos moleculares

se observa la mezcla de alelos entre estas poblaciones y las poblaciones puras de P,

pseudostrobus e híbridas putativas, lo cual indica que las agrupaciones formadas con ambos

tipos de datos son diferentes.

DISCUSIÓN

Amplificación hetero-específica

Se ha reportado que para detectar alelos heteroespecífícos en poblaciones de

diferentes especies se requiere tener bien diferenciadas a las poblaciones alopátricas y del uso

de marcadores altamente polímórficos (Williams et al, 2000; Elsik et al, 2001). Por lo que

los micro satélites son ampliamente recomendables, sin embargo, se ha mencionado que los

nSSR, son marcadores de muy poca información para hacer inferencias filogenéticas, ya que

los polimorfismos tienden ha ser ampliamente variables de taxon a taxon (Feldman et al,

1997), o bien, se presenta muy poca diferenciación en el tamaño medio de los alelos en taxa

muy relacionados filogenéticamente, por lo que no separan claramente a las especies (Garza

et al. 1995). En este estudio, demostramos que nSSR trinucleótidos pueden ser de gran ayuda

para diferenciar entre taxa muy relacionados filogenéticamente como fueron las poblaciones

puras de cada especie, así como para detectar eventos de hibridación introgresiva entre las

poblaciones de las especies. Los microsatélites usados en este estudio han sido caracterizados

por ser muy similares entre las secuencias de los sitios de anclaje de los iniciadores, de la
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región que amplifican los iniciadores y de la composición de los nucleotidos, soportando el

supuesto de ortología (Kutil y Williams, 2001). Lo que puede ser sustentado con las

secuencias obtenidas en este trabajo (ver número de acceso a GenBank en eí apartado de

materiales y métodos). En contraste, los nSSR dinucleotidos imperfectos ó compuestos, dejan

duplicaciones de fragmentos o no amplifican entre especies (Karhu et al, 2000; Kutil y

Williams, 2001). Solo los microsatéíites formados por trinucleótidos fiieron polimórficos y

conservados en las especies estudiadas y en varias especies ensayadas de ambos subgéneros

(datos no mostrados), por lo que al igual que Kutil y Williams (2001) concluimos que nSSR

trinucleótidos pueden ser muy buenos candidatos para atestiguar polimorfismos trans-

específícos entre especies.

Variación y estructura genética

Las poblaciones analizadas presentaron valores relativamente altos e iguales para

todos los estimadores de la variación genética. Los valores de HE, se encuentran entre el

promedio obtenido para otras especies de pino reportadas con isoenzimas de 0.200 á 0.250

(Ledig 1998; Delgado et al, 2002) (revisar la Tabla 1 del capítulo II), así como para el

promedio de nSSR en 5 especies que se han analizado de 0.26 a 0.30 (este estudio y el de

Moreno 2002) (ver Tabla 7). Los valores ÚQH fueron semejantes en las poblaciones híbridas

y de P. moniezwnae, y la Ho fue mayor en las poblaciones híbridas putativas. Se ha

demostrado que la contribución de los híbridos a la variación genética debe ser mayor a la de

los parentaíes, por lo que la variabilidad genética se ve incrementada (Arnold, 1992; Roques

et al, 2001). En este caso, las poblaciones híbridas putativas presentaron los valores más

altos de variación genética. Además, estas poblaciones presentaron el mayor número de

alelos únicos o raros. Lo que puede deberse a nuevas mutaciones o por introgresión con otras

especies (Williams et al, 2000). En particular se han detectado eventos de introgresión de P.

montezumae y P. hartwegii en México (Matos et al, 2000), situación que puede ser una

explicación para la presencia de alelos raros en estas poblaciones híbridas putativas como es

el caso de la población H98 de Chiapas, donde la especie cohabita con P. hartwegii y podrían

estar presentando eventos de flujo genético interespecífico entre sus poblaciones.
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Tabla 7. Estimados de la heterocigosis esperada (H%) obtenidos con microsatélites nucleares (nSSR)
en especies de pinos (los nSSR fueron aislados de P. taeda y descritos por Elsik et al., 2000).

Taxon

P. maximartinezii
P. nelsonii
P. taeda
P. montezumae
P. pseudostrobus
Promedio

Tipo de distribución

Restringida
Restringida
Ampiia
Amplia
Amplia

Hs

0.300
0.071
0.513
0.274
0.260
0.283

Número de
Loci
3
3
18
3
3

Referencia

Moreno (2001)
Rentería (2001)
Elsik et al. (2000)
Este estudio
Este estudio

Corno menciona Weir (1996), en ausencia de selección una simple generación de

apareamiento al azar puede restaurar el equilibrio H-W en poblaciones híbridas, conclusión

que podría ser aplicada al presente estudio, ya que solo una población híbrida (H98) presentó

desviaciones de H-W y el valor promedio de ía Fm para las cinco poblaciones híbridas

putativas no se desvían significativamente de H-W. Estos resultados son comparables a los

obtenidos con otras especies de pino (Williams et al, 2000; Wang et al, 2001). Por ejemplo,

Wang et al, (2001) encuentra que para un complejo de especies (P. yurmanesis, P.

tabuliformis y P. demata), ninguna de las poblaciones se desvía significativamente de H-W.

Ellos concluyen que el encontrarse las poblaciones en equilibrio H-W es un indicativo de un

estado avanzado de estabilización de estas poblaciones híbridas. Aunado a lo anterior, las

poblaciones híbridas putativas fueron las que se encontraron en más desequilibrio de

ligamiento, lo cual puede estar directamente relacionado con el flujo genético entre las

mismas. Weir y Cockerham (1979) mencionan que en poblaciones que se encuentran en

desequilibrio de ligamiento el flujo genético es uno de los factores que las mantiene en tal

condición, como es el caso de las poblaciones híbridas putativas donde se observan los

valores más altos de flujo genético entre las mismas, incluso se presentan valores infinitos de

Nm.

El valor promedio de diferenciación genética (RST) obtenido fue semejante a los

reportados con isoenzimas para pinos de amplia distribución, de 0.13 (Ledig, 1998; Karhu et

al, 1996). Sin embargo, los valores de RST fueron contrastantes entre las poblaciones de P.

montezumae (0.12) y P. pseudostrobus, (0.02), esto puede ser explicado parcialmente por su

distribución geográfica, ambas especies se distribuyen en áreas similares y la mayoría de sus

poblaciones cohabitan en simpatría. Sin embargo las poblaciones puras de P. pseudostrobus
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comparten más alelos con las poblaciones híbridas, por lo que probablemente su distribución

es más continua, y el tamaño de sus poblaciones es mayor. En contraste, las poblaciones de

P. montezumcte se distribuyen en forma discontinua, por lo que están fragmentadas y

presentan valores altos de estructura genética. Lo cual puede ser sustentado con los valores de

N»,. donde las poblaciones de P. montezumae presentaron algunos tamaños poblacionales

menores a P. pseudostrobus (ver Tabla 4).

Flujo genético y relaciones filogenéticas

La estimación del flujo genético (con base a la M) fue alta entre y dentro de ías

poblaciones puras e híbridas putativas, superior a las reportadas en otras especies de pinos de

amplia distribución (P. flexilis: Schuster et al, 1989; P. taeda: Friedman et al, 1985). Tanto

las poblaciones híbridas putativas como puras tienen diferentes grados de hibridación

introgresiva, por lo que el intercambio de material genético no muestra un patrón geográfico

claro. Por ejemplo, la población mezclada H98 que se distribuye en Chiapas fue una

población que presentó valores altos de diversidad genética y de desequilibrio de ligamiento,

pero sus valores de flujo genético estuvieron en la media del resto de las poblaciones. En

cambio, la población H36 tuvo valores altos de flujo genético tanto con poblaciones puras

como híbridas. Esta población, junto con el resto de las poblaciones híbridas se distribuyen

en el Eje Neo volcánico, por lo que es muy probable que esta zona sea un centro de

hibridación entre estas especies, y probablemente con otras especies con las que se asocian,

como P. teocoíe, P. douglasiana, P. michoacana y P. hartwegii.

Las relaciones genéticas de las poblaciones indican que existe una hibridación

introgresiva bidireccional, por lo que los dos grupos que forma el filograma no presentaron

distancias genéticas grandes, resultado que podría sugerir que la hibridación introgresiva se

ha presentado a través de la historia evolutiva de estas especies, y podría ser ancestral.

Aunado a esto los resultados de los datos morfológicos nos muestran que las poblaciones

híbridas putativas están mas asociadas a las poblaciones puras de P. pseudostrobus, donde se

observa una agrupación más fuerte de las poblaciones puras de P. montezumae. Asociación

que también se obtuvo con datos de microsatélites de cíoroplasto (cpSSR) (Capítulo ÍV), lo

cual indica que P. montezumae es una especie más cohesiva evolutivamente lo que se refleja

en su morfología. Es probable que los caracteres utilizados sean filogenéticamente
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diagnósticos de estas especies, ya que la topología del filograma obtenido con cpSSR

concuerda con el obtenido con IQS caracteres morfológicos. Vemos entonces que la

comparación de caracteres morfológicos y de cpSSR con relación a los nSSR es interesante,

ya que se presentaron diferencias en las agrupaciones que no fueron detectadas con datos

morfológicos ni con cpSSR y que sin embargo existen con eí uso de ADN biparental (2N),

demostrando el grado de la introgresión (ancestral) y las adaptaciones ecológicas diferentes

de las poblaciones de las dos especies. Es decir, se observa una mayor capacidad adaptativa

de P. montezumae a condiciones variables que P. pseudostrohus, ya que P. montezurnae,

tiene una mayor capacidad de invadir diferentes habitat, mayor diseminación de polen y

fertilidad.

La presencia de alelos iguales en todas las poblaciones puede deberse a tres aspectos:

1) las limitaciones de los marcadores usados, ya que los alelos más frecuentes fueron los

mismos para todas las poblaciones y soío algunos fueron únicos para las poblaciones

paténtales pero con frecuencias bajas. Sin embargo, en el trabajo realizado con cpSSR

(Capitulo IV), también se encontraron alelos compartidos entre las especies, aunque en

frecuencias bajas, lo cual no influyó para el seguimiento de la dinámica de las rutas de la

introgresión; 2) diferentes tasas de mutación en comparación a SSR de cíoroplasto. Las tasas

de mutación calculadas para cpSSR en pinos son de 10 ~5( Provan eí al, 1999). Las tasas de

mutación para nSSR en pinos no se conocen, pero podrían ser menores a los cpSSR, al ser

formados en su región repetitiva por dinucleótidos o trinucleótidos, las probabilidades de

mutación son menores que en microsatélites formados por mononucleótidos como son los

cpSSR; y 3) la manera en que se heredan los nSSR, biparental (2N), por lo que el tamaño

efectivo es por lo menos dos veces mayor que el de ADN citoplasmático en condiciones de

equilibrio (Dong y Wagner, 1994). Por ende, tiene dos veces más probabilidades de generar

un mayor grado de traslape de alelos. Dicho traslape sin embargo nos puede proporcionar

mayor información de la cantidad de flujo genético y del grado de introgresión entre las

poblaciones que el ADN uniparental (Lu, 2001). Esto es, los microsatélites nucleares son más

precisos en detectar eventos de introgresión y los marcadores citopíasmáticos nos pueden

hablar más de las relaciones genealógicas de las poblaciones y de linajes originados por la

introgresión.. Es importante subrayar que este tipo de resultados solo se pueden generar a

través de la introgresión acumulada durante muchas generaciones, por lo que podemos
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considerar que en esta primera aproximación de la detección de la hibridación introgresiva,

las frecuencias tan homogeneizadas entre las diferentes poblaciones si están reflejando una

alta incorporación de alelos interespecífícos por hibridación ancestral.

Varios factores pueden estar involucrados en la hibridación introgresiva simétrica

observada, principalmente factores ecológicos, como son; selección del habitat, abundancia y

periodos reproductivos. Hasta ahora no existen antecedentes de la capacidad de dispersión de

polen y/o fertilidad de semillas de estas especies, sin embargo Delgado (1994) reporta para

una zona de Michoacán que P. montezumae produce 49% más semillas viables que P.

pseudostrobvs, por lo que algunas de las diferencias obtenidas (por ejemplo en la diversidad

genética o heterocigosis) podrían deberse a una mayor viabilidad de semillas y fertilidad de

polen de P. montezumae que de P. pseudostrobus. También se conoce que para algunas

coniferas el polen puede dispersarse sobre grandes distancias, más de 1500 m (Adams, 1992),

y algunas semillas alcanzan más de 300 m (Zasada, 1985). Estas estimaciones nos hablan de

la factibilidad de intercambio de polen entre poblaciones de especies muy relacionadas,

donde bajos niveles de flujo genético son suficientes para la homogenización. P.

montezumae y P. pseudostrus son especies que en su mayoría habitan en simpatría y que su

ciclo fenológico esta sobrelapado (Patino et al, 1983). Esto promueve oportunidades de

diseminación de polen de ambas especies en periodos de tiempo semejantes y

consecuentemente la activación de la hibridación introgresiva.

La contribución de una u otra especie parentaí a la hibridación introgresiva es muy

difícil de discernir con la información obtenida. Sin embargo, en el estudio de Delgado et al,

(Capítulo IV), realizado con cpSSR, y con las mismas especies, se encontró una introgresión

asimétrica de P. montezumae a P. pseudostrobus, es decir incorporación de material genético

de cloroplasto vía polen. Probablemente la alta homogenización que observamos en este

estudio puede deberse a la contribución de la hibridación introgresiva de P. pseudostrobus,

probablemente actúa como especie madre y receptora de polen, y la incorporación de sus

variantes aléücas a P. montezumae puede estar dada por una eficiente diseminación de

semillas. Esta hipótesis puede ser estudiada con un análisis de ADN de mitocondria, ya que

esta se hereda vía materna. En conclusión, los factores que posiblemente están más

relacionados con la hibridación introgresiva de estas especies, son, i) el rompimiento de las

barreras reproductivas entre las dos especies (lo cual se facilita en pinos al no existir
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mecanismos precigóticos que impidan la unión o fusión de los gametos) ii) los sistemas

reproductivos de entrecruzamiento, üi) una eficiente diseminación de polen y semillas por el

viento y iv) una mayor capacidad adaptativa de P. montezumae.

Especiación y conservación

El impacto que deja la hibridación introgresiva es de gran importancia tanto desde el

punto de vista evolutivo como de la biología de la conservación. En el primer aspecto, un

posible escenario de la historia evolutiva seria que entre estas especies podría haber

introgresión ancestral, proceso que ha permanecido hasta ahora a través de la transmisión

continua de material genético entre las poblaciones de ambas especies. En la actualidad esto

podría haber originado la disminución del rango de distribución de las poblaciones puras,

principalmente de P. pseudosirobus, donde varias de las poblaciones híbridas putativas

fueron indígenas de P. pseudostrobns y que actualmente están conformadas por individuos

posibles híbridos. Hipótesis que es de gran relevancia porque nos habla de la extinción de

poblaciones locales y colonización de individuos originados por el proceso de hibridación

introgresiva. Las implicaciones que tienen estos resultados en la biología de la conservación

son claras: se requiere de la conservación uin situ" de por lo menos tres poblaciones híbridas

putativas, en Chiapas (H98) y en el Estado de México (H36 y H47), siendo estas ultimas las

más diferenciadas genéticamente, por lo que posiblemente podrían representar dos centros de

diversificación genética y el posible origen de un linaje independiente. Finalmente, para estas

especies existe una gran deforestación, P. pseudosirobus ocupa el primer lugar de especies

maderables para su explotación y comercialización dentro y fiaera de México y

Centroamérica (Saucedo y Acosta, 1988). Por tal motivo la deforestación ha contribuido a la

modificación del habitat con la consecuente colonización de otras especies por hibridación

introgresiva.

Es difícil predecir cuales hibridación pueden dejar zonas estables y cuales pueden

ocasionar la extinción de las poblaciones locales; mucho más estudios empíricos,

particularmente los relacionados con el rompimiento de barreras reproductivas entre estas

especies y con la adecuación de las poblaciones híbridas, podrían ayudar a clarificar el efecto

que tienen los híbridos en la extinción de poblaciones parentaíes y en su exitosa

colonización.
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RESUMEN

Pinas pseudosírobus y P. montezumae son dos especies de pinos muy relacionadas

fílogenéticamente. Pertencen a la subsección Ponderosae, con una amplia distribución

geográfica en México y Centroamérica. Históricamente estas especies han tenido una

distribución geográfica similar, donde la mayoría de sus poblaciones cohabitan en

simpatría. Información sobre su morfología, anatomía y de datos moleculares, sugiere que

estas especies presentan eventos de híbridización introgresiva, que pueden estar implicados

en la especiación u origen de nuevos linajes. En este estudio utilizamos datos de

microsatélites de cloroplasto (cpSSR) para hacer un análisis fílogeográfico sobre la

estructura genética de las poblaciones y la dinámica de la introgresión. Para ello usamos

haplotipos de 6 cpSSR (mononucleótidos) en 13 poblaciones de P. montezumae y P.

pseudostrobus. Los análisis fueron basados en métodos analíticos de la genética de

poblaciones clásica, así como de la teoría de coalescencia. Los datos nos permitieron

detectar eventos de hibridización introgresiva, resultado de la incorporación de material

citoplasmátíco de manera unidireccional de P. montezumae a las poblaciones de P.

pseudostrobus. La estructura genética de las poblaciones, así como la dinámica de la

hibridización introgresiva resultan de relaciones genealógicas y geográficas de eventos

históricos de expansión, aislamiento por distancia y fragmentación de las poblaciones. Con

base al concepto cohesivo de especie, sugerimos la existencia de dos linajes independientes

(P. montezumae y P. pseudostrobus) y de un linaje no independiente representado por el

evento de introgresión de haplotipos de las poblaciones híbridas putativas y de P.

pseudostrobus.

Palabras clave: Microsatélites de cloroplasto, filogeografía, coalescencia, hibridación

introgresiva, Pinus.



INTRODUCCIÓN

La hibridación introgresiva es un proceso importante dentro del campo de la

evolución (Anderson, 1949; Stebbins, 1959; Grant, 1981; Riesenberg, 1995), es definida

como la incorporación selectiva de material genético ajeno a la especie por hibridación y

retrocruza repetida (Anderson, 1949). En particular, la detección de este proceso en especies

del género Pinus, y las relaciones parafíléticas obtenidas en algunas secciones y

subsecciones (Strauss y Doerkes, 1990; Listón et al, 1999; Gernandt et al, 2001) sugieren

que varias especies se han originado y evolucionado a través de la hibridación introgresiva.

Por ejemplo, algunas especies de Asia son capaces de hibridizar y se ha postulado que P.

demata, se originó por medio de la hibridación ancestral entre P. tábulaeformis y P.

yunnanensis (Wang y Szmidt, 1990; Wang et al, 2001). También se ha detectado este

proceso en el complejo de pinos Halapensis en Europa (Bucci et al, 1998) y entre otras

especies de EUA (como P. ponderosae, Critchfield, 1986; P. taeday P. echinaia, Edwards-

Burke et al, 1997). Además existen casos de hibridación introgresiva en otros géneros de

coniferas como Picea (Stibe et al, 1989; Sutton et al,, 1991), Larix (Szmidt et al, 1988), y

Abies (Isoda et al, 2000). Estos estudios han sido realizados con base en análisis

fúogenéticos y de la genética de poblaciones clásica. Sin embargo, recientemente se han

generado estudios que analizan la introgresión de una manera más fina y robusta, basados en

la teoría de coalescencia (Templeíon et al, 2001). En México, usando esta metodología se

han detectado eventos de introgresión ancestral entre P. montezumae y P. hartwegü (Matos

y Schaal, 2000). La teoría de coalescencia trata de conocer eventos evolutivos que

sucedieron en el pasado bajo el análisis de una genealogía de genes (Kingman, 1982a, b;

Tavaré, 1984; Avise, 1989; Ewens, 1990; Hudson, 1990; 1992). La información contenida

en las genealogías no solo nos hablan de la variación genética de las poblaciones, sino de la

manera en que se distribuye espacial y temporalmente, así como de la interpretación de

posibles eventos de la demografía histórica de las poblaciones (expansión de! rango,

colonización o fragmentación; Templeton et al, 1995; Templeton, 1998). Estos análisis

están basados en métodos de parsimonia y son sujetos de análisis estadístico (Templeton,

1992). Básicamente se forman grupos de hapíotipos subdivididos jerárquicamente en ciados

anidados, que son utilizados para atestiguar la asociación de los hapíotipos con diferentes

variables (por ejemplo, distribución geográfica y altitudinal) con base en una %2 (Templeton



eí al., 1987; Templeton y Sing, 1993). Un aspecto de gran relevancia que se ha planteado a

la luz de la teoría de coalescencia ha sido la integración de este marco teórico para el análisis

de procesos de especiación, los cuales pueden ser potencialmente inferidos al detectar fases

evolutivas clave de la especiación dentro de las diferentes partes de la red de haplotipos

(Templeton, 2001). La hipótesis que prueba es si las especies en estudio son linajes

evolutivos independientes (especiación culminada) o bien, forman parte de un mismo linaje

(especiación en proceso). Si el resultado es que dos o más especies forman parte de un

mismo linaje evolutivo, pueden ser detectadas las causas de dicho patrón evolutivo como

puede ser la presencia de polimorfismos transespecíficos, selección de linajes al azar, e

hibridación (Avise, 1994; Templeton, 2001). En el presente estudio se hizo un análisis de

los patrones de diferenciación genética y de la dinámica de la hibridación introgresiva de

poblaciones naturales de P. montezumae y P. pseudostrobus, utilizando microsatélites

polimórficos de cloroplasto.

P. montezumae y P. pseudostrobus son dos especies nativas de México y Centro

América. En estas especies se han sugerido eventos de hibridación introgresiva con base en

datos morfológicos, bioquímicos, anatómicos y moleculares (Martínez, 1948; Mirov, 1967;

Perry, 1991; Delgado y Pinero, en elaboración). Además, para P. montezumae se han

detectado eventos de introgresión con otras especies de pino como P. hartwegii (Mirov,

1967: Matos y Schaal, 2000), P, michoacana, P. douglasiam (Perry, 1991) y P. ponderosa

(Liddecoet y Ridher, 1961). P. montezumae y P. pseudostrobus están muy relacionados

filogenéticamente y pertenecen a la subsección Ponderosae (Little y Critchfield, 1969;

Farjon y Styles, 1997). Su distribución geográfica es extensa y dentro de un rango

altitudinal amplio (1600 a 3300 msnm). Las poblaciones puras de las especies ocupan zonas

aisladas de la parte Norte y sur de México, al igual que las poblaciones de Guatemala que

ocupan parte de la Sierra de Juárez. Las poblaciones simpátricas se encuentran

fundamentalmente en el Eje Neovolcánico, región que ha sido mencionada como focal para

el origen de especies de plantas por hibridación (Rzedowskii, 1978). Recientemente

realizamos un estudio sobre la estructura genética e introgresión de estas especies con base

al uso de microsatélites nucleares (Capítulo III), a partir de los cuales se logró detectar

eventos de introgresión simétrica, donde la baja estructuración genética obtenida entre las

poblaciones refleja una alta hibridación introgresiva entre los individuos de las dos especies.



Los objetivos específicos del presente estudio fueron: i) obtener evidencias de

introgresión de material citoplasmático entre las poblaciones naturales de P. moníezumae y

P. pseudostrobus, ii) conocer cual ha sido la dinámica histórica de la introgresión en las

poblaciones, y iii) determinar como a influido la hibridación introgresiva en la extinción o

generación de linajes evolutivos. Los resultados muestran eventos de hibridación

introgresiva y resultan de la incorporación de material citoplasmático de manera

unidireccional de P. montezwnae a P. pseudostrobus y a las poblaciones híbridas. La

dinámica de la hibridación introgresiva es probablemente, el resultado de relaciones

genealógicas y geográficas de eventos históricos de expansión, aislamiento por distancia y

fragmentación de las poblaciones estudiadas.

MATERIALES Y MÉTODOS

Material vegetativo, extracción de ADN y productos de PCR

Se colectó tejido vegetativo de 312 individuos deP. moniezumae y P. pseudostrobus

para atestiguar polimorfismos intra-e interespecíficos con base en 6 cpSSR en un total de 13

poblaciones y se colectaron 5 poblaciones puras de P. montezumae, 3 puras de P.

pseudostrobus y 5 putativas híbridas; estas se definieron de la información preexistente de

su ubicación geográfica y con base a diferencias morfológicas de aciculas, conos y corteza

(Tabla 1, Fig. 1). Se extrajo ADN genómico utilizando el método de extracción Miniprep

CTAB, modificado por Vázquez-Lobo (1996). Los 6 cpSSR (T)n pares de iniciadores que se

usaron fueron derivados del cloroplasto secuenciado de Pinus ihumbergii; Ptl254, Pt9400,

PÜ520, Pt3025, Pt7195, Pt873O (Vendramín et al, 1996). Las amplificaciones fueron

realizadas con base al método propuesto por Vendramín et al, (1996). Los números de

acceso a GenBank de los cpSSR secuenciados son del AY164477 al AY164480. Los

fragmentos fueron obtenidos con un secuenciador automático (ALF; Pharmacia). Se

utilizaron marcadores de tres cpSSR pares de inicadores que producen tres diferentes

fragmentos (50, 100 and 150 bp). La separación de los fragmentos se realizó sobre geles

desnaturalizantes de poliacrilamida al 6% (7M Urea) de 0.35 mm de espesor y se corrieron

a 1350 V, durante 80 min. El tamaño de los fragmentos fue calculado con el programa

FRAGMENT MANAGER versión 1.1 (Pharmacia) y por comparación con los marcadores

internos y externos de 50 y 150 pb.



Tabla 1. Ubicación geográfica y altitud de los sitios de colecta de las poblaciones tipo; puras
e híbrida putativa de P. montezumae y P. pseudostrobus, en México y Guatemala.

Pobl.

P51

P62

P123

H14

H25

H36

H47

H98

M79

MÍO

M i l

M12

M13

Especie

P. pseudostrobus

P. pseudostrobus

P. pseudostrobus

P. pseudostrobus
P. montezumae
P. montezumae/
P, pseudostrobus
P. montezumae/
P. pseudostrobus
P. pseudostrobus/
P. montezumae
P. montezumae
P. pseudostrobus
P. montezumae

P. montezumae

P. montezumae

P. montezumae

P. montezumae

Tipo

Pura

Pura

Pura

Híbrida putativa

Híbrida putativa

Híbrida putativa

Híbrida putativa

Híbrida putativa

Pura

Pura

Pura

Pura

Pura

Localidad

Tuxtepec
Oaxaca
Aguililla
Michoacán
Caoqué, Jalpa
Guatemala
Malacatepec
Edo. México
Angangueo
Michoacán
Temascal tepec
Edo de México
Zitácuaro
Michoacán
San Cristóbal
Chiapas
Puebla

Tlaxcala

. Ixmiquilpan
Hidalgo
Totonicapan
Guatemala
Cuernavaca
Morelos

Ubicación
Geográfica

96°26'31"
17°19'59"
102°55'36"
18°49'17"
90° 41' 66"
14° 38' 23"
100°09'43"
19°2ri6"
100°17'07"
I9°37'01"
100°02'28"
19°02'35"
100ü2r31"
19°26'15"
92°25'60"
16°44'25"
98°02'30"
19°07'02"
98°02'30"
19°13' 30"
99° 30 '21"
20° 30' 18"
91° 24'08"
14° 55' 60"
19°03'15"
99° 14'30"

Altitud
(msnm)

2144

2370

2043

3100

2850

3100

1700

2440

2100

3000

2100

2374

2010
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Diversidad genética y subdivisión de las poblaciones

Todas las estimaciones se obtuvieron con base en las frecuencias de los haplotipos,

que resultan de la combinación de alelos (que son los tamaños diferentes de los fragmentos

obtenidos para cada loci) de los seis cpSSR utilizados. Para la variación genética se

obtuvieron estimaciones de la diversidad genética dentro de las poblaciones {HE, Slatkin,

1995) y la media del número de diferencias para pares de haplotipos (TI, Tajima, 1993). La

divergencia entre poblaciones fue calculada con el modelo IAM {FST) y SMM (Rsr). Un

análisis jerárquico de varianza molecular (AMOVA, Excofíier et al.t 1992), se utilizó para

analizar la estructura genética de tres grupos de poblaciones, el primero formado por cinco

poblaciones de P. montezumae, el segundo por 5 híbridas y el tercero por tres de P.

pseudostrobus: Los componentes de variación se dividieron en tres grupos: entre grupos

0CT, entre poblaciones dentro de grupos 0sc. y dentro de poblaciones 0ST- La significancia

de los valores fue obtenida por 1000 permutaciones no pararnétricas (Excoffier et al., 1992).

Ei flujo genético (Nm) se estimó indirectamente a partir de la RST siguiendo la formula

propuesta por Slatkin (1991). Para la obtención de los parámetros y estadísticos estimados se

usó el programa Arlequín (Scheneider et al,, 2000).

Reconstrucción filogenética y coalescencia

El conjunto de haplotipos obtenidos fue utilizado para la elaboración de una matriz

de distancias genéticas {DA) de acuerdo a Nei et al, (19S3). A partir de las distancias

genéticas {DA) se realizó un análisis de neighbour-joining con base al modelo SMM

(Slatkin, 1995) tanto para las poblaciones puras de P. montezumae (3) y de P. pseudostrobvs

(5), así como para el total de las poblaciones (13). Su significancia se estimó a través de una

prueba de 1000 permutaciones (Takezaki y Nei, 1996). Para la reconstrucción del filograma

(neighbour-joining) se uso el programa NJBAFD (Takezaki, 1998).

Posteriormente se realizó una selección de los haplotipos que presentaron frecuencias

absolutas superiores a 2, que fue el valor de la frecuencia mínima de haplotipos compartidos

entre poblaciones, y de haplotipos diagnóstico compartidos entre especies y poblaciones

putativas híbridas para ía elaboración de una matriz y reconstruir un árbol genealógico de

mínima extensión (MST) entre haplotipos (Excofíier y Smouse, 1994). El árbol de genes

reconstruido se considera como una variable para estimar estadísticos poblacionales, mismos

P<3tán rplar.innnHnK r.nn 1n<3 nnmnnnñntes He variación v nue están en función exolicíta de



la información fílogenética. El árbol de mínima extensión fue construido con el programa

Arlequín (Schneider et al., 2000). Por otra parte, la misma matriz de distancias genéticas

absolutas se usó para reconstruir una red de haplotipos con base a la estimación de los

límites de parsimonia de acuerdo a Templeton (1992). Este procedimiento comienza

calculando el número de pasos mutacionales entre haplotipos siguiendo las conexiones más

parsimoniosas con una probabilidad igual o mayor que 0.95 (Templeton, 1992). La red de

haplotipos fue obtenida con el programa TCS (Cíement et al, 2001). La corrección de

ambigüedades para la red de haplotipos fue realizado con base en la metodología propuesta

por Crandall et al, (1994) y Cooper et al., (1996). Las asociaciones que generaron muchas

ambigüedades fueron corregidas de acuerdo a uno de los supuestos de la coalescencia, donde

los haplotipos más frecuentes son los más ancestrales e internos (Crandall et al, 1994).

Posteriormente cuando las probabilidades de unión de dos o más haplotipos eran las mismas

(de acuerdo a las frecuencias), se corrigió utilizando las diferencias de una base entre pares

de haplotipos como la conexión más parsimoniosa (Cooper et al, 1996). Finalmente el

análisis de ciados anidados de los haplotipos con relación a su distribución geográfica

(Nested Cladistic Análisis: NCA), así como las inferencias de la demografía histórica fueron

determinados con la metodología de Templeton et al, (1995), y con el uso del programa

GeoDis, de Posada et al (2000).

RESULTADOS

Diversidad genética y subdivisión de las poblaciones

Las amplificaciones de PCR de 18 microsatélites de cloroplasto confirman la

presencia de los fragmentos en las especies de estudio. De 18 cpSSR ensayados, 6 fueron

polimórficos. El tamaño de los fragmentos varió de 2 a 8 pb. Se obtuvo un total de 29 alelos

(de 4 a 6 alelos por locus) y 146 haplotipos. Se presentó un alelo único en la población P62

(Pt7195:143 pb) y en las poblaciones P51 y P123 de P. pseudostrobus. (Pt8730:159 pb). En

P. montezumae. se encontró solo un alelo único en las poblaciones M79 y M810 (Ptl254: 64

pb). En algunas de las poblaciones mezcladas se encontraron alelos raros compartidos como

en las poblaciones H36, H47 y H98 (Pt7195: 144 pb) y en las poblaciones H25 y H36

(Ptl520:124). Los alelos únicos que se presentaron en haplotipos diagnóstico para cada

especie fueron: para P. pseudostrobus el 66 (PU250), 146 (Pt7195), 163 (Pt8730), 125

(Ptl250),141(Pt3025) y 90 (Pt9400), paraP. montezumae el 145 (Pt7195), 127 (PU520), y



140 (Pt3025). El 69% de los 146 haplotípos presentaron frecuencias menores a 0.05 entre

los 312 individuos analizados. Para P. montezumae 48 de 53 (90.6%), en P. psendostrobus

39 de 42 (93%) y para las poblaciones mezcladas 70 de 72 (97%).

Los haplotipos con frecuencias absolutas superiores a 2, así como los haplotipos

diagnostico (compartidos entre las dos especies e híbridos) se presentan en la Tabla 2, el

resto de los haplotipos pueden ser revisados en la dirección electrónica (http:

//www.ecología.unam.mx/laboratorios.html). Los haplotipos más frecuentes fueron: Hl

(67,147,160,126,141,89) y el H6 (67,146,160,124.141,89) tanto en poblaciones puras como

mezcladas. Los haplotipos más frecuentes para las poblaciones puras de P. montezumae

fueron: H34 (67, 147, 161, 126, 141, 89), H36 (67, 147, 161, 126, 140, 89), y H45 (67, 146,

161, 127, 141, 89). Para P. pseudostrobus los haplotipo: H43 (67, 147, 159, 126, 141, 89) y

H20 (67, 146, 160, 126, 141, 190) y para las poblaciones híbridas putativas el hapíotipo H19

(67 146 163 126 141 89) (ver Tabla 2).

Considerando las frecuencias de los 146 haplotipos para el análisis, se encontró que

en todos los parámetros estimados las poblaciones más diversas genéticamente fueron H36

(HE = 0.5404, % = 3.243) y H47 {HE = 0.5115, n = 3.068). Dichas poblaciones han sido

identificadas como híbridas putativas por lo que están representadas por individuos de las

dos especies en estudio (Tabla 3). Para P. montezumae se obtuvieron valores aitos en dos

poblaciones M79 (HE == 0.4752; % - 2,851) y M810 (HE 0.448; % - 2.692) seguido de dos

poblaciones de P. pseudostrobus la población P51 {HE 0.4571; % - 2.742) y la P62 (HE =

0.4130; TI - 2.478). Los valores más bajos se presentaron en las poblaciones distribuidas en

Guatemala, en particular la población P123 (HE = 0.0779, n = 1.438) y la población M12

(HE - 0.0616; % = 0.308) paraP. pseudostrobus y P. montezumae respectivamente (Tabla 3).
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Tabla 3. Estimados de la variación y estructura genética de 13 poblaciones de P. montezumae,
P, pseudostrobus e híbridas, en México y Guatemala (la estimación de la estructura genética
fue obtenida con los modelos IAM y SMM). N= Tamaño de muestra; A= número de alelos;
H= número de haplotipos; HE " Diversidad genética; rc- Media de diferencias entre pares de
haplotipos; i v = diferenciación genética entre poblaciones de acuerdo al modelo de mutación
de alelos infinitos (IAM); R& ~ diferenciación genética de acuerdo al modelo de mutación de
un paso (SMM). D. E - Desviación Estándar; * valores significativos (P - 0.05).

Especie

Población N
P. pseudostrobus
P5I
P62
P123
Media

24
24
24

Híbridas putativas
H14
H25
H36
H47
H98
Media
P. montezumae
M79
M810
Mi l
M12
M13
Media

Media general

24
24
24
24
24

t

24
24
24
24
24

A

15
15
13
14

10
14
21
20
15
16

16
17
18
13
8
14

15

H

17
19
14
16

11
15
19
20
15
16

18
17
12
9

n
13

15

HE (D.E)

0.457 (0.279)
0.413(0.257)
0.078 (0.092)
0.3160(0.209)

0.272(0.185)
0.298(0.199)
0.540 (0.322)
0.511(0.307)
0.345 (0.223)
0.393 (0.248)

0.475 (0.289)
0.449 (0.276)
0.239(0.169)
0.061 (0.073)
0.178(0.136)
0.281(0.209)

0.330(0.2100)

%

2.743
2.478
1.438
2.200

1.630
0.736
3.243
3.068
2.069
2.366

2,851
2.692
1.438
0.308
1.072
1.678

1.970

(D.E)

(1.506)
(1.386)
(0.907)
(1.267)

(1.000)
(1.000)
(1.732)
(0.511)
(1.199)
(1.088)

(1.555)
(1.483)
(0.907)
(0.329)
(0.733)
(1.001)

(1.000)

0.

0.

0.

0

IAM

.146*

273*

270*

.230

SMM

Rsr

0.166*

0.449*

0.258*

0.291

13



Símil ármente, para ia divergencia genética entre poblaciones los valores más altos se

presentaron en las poblaciones híbridas usando los modelos SMM e IAM en la estimación

(RST = 0.449; FST = 0.273) seguido de las poblaciones puras de P. montezumae (RST =

0.258; FST 0,270). La menor diferenciación entre poblaciones se presentó en P.

pseudostrobus (RST = 0.166; = FST 0.146 (Tabla 3), El análisis jerárquico de la varianza

molecular fue relativamente alto entre poblaciones (RST = 0.4037; P < 0.000) y entre

poblaciones dentro de grupos (conformados cada uno por las dos especies y las poblaciones

híbridas putativas) (Rsc = 0.3483; P < 0.000). Mientras que la diversidad media entre

grupos (RCT ) fue de 0.0844 (P < 0.050). El porcentaje de la variación tota! que corresponde

a la diversidad entre grupos fue de 8.44 %, entre poblaciones dentro de grupos de 31.93%,

dejando el mayor porcentaje de haplotipos dentro de las poblaciones con 59.63%. Las

estimaciones del flujo genético (Nm) oscilaron entre 1.272 y 3.52 con una media de 1.45, lo

cual sugiere que existe un intercambio genético moderado entre las poblaciones de ambas

especies analizadas.

Reconstrucción filogenética y coalescencia

Primeramente realizamos la reconstrucción de un árbol de neighbour-joining basado

sobre las distancias genéticas de Nei (DA) que incluye las poblaciones puras de cada especie

para utilizarlo como control de clasificación de las especies para los análisis posteriores, El

resultado reveló dos grupos definidos (figura no mostrada), cada uno conformados por las

poblaciones de cada especie. El filograma obtenido para las 13 poblaciones muestra dos

grupos; el primer grupo esta formado tanto por las poblaciones putativas híbridas como las

poblaciones puras de P. pseudostrobus, mientras que el segundo esta representado por las

poblaciones puras de P. montezumae (Fig. 2). Estos resultados sugieren por un lado que las

poblaciones híbridas son filogenéticamente mas relacionadas a las poblaciones puras de P.

psendsirobus que a las poblaciones de P. montezumae, y por el otro lado, que la introgresión

es unidireccional, con introgresión de material citoplasmático de P, montezumae hacia las

poblaciones híbridas y de P. pseudostrobus.

14
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Figura 2. Dendrograma que muestra las relaciones genéticas entre las 13 poblaciones (DA) estudiadas.
Bootstrap basado en 1000 replicas (se muestran los porcentajes superiores a 40%). La línea negra
representa a las poblaciones puras de P. montezumaet la línea gris a las poblaciones puras de P.
pseudostrobus^ y la linea punteada a las poblaciones putativas híbridas; m/p — población con caracteres
morfológicos en su mayoría de P, montezumae y p/m = caracteres morfológicos en su mayoría de P.
nseuéostrahus.

Las relaciones genealógicas de los 46 haplotipos, con base en el árbol de mínima

extensión (MST), forman tres grupos de haplotipos; el primero que está conformado por la

mayoría de haplotipos de P. montezumae, especie a la cual pertenecen los dos haplotipos

con mayores frecuencias (Hl y H34), mezclados con haplotipos también presentes en

individuos híbridos y de P. pseudostrobus (Fig. 3). El segundo grupo esta conformado por la

mayoría de los haplotipos presentes en P. pseudostrobus y los híbridos. Un tercer ciado esta
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conformado tanto por un haplotipo de P. psendostrobus e híbridos y por dos haplotipos de P.

montezumae. Los resultados sugieren que !as poblaciones presentan una introgresión

ancestral, ya que uno de los haplotipos de mayor frecuencia y por tanto más ancestral (Hl),

esta representado en las dos especies y en una población híbrida (H14). Nuevamente, se

observa una introgresión asimétricamente mayor de P. montezumae hacia las poblaciones de

P. pseudostrobus.

Los valores obtenidos de las relaciones más parsimoniosas entre los

haplotipos de la red o genealogía fueron altos en todos los pasos de la red (P = 0.95). Sin

embargo, se generaron varias ambigüedades fundamentalmente de homoplasias entre los

haplotipos H1-H34, H36-H35-H1O, H1-H28-H42, y H16-H39-H17, las cuales fueron

corregidas como se describe en el apartado de materiales y métodos. La red de haplotipos

muestra a dos de los haplotipos más frecuentes como centros de diferenciación (H34 y Hl)

cada uno forma parte de un subgrupo (4-1 y 4-2 respectivamente) (Fig. 4). El subgrupo 4-1

incluye a 23 haplotipos (la mayoría representados por P. montezumae) los cuales integran a

las 13 poblaciones estudiadas. El subgrupo 4-2 esta formado por 22 haplotipos, de los cuales

la mayoría pertenecen a la especie P. pseudostrobus, conformado por haplotipos de 8 de los

sitios de estudio. Estos dos subgrupos concuerdan con e! filograma obtenido, excepto que en

el filograma se muestra un tercer grupo formado por 6 haplotipos, los que están

representados en el grupo 4-2 de la red de haplotipos. H4 y H27 pertenecen a P.

pseudostrobus y son haplotipos internos, dos haplotipos de híbridos H15 y H14 que son

externos, y los haplotipos H33 y H37 que fueron corregidos por las diferencias en sus

tamaños con relación a los haplotipos que los conectan, quedando dentro del subgrupo-1

como haplotipos terminales, pero muy cercano al haplotipo H34 interno y ancestral.
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Figura 3. Relaciones genealógicas de los haplotipos (cpSSR)
con base al método de mínima extensión (MST), de Excoffier
y Smouse (1994). Los rectángulos negros representan a los
haplotipos obtenidos en las poblaciones puras de P. moníezumae,
los rectángulos blancos representan a los haplotipos de las
poblaciones puras dsP. pseudostrobus, los rectángulos rayados
representan a los haplotipos diagnostico de las poblaciones
híbridas putativas, los rectángulos con dos o tres colores
representan a las combinaciones de haplotipos presentes en los
tres tipos de poblaciones (p = 0.05).
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Figura 4. Red de haplotipos de cpSSR de las poblaciones de P. montezumae y P. pseudostrobus, e híbridas putativas y grupos
de anidamiento asociados. La red de haplotipos fue estimada al 95% de confiablidad, con el uso de los algoritmos de Templeton
(1992). Los ceros indican haplotipos intermedios entre los haplotipos observados pero que no se obtuvieron en las muestras. Las
lineas solidas entre los haplotipos indican un cambio mutacional que interconecta dos haplotipos. Las lineas punteadas entre
haplotipos indican ambigüedades (conecciones múltiples) que fueron corregidas con la metodología de Crandall et al, (1994) y
Cooper et al, (1996). a) incluye a los grupos de anidamiento de los ciados 1 y 2 y b) incluye a los niveles mas altos, ciado 3 y 4.
Los recuadros de líneas delgadas indican el nivel 1 del ciado o al primer grupo de haplotipos anidados designados como ' 1-n',
donde n corresponde al número específico del ciado. Los recuadros con líneas gruesas representan el nivel 2S agrupando el
clado-l. El clado-3 se indica en recuadros con líneas delgadas. El clado-4 sé indican con recuadros con lineas gruesas y el
ultimo anidamiento (dado-5), donde se agrupa a toda la red de haplotipos se indica con una línea vertical gruesa.
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Tabla 4. Análisis de contingencia de asociación geográfica de 46 haplotipos de cpSSR
en 13 poblaciones de P. moniezumae, P. pseudostrobus e híbridas putativas en México
y Guatemala.

Ciado

1-2
1-3
1-4
1-5
1-6
1-7
1-9
1-10
1-11
1-13
1-14
1-15
1-16
1-17
1-18
1-19
1-20
2-1

chi-qu adrada

11.86
2.660
-̂2.920
3.000
8.860
4.000
6.000
1.300
12.00
6.766
8.914
7.194
1.333
16.09
4.000
59.39
40.32
7.440

Probabilidad

0.121
0.588
0.337
1.000
0.013*
0.314
0.193
1.000
0.027*
0.639
0,043*
0.500
1.000
0.049*
0.346
0.000*
0.000*
0.012*

Ciado

2-2
2-3
2-5
2-6
2-8
2-9
3-1
3-2
3-3
3-4
4-1
4-2
Total ,

chi-quadrada

11.27
22.63
14.53
52.05
0.000
4.183
82.75
3.658
24.88
2.936
56.46
76.36
102.8

Probabilidad

0.001*
0.021*
0.115
0.000*
1.000
0.538
0.000*
0.439
0.002*
0.842
0.000*
0.000*
0.000*

La Tabla 4 muestra el análisis de contingencia para los 46 haplotipos de las 13 localidades

estudiadas, realizado por categorías anidadas de variación genética y geográfica (Fig. 4).

Seis de los ciados del nivel 1 muestra claras asociaciones geográficas con los haplotipos (1-

6, 1-11, 1-14, 1-17, 1-19, 1-20), cuatro para el nivel 2 (2-1, 2-2, 2-3, 2-6), y dos para el

nivel 3 (3-1 y 3-3). La hipótesis de que no hay asociación geográfica es rechazada con un

valor altamente significativo en el resto de !os niveles más altos.

19



Tabla 5. Inferencias de procesos históricos con base a los resultados del análisis de ciados anidados entre la
distribución geográfica de los haplotipos de cpSSR en 13 poblaciones de P. montezumae, P. pseudostrobus
e híbridas putativas en México y Guatemala

Ciado Pasos de inferencia Inferencia

P. montezumae
1-6
1-17

1-20
2-1

2-2

2-3

3-1
4-1

P. pseudostrobus
1-11
1-14

1-15

1-16
1-19

2-6
3-3

1-2NO-11NO-I7SI-4SI-9SI-10SI
1-2NO-11NO-I7SI-4NO

l-2NO-USI-Expansión del área-12NO
1-2SI-3NO-4NO

1-2SI-3NO-4NO

1-2SI-3NO-4SI-9SM0NO

1-2NO-1 ISI-Expansión del área-12NO
Í-2NO-1 ISI-Expansión del área-12NO

1-2NO-1 ISI-Expansión del área-12NO
1-2SI-3NO-4NO

1-2SI-3NO-4NO

1-2NO-11NO-17
1-2SI-3SI-5NO-6NO-7SI

1-2SI-3SI-5NO6SI-13SI
1-2NO-3NO-4NO

4-2 1-2SI-3NO-4NO

Fragmentación alopátrica
Flujo genéticorestringido/aislamiento
vs distancia
Contigua expansión del área
Flujo genético restringido/aislamiento
vs distancia
Flujo genético restringido/aislamiento
vs distancia
Esquema de muestreo inadecuado
para discriminar entre fragmentación
y aislamiento por distancia
Contigua expansión del área
Contigua expansión del área

Contigua expansión del área
Flujo genético restringido/aislamiento
vs distancia
Flujo genético restringido/aislamiento
vs distancia
Inconcluso
Flujo genético restringido con

dispersión.pero a gran distancia
Colonización a gran distancia
Flujo genético restringido/aislamiento
vs distancia
Flujo genético restringido/aislamiento
vs distancia

Los resultados del análisis de ciados anidados y las distancias geográficas se

muestran en la Fig. 5, mientras que las inferencias acerca de la estructura de las poblaciones

y sus interpretaciones de la demográfica histórica se muestran en la Tabla 5. Los patrones

predominantes indican un evento inicial de contigua expansión del área del ciado 4-1,

representado fundamentalmente de haplotipos de P. montezumae, seguido de flujo genético

con aislamiento por distancia y eventos actuales de fragmentación y flujo genético. Mientras

que en el ciado 4-2 se presentó un patrón inicial de flujo genético restringido, resultado del

aislamiento por distancia, seguido de un proceso de colonización, y en los ciados más
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externos o terminales asilamiento por distancia y colonización a gran distancia. Este ciado

está representado fundamentalmente por haplotipos de P. pseudostrobus e híbridos.

Nuevamente se observa un patrón claro de introgresión de haplotipos de P. montezumae

hacia las poblaciones de P. pseudostrobus, donde la introgresión se representa en el ciado 2-

3, muy cerca del centro del ciado 4-1, por lo que es un ciado interno, y el ciado 2-2 que es

terminal o reciente. Este resultado sugiere un patrón de introgresión ancestral.

Figura 5. Análisis de ciados anidados de las distancias geográficas con relación a 46 haplotipos
obtenidos con cpSSR, de 13 poblaciones de P. montezumae, P. pseudostrobus, e híbridas. La
estructura jerárquica representada en esta figura es la misma que en la figura 4. Las diferentes
columnas de izquierda a derecha muestran el incremento de los niveles de anidamiento, hasta el
ciado 5-1. Los recuadros reflejan la estructura de los ciados anidados del nivel inferior inmediato.
Los haplotipos se representan al principio del esquema (izquierda). Los niveles de los ciados (No),
las distancias de los ciados (De) y de los ciados anidados (Dn), se presentan en la parte superior del
esquema. Una "S" subíndice indica que la distancia essignificativamente pequeña al 95% de
confiabüidad, y una "L" subíndice indica que la distancia es significativamente grande. Así como
para los ciados o haplotipos terminales "T" o internos "I". Estas distancias también son agrupadas
en la parte inferior de los recuadros, indicados por el símbolos "I-T\
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DISCUSIÓN

En este estudio se demostró que los marcadores cpSSR pueden ser de gran ayuda

para discriminar especies o taxa que estén muy relacionadas fiíogeneticamente, como es el

caso de P. montezuma y P. pseudostrobus. En estudios similares que utilizan otros

marcadores, el número de haplotipos específicos por especie es menor (Matos y Schaal,

2000; Wagner et al., 1987; Kutil y Williams, 2001), o bien, no se obtienen fragmentos

específicos para cada especie. Tai es el caso del trabajo realizado en el Capitulo III, estudio

que trata sobre la estructura genética e introgresión de las mismas especies pero con base a

microsatélites nucleares, donde la recombinación genética no permitió detectar con claridad

la dinámica de la introgresión. Al detectar un mayor número de polimorfismos, así como

polimorfismos específicos de las especies y de poblaciones híbridas putativas, los cpSSR

pueden ser considerados potencialmente útiles para realizar estudios finos de la dinámica

histórica de las especies y de la introgresión en el género Pinus.

Variación y estructura genética

La hibridación introgresiva es central en estudios evolutivos y de especiación. Este

proceso ha sido ampliamente documentado en varias especies de pinos (Líddecoet and

Righter,1961; Lanner, 1974a; Bucci et al, 1998; Matos y Schaal, 2000), y que por lo menos

hasta ahora se conoce que ha dado origen a una especie, P. densata, por introgresión

ancestral (Wang y Szmidt, 1990; Wang et al, 2001). En particular para las dos especies en

estudio, se tiene conocimiento de que P. montezumae y P, pseudostrobus son capaces de

intercambiar material genético, evidenciado por características morfológicas en las

poblaciones naturales (Mirvo 1967; Perry, 1991) y en plantaciones artificiales (De la Garza

y Nepamuceno; INIFAP com. pers.,). En este estudio nosotros obtuvimos valores de

diversidad genética* tanto de HE como de TZ relativamente altos, comparables a los obtenidos

con clSSR para otras especies de pino de amplia distribución geográfica, como P.

leucodermis (HE = 0.316; Powell et al, 1995), y P. halepemis (HE = 0.222; Bucci et al,

1998). Además, los valores obtenidos para ambos estimadores en las poblaciones putativas

híbridas fueron superiores a las poblaciones puras de cada especie. Este resultado es un

indicador de que existe introgresión en las poblaciones mezcladas, en este caso las

poblaciones que presentaron mayores valores de diversidad genética fueron dos de las
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poblaciones ubicadas en el Estado de México dentro del Eje Neovolcánico, Esta región que

ha sido denominada como centro de origen de nuevas especies de plantas por la hibridación

introgresiva (Rzedowski, 1978).

Es interesante observar que la diferenciación genética en promedio para todas las

poblaciones fue marcada (RST~ 0.302), promedio que cae en el rango obtenido con cpSSR

para otras especies de pinos, como del complejo Halapensis (0.074- 0.32; Bucci et al,

1998), o del complejo Montezumae, con RFLFs de cloroplasto (0.014-0.475; Matos y

Schaal, 2000), así como con el promedio general que se ha obtenido para todas las especies

del género estudiadas (Fsr - 0.240, Delgado et al., 2002). El mayor valor de estructura

genética se encontró entre las poblaciones híbridas (RST - 0.450), resultado que, aunado a la

presencia de haplotipos únicos en varias de estas poblaciones, pueden sugerir que ía

hibridación introgresiva ha ocurrido de manera continua a través de muchas generaciones, y

que en ía actualidad se ve reflejada en la existencia de variantes novedosas o propias de los

individuos híbridos que habitan en estos sitios.

Relaciones genealógicas

También encontramos fuerte evidencia de incorporación de material citopiasmático

de manera unidireccional en las relaciones fílogenéticas de las poblaciones estudiadas así

como de los haplotipos. Como se observa en la Fig. 2, las poblaciones de P. montezumae sé

agrupan en un grupo claramente definido, mientras que las poblaciones puras de P.

pseudostrobus y las poblaciones putativas híbridas se agrupan en un segundo ciado.

Topología que se observa más claramente en las relaciones genéticas de los haplotipos

donde varios haplotipos obtenidos en individuos de las poblaciones puras de P.

pseudostrobus e híbridas son más relacionados genealógicamente con los haplotipos de P.

montezumae, que con P. pseudostrobus, por lo que se agrupan dentro del ciado que

representa a P. montezumae (Fig. 3). Estos resultados indican dos aspectos relevantes, el

primero que las poblaciones híbridas son originales o indígenas de P. pseudostrobus, y que

presentan haplotipos recientes o novedosos. Segundo, que la introgresión ocurre a través del

polen de las poblaciones de P. montezumae hacia las poblaciones de P. pseudostrobus,

donde estas poblaciones actúan en su mayoría como árboles madre o receptoras de polen.

Esto puede ser sustentado parcialmente con los resultados obtenidos en el estudio de

Delgado y Pinero, (Capítulo III), donde con nSSR se detectó una introgresión bidireccional
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pero mayormente en el mismo sentido de este trabajo, donde tres de cinco poblaciones

putativas híbridas fueron agrupadas en el ciado de P. pseudostrobus, además la topología

obtenida con los datos morfológicos fue igual a la obtenida en este estudio, excepto que la

población H98, se agrupo con el ciado de P. montezumae. Esto indica que a nivel molecular

como morfológico las poblaciones de P. moniezumae son más cohesivas o más fuertemente

relacionadas.

Análisis de ciados anidados e inferencias historíeos

Recientemente se ha demostrado que el análisis de la estructura genética es más

robusto utilizando los métodos de coalescencia para analizar ía estructura genealógica de los

genes o haplotipos con relación a su distribución geográfica (Templeton, 1998). Estos

métodos se están aplicando actualmente a nivel supraespecífíco, pero con taxa que son poco

divergentes como es el caso de las especies en estudio (Crandall, 1994). Los datos obtenidos

para las especies estudiadas sugieren un alto nivel de estructura geográfica de las

poblaciones (ver Tabla 4), Esto indica que los grupos de anidamiento están formados por

linajes independientes, en este caso, de dos linajes evolutivos representados en los niveles

más altos en el análisis. Esto es, por el clado-4-1, conformado en su mayoría de haplotipos

de P. montezumae y el ciado 4-2 representado en su mayoría por haplotipos de P.

pseudostrobus. Así como un tercer linaje no independiente representado por la introgresión

citoplasmática de P. pseudostrobus dentro del ciado 4-1 de P. moniezumae, linaje que al ser

dependiente del linaje de P. montezumae (ciado 4-1), podría encontrarse en procesos de

especiación.

Las asociaciones de los diferentes haplotipos y ciados de anidamiento nos indican

dos procesos importantes de la historia demográfica de las poblaciones de acuerdo a la clave

sugerida por Templeton (1995). El primero es un modelo de expansión contigua del área

(ciado 4-1). Este modelo fue descrito por Cann et al, (1987), y supone que la expansión de

las poblaciones se debe a la dispersión de los individuos en áreas contiguas, como un

movimiento gradual a través del tiempo marcado por eventos de coalescencia en el

cloroplasto. Ejemplos de expansión se observan en todos los niveles de anidamiento: ciados

1-4, 1-20, 3-1, y 4-1, así como eventos de flujo genético por aislamiento por distancia en

varios de los grupos de anidamiento de nivel más bajo como el ciado 1-2, 2-1 y 2-2. La

mayoría de los episodios de flujo genético incluyen a los ciados representados por
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hapíotipos de P. montezumae e híbridos; estos últimos conforman un linaje evolutivo, que

incluye introgresión ancestral dentro de los ciados 2-1, 2-2 y 2-3, probablemente iniciada

durante el evento más fuerte de expansión, representado dentro del dado 4-1. Otro proceso

demográfico interesante es el de fragmentación que se detectó en los ciados 1-6, 1-9 y 2-5.

Los hapíotipos que conforman estos ciados están representados por poblaciones puras de P.

montezumae distribuidas en Puebla, Hidalgo Tlaxcaía y Morelos. Tenemos entonces, dos

rutas de los procesos: la primera una expansión contigua del rango a la parte NE seguido de

fragmentación, y la segunda, una expansión de la parte NW seguida de flujo genético y

episodios recientes de fragmentación en poblaciones de P. motezumae, flujo genético en

poblaciones híbridas y de P. pseudostrobus, y de expansión contigua en poblaciones de P.

montezumae y poblaciones híbridas. En contraste, la otra parte de la historia (ciado 4-2) esta

representada por eventos de flujo genético debido al aislamiento por distancia en todos los

niveles de anidamiento, ciado representado por hapíotipos de P. pseudostrobus e híbridos.

En algunos ciados más terminales del ciado 3-3 y 3-4, se observaron procesos de

colonización (ciado 2-6) y flujo genético con dispersión a gran distancia (1-19), Es de gran

interés el ciado 2-6, donde se presentó el evento de colonización, que es definido como el

establecimiento abrupto o rápido de una población en una nueva área geográfica

(Templeton, 1998). Este ciado esta conformado por hapíotipos de las poblaciones puras de

P. pseudostrobus y las poblaciones híbridas distribuidas en el Estado de México y

Michoacán, y que forman parte del Eje Volcánico Transversal, además de Chiapas, Oaxaca

y Guatemala, este ciado incluye a los hapíotipos más recientes. Por otra parte es importante

mencionar que el único evento de expansión contigua registrado en este ciado (4-2), fue

para un haplotipo (H35) de P. montezumae y un híbrido (H10) en el ciado 1-11; estos

hapíotipos generaron homoplasias dentro de la red, las cuales no se lograron corregir

claramente, por lo que su interpretación demográfica debe de verse con cuidado.

Resumiendo, los eventos evolutivos determinados en el ciado 4-2 indican que

históricamente se han presentado eventos de aislamiento por distancias seguidos por un

evento de colonización, nuevamente flujo genético con aislamiento por distancia y con

dispersión a gran distancia. Este patrón es interesante, ya que muestra que por un lado varios

de los hapíotipos se presentan tanto en poblaciones híbridas como puras de P. pseudostrobus

los que probablemente se dispersaron por la parte NW de México, actualmente Sierra Madre
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Occidental, y por otro lado que algunos de los haplotipos catalogados como híbridos

representan haplotipos externos, por lo que podrían ser de origen reciente por hibridacióa

En general se puede decir que P. montezumae y P. pseudostrobus son dos especies

distintas aunque cercanas, con gran capacidad de intercambiar material genético y donde las

restricciones reproductivas no son muy fuertes. También que la información de caracteres

morfológicos como evidencia de hibridación introgresiva sigue siendo diagnóstica de

hibridación, ya que especies con poblaciones que muestran morfologías mezcladas, puede

ser corroborado con datos moleculares (como en el presente estudio), donde la hibridación

introgresiva es más factible de detectar en comparación a especies con caracteres

morfológicos disímiles, donde la detección de eventos de introgresión es esporádica. Tal es

el caso del estudio de Matos y Schaal (2000), donde se detectaron eventos de introgresión

entre las especies estudiadas, las que tienen caracteres morfológicos completamente

distintos, e incluso presentan diferencias de distribución altitudinal entre las áreas donde

habitan. En el presente estudio la introgresión observada fue independiente de la distribución

geográfica o altitudinal de las especies, y se presenta a través de toda el área de distribución

de las poblaciones de P. pseudostrobus e híbridas.

Algunas de las explicaciones posibles acerca de la introgresión unidireccional

observada pueden ser: i) diferente tiempo del desarrollo del polen entre las especies, ii)

mayor producción de polen de P. montezumae, ii) mayor pérdida de óvulos de P.

pseudostrobus, y iv) menor tamaño de algunas poblaciones de P. pseudostrobus. Todas estas

explicaciones pueden estar dadas por cambios ambientales contrastantes entre las

poblaciones, ya sea por eventos climáticos o geológicos pasados (fragmentación del

ambiente) o por una perturbación humana reciente. El primer argumento se sustenta en ios

resultados obtenidos de la distribución de los hapíotipos de las poblaciones representadas en

el ciado 4-1, donde observamos que en el pasado, las poblaciones tendieron a tener la mayor

expansión pero que a través del tiempo estas no han presentado otro evento igual de manera

significativa. Esto se ve reflejado en los eventos de aislamiento por distancia que se

observan como más comunes actualmente. El segundo argumento se explica

ñindamentalmente para el ciado 4-2, donde se agrupa la mayoría de haplotipos de P.

pseudostrobus. Esta especie de pino ha sido la de mayor importancia económica como

producto maderable, lo que ha contribuido a la disminución del tamaño de sus poblaciones.

Por ello el patrón de aislamiento por distancia se ve incrementado a medida que aumentan
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los niveles de anidamiento, presentando así haplotipos que al pasar de las generaciones

pueden persistir como un linaje independiente con las oportunidades de dispersarse a otras

localidades por flujo genético restringido. Históricamente se sugiere que el génro Pinus tuvo

su mayor diversificación hace 20 Myr (Millar, 1993), Los cambios climáticos asociados a

las glaciaciones cíclicas que se presentaron durante este periodo fragmentaron o aislaron las

poblaciones de muchas especies en refugios separados geográficamente. Al final de la

última glaciación (hace 18 000 años), el clima fue más cálido, con la retracción de los

glaciares propiciando una rápida migración de especies fuera de las áreas de refugio, muchas

de las cuales se expandieron dentro de áreas que previamente no fueron habitadas (Webb y

Bartlein, 1992). Probablemente, P, montezumae presentó una expansión anterior a las

glaciaciones, por lo que pudo abarcar un área geográfica mayor y que actualmente está

representada por poblaciones fragmentadas. En contraste, P. pseudostrobus podría tener

capacidades adaptativas más restringidas que P. montezumae, por lo que su historia

evolutiva ha sido probablemente determinada a través de eventos de flujo genético

restringido por aislamiento por distancia. En efecto, y de acuerdo a Farjon y Styles (1997),

existe registro fósil de conos del Terciario que podrían ser los ancestros de ambas especies y

sustentar la hipótesis antes mencionada. Para P. montezumae existe registro fósil de conos

que son muy parecidos a los de la especie, encontrados en Colorado, que datan del

Oligoceno tardío (hace 26.5 Ma), y otros fósiles de conos que se asemejan a P.

pseudostrobus, en Nevada, que datan del Mioceno (12.5 Ma) (Axelrod, 1986), Esta

información demuestra que ambas especies están muy relacionadas históricamente, y que

ambas tuvieron una distribución más al Norte en el pasado. Por ello es probable que se haya

presentado primero el proceso de expansión contigua de P. montezumae, antes de las ultimas

glaciaciones, por lo que puede considerarse un origen más antiguo que P. pseudostrobus,

especie para la cual su proceso histórico de aislamiento y flujo genético detectado es

posterior a las glaciaciones. Tenemos entonces un escenario histórico del origen de dos

linajes divergentes, los dos primeros que representan la especiación culminada de P.

montezumae y P. pseudostrobus\ hace más de 15 a 20 mii años, y un tercer linaje no

independiente que forma parte del linaje de P. montezuame, originado por la hibridación

introgresiva ancestral, ya que forma un linaje interno y basal dentro del ciado 4-1 de P.

montezumae. Probablemente, este linaje no independiente en la actualidad se encuentra en

procesos de especiación, hipótesis que es sustentada por los haplotipos únicos y de origen
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recientes obtenidos en estas poblaciones híbridas putativas. Por otro lado, aparte de haber

obtenido patrones interesantes de la dinámica histórica de las especies estudiadas, se generó

información que apoya a la conservación "in si tu" de las poblaciones que podrían ser centros

de diversificación y de origen de nuevos linajes evolutivos, corno son las poblaciones H14,

H25, H35, H46, y H97 putativas híbridas.

A pesar de que se obtuvieron resultados importantes y se lograron establecer patrones

evolutivos de la dinámica de la hibridación introgresiva entre estas especies, así como

detectar las posibles rutas de la migración de polen, es importante seguir con la elaboración

de estudios con estas especies que incluyan un mayor tamaño de muestra, colectando

ejemplares de sitios que no fueron analizados (e.g., Veracruz, Guerrero, Colima y Chiapas),

así como de estudios con ADN de mitocondria, ya que ai ser heredada vía materna

permitiría conocer las rutas de la migración del flujo genético por la diseminación de

semillas, y así obtener un escenario evolutivo que permita complementar la historia

evolutiva de estas especies.
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CAPITULO V

DISCUSIÓN GENERAL

Introgresión diferencial: datos morfológicos y moleculares

(citoplasmáticos y nucleares)



Utilizando caracteres morfológicos y marcadores moleculares microsatélites de ADN

nuclear (nSSR) y de cloroplasto (cpSSR) se infirieron patrones históricos de la dinámica de la

hibridación introgresiva entre P. montezumae y P. pseudostrobtis. Estos estudios, demostraron

que los microsatélites son de gran ayuda para diferenciar entre taxa muy relacionados

filogenéticamente. Además, los nSSR tienen gran utilidad para detectar eventos de hibridización

introgresiva, pero que son más limitados que los cpSSR, ya que están sujetos a recombinación y

por tanto tienen dos veces más probabilidades de generar un mayor grado de traslape de alelos,

por lo que el seguimiento de la dinámica del flujo genético es más difícil de detectar (Lu, 2001;

Riesebérg, 1995). Sin embargo, mientras que los nSSR, nos proporcionaron una mayor

información de la cantidad del flujo genético y del grado de introgresión entre las poblaciones

que los cpSSR, estos últimos nos proporcionaron información de las relaciones genealógicas de

las poblaciones utilizadas para inferir la dinámica histórica de la introgresión. Por otra parte, los

datos morfológicos aportan información relacionada con su plasticidad genética asociada a la

variación ambiental o ecológica de los sitios donde habitan las especies. Así, la información

obtenida fue comparativa y complementaria, de tal manera que permitió reconstruir la probable

historia evolutiva de las especies a niveí de las poblaciones.

Parámetros genéticos y diferenciación genética

Las estimaciones de la diversidad genética, de la heterocigosis y de la estructura genética

obtenidas con nSSR y cpSSR son comparables con otras especies de pino estudiadas con

diferentes marcadores moleculares (Ledig, 1998; Delgado et al., 2002). Sin embargo, las

estimaciones con nSSR son relativamente menores al compararlas con las obtenidas con cpSSR.

En principio, para los microsatélites nucleares se presenta una alta similitud de las frecuencias

alélicas entre las poblaciones de ambas especies, valores medios de heterocigosis y de diversidad

genética, siendo más altos en las poblaciones posibles híbridas. La presencia de algunos loci

desviados de H-W y en desequilibrio de ligamiento también fueron detectados en varias dé estas

poblaciones. Los valores de flujo genético fueron altos tanto en poblaciones puras como entre las

poblaciones posibles híbridas y por tanto se obtuvieron valores de estructura genética bajos entre

todas las poblaciones, siendo mucho menores entre las poblaciones puras de P. pseudosírobus e

híbridas. En contraste, la información obtenida con cpSSR revela valores más altos de diversidad

genética que los nSSR, y también las poblaciones posibles híbridas fueron las más variables. Los



valores de estructura genética fueron más altos con cpSSR que con nSSR, siendo las poblaciones

de P. montezumae e híbridas las de mayor diferenciación.

Generalmente, cuando ías poblaciones presentan eventos de introgresión se espera una

gran cantidad de polimorfismos, debido a que puede incrementarse la variación genética (Roques

et al, 2001; Rieseberg, 1995), y la contribución de ios híbridos a la variación genética debe ser

mayor a la de los parentales (Arnold 1992; Perron y Bousquet, 1997; Roques et al, 2001). En

este caso, las poblaciones posibles híbridas presentaron los valores más altos de variación

genética estimados para ambos marcadores genéticos, io cual sugiere que las poblaciones

seleccionadas como híbridas podrían estar representadas de P. pseudostrobus, cuyo valor de

diversidad se vería aumentado como una consecuencia directa de la introgresión de P.

montezumae. Además, las poblaciones posibles híbridas presentaron el mayor número de alélos

únicos o raros. Este ultimo aspecto de alelos únicos podría presentarse a través de nuevas

mutaciones o por introgresión con otras especies (Williams et al, 2000). El hecho de que los

híbridos presenten caracteres morfológicos como moleculares diferentes a los parentales, es un

indicador del grado de evolución y diferenciación de estos individuos con relación a sus

progenitores, Reiseberg y Ellstrand (1993) demuestran como aumenta el porcentaje de caracteres

extremos o propios de los híbridos en generaciones posteriores a la Fl, de 10% a 30 % después

de 10 generaciones. Por tanto, la presencia de caracteres únicos tanto morfológicos como

moleculares obtenidos en las poblaciones híbridas son importantes indicadores de introgresión

ancestral.

Los valores de variación genética obtenidos con nSSR fueron menores que con cpSSR.

Esto puede deberse a: 1) tasas de mutación más altas en cpSSR que en nSSR, debido al tamaño

diferente de la repetición. Como sabemos, los microsatélites generan sus polimorfismos debido al

apareamiento erróneo entre las repeticiones cercanas, y resultan en una deleción o duplicación de

un segmento del ADN (Golstein, 1995a). Los cpSSR analizados están formados por zonas

repetidas de mononucleótidos por lo que la generación de cambios por perdida o adición de una

base es más fácil de que ocurra que en los nSSR que estudiamos, que están formados por

trinucleotidos, por lo que el error a la hora de replicar el ADN es menos probable que ocurra, ya

que tendría que excluir o aumentar segmentos más grandes que los cpSSR; y 2) es posible que los

nSSR tengan que ver con aspectos funcionales en ía replicación, transcripción, regulación y

expresión de genes (Sinden, 199; Young et al, 2000; Williams, 2001). Por tanto son más



conservados que los cpSSR, ya que estos se distribuyen al azar en eí genoma, son neutros y no

están sujetos a selección (Vendramín eí al, 1996), Por tanto, son menos conservados que los

nSSR.

Flujo genético y relaciones filogenéücas

Las estimaciones del flujo genético entre pares de poblaciones (M) para cpSSR están

dentro del rango reportado para varias especies de coniferas (P. flexilis; Schuster eí al, 1989;

Picea spp: Boyle y Morganster, 1986; P. taeda; Friedman eí al, 1985). En cambio con nSSR

fueron muy altas, tanto en poblaciones puras como entre las poblaciones híbridas. Las

poblaciones que presentaron valores de mayor flujo genético estimados con nSSR fueron las

posibles híbridas con las poblaciones de ambas especies, y menor flujo genético entre especies.

Tanto las poblaciones posibles híbridas como puras tienen diferentes grados de introgresión, por

lo que el intercambio de material genético no muestra un patrón geográfico claro. En cambio, con

cpSSR el.flujo genético fue mayor entre las poblaciones puras de P. pseudostrobus y posibles

híbridas. Sin embargo, con los dos marcadores se observó que el mayor flujo genético se presentó

entre algunas de las poblaciones posibles híbridas. Estas poblaciones se distribuyen en el Eje

Neovolcánico, zona que ha sido mencionada como de origen de plantas por éste proceso

(Rzedowski, 1978), por lo que es muy probable que esta zona sea un centro de hibridación entre

las dos especies, y probablemente con otras especies con ias que se asocian como P. íeocofe, P.

michoacana y P. hartweggi.

Todas las estimaciones de la diversidad y estructura genética se ven reflejadas en las

relaciones filogenéticas de las poblaciones, donde con nSSR no se observa una agrupación clara,

resultado que indica una introgresión bidireccional. En cambio, las relaciones filogenéticas

obtenidas con cpSSR formaron dos grupos definidos. En este caso, la introgresión fue

asimétricamente más importante de P. moníezumae a P. pseudostrobus. Aunado a esto los

resultados de los datos morfológicos también nos muestran que las poblaciones posibles híbridas

están más asociadas a las poblaciones puras de P. pseudostrobus, donde se observa un primer

grupo formado de las poblaciones puras de P. moníezumae y una posible híbrida (H98), y un

segundo grupo conformado por la mayoría de las poblaciones híbridas (4 de 5) y las poblaciones

de P. pseiidosirobus. Si comparamos los resultados obtenidos con los tres tipos de datos, tenemos

dos conclusiones generales; 1) los tres marcadores reflejan introgresión entre estas especies, en



menor grado con los datos morfológicos, seguido de los SSR de cloroplasto y una mayor

introgresión con nSSR, 2) los tres tipos de datos forman dos grupos de poblaciones, el primero

formado por las poblaciones puras de P. montezumae y el segundo por las poblaciones puras e

híbridas de P. pseudostrobus, resultado que es menos claro con nSRR, seguido de los datos

morfológicos y finalmente los cpSSR, lo que podría indicar que los datos que están

probablemente más sujetos a selección por el ambiente son los datos morfológicos y los nSSR,

Rieseberg (1995) menciona que !a relación entre caracteres morfológicos entre las poblaciones

puras e híbridas, no siempre es la norma, ni estos caracteres con datos moleculares. Por ejemplo,

el estudio que realizaron Hanson y Rieseberg, (citado por Rieseberg 1995), en una zona de

hibridación entre dos especies de Ytfcca, revelan poca o ninguna correlación entre ia distribución

de caracteres morfológicos, DNA de cloroplasto y RAPD's, lo que demuestra que la diferente

manera de generar cada tipo de datos resulta en diferencias estructurales y moleculares de los

individuos.

Dos aspectos que probablemente no permitieron detectar diferencias finas en la dinámica

de la introgresión con base a los nSSR utilizados en este estudio podrían ser: 1) que en los

marcadores que se utilizaron no se encontraron alelos con frecuencias específicas para cada

especie parental y que probablemente se requiere del uso de más loci que muestren esas

tendencias. Sin embargo, con cpSSR también se encontraron alelos compartidos, aunque en

frecuencias bajas, lo cual permitió disectar las rutas de la introgresión, y 2) procesos específicos

que están implicados en la manera que se comportan los SSRs, en el caso de los nSSR está la

mutación y la recombinación. Las tasas de mutación calculadas para cpSSR, en pinos son de 10 "
5( Proban et ai., 1999). Las tasas de mutación para nSSR en pinos no se conocen, pero se

esperaría que fueran menores por el tipo de región repetitiva que ios conforma (di-trinucleótidos).

Aunado a esto la manera en que se heredan los nSSR, también es diferente a los cpSSR, ya que se

heredan de manera biparental (2N), por lo que el tamaño efectivo es dos veces mayor que el de

ADN citoplasmático en condiciones de equilibrio (Dong y Wagner 1994). Sin embargo, fue

importante utilizar ambos tipos de datos moleculares, ya que la información que se obtuvo fue

complementaria, y se logró discernir cuales poblaciones tienen mayor introgresión (que serían las

posibles híbridas), cual es la dirección de la introgresión en el caso de cpSSR (de P. montezumae

a P. pseudostrobus), y cual es la contribución complementaria de ía introgresión de P.

pseudostrobus, no detectada con cpSSR. Además, como se presentaron frecuencias alélicas muy



similares con nSSR, se demostró que la introgresión detectada solo se pudo generar a través de la

introgresión acumulada durante muchas generaciones, resultado que es comparable al obtenido

con cpSSR, ya que también se detectó un linaje que esta en proceso de especiación por eventos

de introgresión acumulada durante varias generaciones. Vemos entonces que ambos marcadores

si están reflejando una incorporación de alelos interespecíficos por hibridación introgresiva

ancestral.

Varios factores pueden estar involucrados en los patrones de hibridación introgresiva

obtenidos con ambos marcadores genéticos, principalmente factores ecológicos como son de

selección de habitat, abundancia y periodos reproductivos. Por un lado, hasta ahora no hay datos

sobre la capacidad de dispersión de polen y/o fertilidad de semillas entre estas dos especies, sin

embargo Delgado (1994) reporta para una zona de Michoacán que P. montezumae produce 49%

más semillas viables que P. pseudostrobus, por ló que esta diferencia en la HE podría deberse a una

mayor viabilidad de semillas y fertilidad de polen de P. montezumae, en comparación con P.

pseudostrobus. Al dispersarse en un rango amplio de la distribución de la especie, produce la

diversificación de alelos entre y dentro de las poblaciones con lo cual se lograron generar y por

selección fijar aíelos únicos o diagnósticos en las poblaciones híbridas. También se conoce que

para algunas confieras el polen puede dispersarse sobre grandes distancias mas de 500 m (Adams,

1992), y que las distancias que pueden dispersarse algunas semillas alcanzan hasta 300 m (Zasada,

1985). Estas estimaciones nos hablan de la factibilidad de intercambio de polen entre poblaciones

de especies muy relacionadas, donde bajos niveles de flujo genético son suficientes para la

homogenización. P. montezumae y P. pseudostrobus son especies que en su mayoría habitan en

simpatría y que su ciclo fenológico esta sobrelapado, la época de floración se presenta de febrero a

abril en ambas especies (Patino et al, 1983), lo cual aporta espacios o transectos de habitáis de

condiciones que favorecen a ambos taxa. Esto se ha observado en estudios de zonas de hibridación,

donde la estructura interna de la zona de hibridación es muy compleja, reflejando una distribución

de hábitats y recursos en forma de parches (modelo de parches o mosaico, Harrison 1986; 1990).

En este caso, la variación que se observa depende de la habilidad de dispersión de los individuos

relativo a la escala espacial de ambientes heterogéneos.

La distribución geográfica y altitudinal de las poblaciones híbridas también fue un

factor que contribuyo a la introgresión, ya que la mayoría de las poblaciones híbridas se

distribuyen en una misma zona (el Eje Neovolcánico), y su rango de distribución aítitudinal es



muy parecido. Matos y Schaal (2000) encontraron introgresión entre P. montezumae y P.

hartweggi activada por factores de asociación altitudinal, donde poblaciones de ambas especies

se asociaban en sitios específicos, por ejemplo encontraron valores altos de relación fílogenética

en el Nevado de Toluca. Sin embargo consideramos que para las especies estudiadas los factores

que están activando la introgresión fueron factores ecológicos y de estacionalidad, lo cual

también se sustenta con los resultados de cpSSR, donde se observa que la diferencia en la

capacidad de producción de polen entre estas dos especies puede ser uno de los mecanismos

principales en activar la introgresión. El caso de los nSSR puede ser revisado a través de una más

eficiente diseminación de semillas de P. pseudostrobus, aportando así la otra parte de la

introgresión observada con nSSR, Para probar dicha hipótesis se requiere del estudio de estas

poblaciones con ADN de mitocondria, ya que este se hereda vía materna. Se esperaría una mayor

contribución de la introgresión de P. pseudostrobus, especie que puede estar actuando

principalmente como árbol madre. En conclusión ambos tipos de datos muestran que la

introgresión se ha dado de manera continua a través de varias generaciones por incorporación de

material cito plasmático vía polen de P. montezumae y probablemente por una mayor

diseminación de semillas de P. pseudostrobus.

Especiación y Conservación

La hibridación introgresiva es de gran importancia desde el punto de vista evolutivo como

de la biología de la conservación. En el primer aspecto vemos que estos sitios podrían llegar a

generar nuevas variedades o especies a través de dicho proceso, lo cual es muy probable por la

presencia de aíelos únicos o diagnósticos en poblaciones posibles híbridas, obtenidos tanto con

cpSSR como nSSR, así como por la detección de un linaje no independiente dentro del grupo de

haplotipos obtenidos para P. montezumae.

De acuerdo a los resultados del análisis de ciados anidados de los haplotipos de cpSSR se

planteo un probable escenario evolutivo de las especies estudiadas. Posiblemente, P. montezumae

presentó un evento de expansión anterior a las glaciaciones, por lo que pudo abarcar una gran

área geográfica que actualmente está representada por poblaciones fragmentadas. En contraste, P.

pseudostrobus podría tener un origen posterior o bien, tener capacidades adaptativas más

restringidas que P. montezumae, por lo que su escenario evolutivo ha sido determinado a través

de eventos de flujo genético restringido por aislamiento por distancia. De acuerdo al registro de



conos fosilizados, el linaje que dio origen a P. montezumae pudo originarse en el Oligoceno

tardío hace 26.5 Ma, y el linaje de P. pseudostrobus, en el Mioceno hace 12.5 Ma (Axelrod,

1986). Esta información demuestra que ambas especies están muy relacionadas históricamente y

que ambas tuvieron una distribución más al Norte en el pasado. Tenemos entonces un escenario

histórico del origen de dos linajes divergentes, los dos primeros que representan la especiación

culminada de P. montezumae y P. pseudostrobus, hace más de 15 a 20 mil años, y un tercer linaje

no independiente que forma parte del linaje de P. monetzumae, originado por la hibridación

introgresiva ancestral.

La comprobación de la hibridación introgresiva entre estas especies aporta información

crítica en cuanto a la realización de análisis filogenéticos con un sentido estrictamente

cladogenético en el género Pmus, ya que como estas especies existen por lo menos 5 grupos de

especies de varias secciones y subsecciones del género, que como se mencionó anteriormente

muestran evidencias de que la introgresión puede estar influyendo en su evolución o pudo haber

originado a varias de ellas. Por ejemplo, especies, formas o variedades del complejo de P.

ayacahuite, el complejo Pseudostrobus (formado por lo menos con 5 variedades; Perry, 1991), el

complejo Montezumae (con 5 especies; Farjon y Styles 1997; Matos, y Schaal, 2000), así como el

posible origen por hibridación de P. maximartinezü (Ledig, 1998) y P. qnadrifolia (Lanner,

1974), especies que cuando han sido analizadas en una filogenia dadista, han presentado

relaciones parafiléticas y polifiléticas (Listón et ált 1999; Pérez de la Rosa et al, 1995), por lo

que se sugiere que para éste grupos de especies se realicen análisis genealógicos a nivel

infraespecífico (poblaciones), que permitan detectar la existencia o no de la hibridación

introgresiva, y posteriormente hacer inferencias más robustas de sus relaciones fílogenéticas.

Por otra parte, aunque el proceso de hibridación introgresiva puede ser generador de

especies, también puede ocasionar la extinción de las poblaciones o especies parentales

(Rieseberg et al, 1996; Arnold et al, 1997), por tal motivo, realizamos un análisis específico de

conservación que nos permitió proponer poblaciones prioritarias de conservación con base a la

metodología propuesta por Vane-Wright et al, (1991), liarnada de "diversidad filogenética". Esta

metodología analiza las topologías obtenidas en una filogenia, se cuantifica el número de linajes

que surgen de cada nudo o puntos de ramificación para cada taxa y los valores más altos se dan a

las poblaciones que se encuentran más separadas de! resto y cerca de la raíz del dendrograma.

Aunque esta metodología fue inicialmente propuesta para taxa supraespecífico (especies,



géneros, familias), también ha sido aplicada a nivel infraespecífico, particularmente en

poblaciones que presentan valores altos de diferenciación genética (FST), lo que permite analizar

topologías más claras de ías relaciones o agrupaciones fílogenéticas (Fait 1992; Arita y Santos

del Prado, 1999; Delgado et ai, sin publicar). En este trabajo, se utilizaron los filogramas

obtenidos tanto con nSSR como cpSSR.

Para obtener el índice de diversidad fílogenética se estimaron dos parámetros:

1) Agrupación cíe poblaciones (AP); es el número de poblaciones presentes en el dendrograma.

2) Pesos poblacionales básicos (PPB): se refiere a la división del total de la agrupación de

poblaciones entre el valor de cada una.

Para facilitar los cálculos se estandarizaron los valores de PPB dividiéndolos entre el

valor más bajo (E), lo que le dio a la población de menor categoría el valor de uno, donde

encontramos que las poblaciones más diferentes son las más ancestrales en el dendrograma,

mientras que las más parecidas evolutivamente a otras son las que se encuentran después de

muchas bifurcaciones. Posteriormente, se uso el método de Vane-Wright et aL, (1991)

adecuándolo a datos demográficos (número y tamaño de las poblaciones) y genéticos como la

diversidad genética (H) obtenida con cpSSR y la heterocigosis esperada (HE) obtenida con

nSSR), con ello se obtuvieron índices de conservación, donde, en lugar de usar el número de

ramificaciones entre nodos se uso: 1) el número de individuos por población y 2) los valores

promedio de la diversidad genética (H) por población y los valores promedio de las heterocigosis

(HE). Para darle un valor mayor al tamaño más pequeño de población (que son los tamaños de las

poblaciones que nos interesa conservar) se uso su inverso y se estandarizó entre el más pequeño,

así la población más chica dio, de 1. En el caso de los estimados de la variación genética (HE),

(H), estandarizamos con el valor más alto ya que queremos dar prioridades de conservación a las

poblaciones de mayor número de heterócigos y de mayor diversidad genética, nuevamente se

obtuvieron valores de 1 (ía más variable) y 0, Una vez obtenidos los valores de los tres criterios

de conservación (demográfico, genético y filogenético) se integraron realizando una sumatoria de

promedios por población, donde ías poblaciones que presentaron los valores más altos se

consideraron las poblaciones con prioridades de conservar.

En el filograma obtenido con nSSR se observan 2 agrupaciones poblacionales (AP) para

la población H98 de Chiapas (Ía más basal en la topología), 3 AP para la población P123 de

Guatemlala, 4 AP para las poblaciones H14, H47, posibles híbridas y el resto de las poblaciones



con AP de 4. Las AP obtenidas con cpSSR fueron 2 para la población H14, 3 AP para la M79,

M810 y M12, 4 AP para las tres poblaciones de P. pseudostrobus P51, P62 y P123, dos de P.

montezumae (M12 y M13), y 6 AP para el resto de las poblaciones posibles híbridas. Para que no

se presentaran diferencias muy grandes entre los valores que se obtuvieron para poblaciones

básales y terminales, se dividió el total de la agrupación poblacional (AP) entre eí valor de cada

población, por ejemplo para el primer valor con nSSR sería 53/5 y nos da un cociente de 10.6.

Los cocientes que se obtienen son los pesos poblacionales básicos (PPB). Para facilitar los

cálculos los valores fueron estandarizados, dividiéndolos entre el valor más bajo (E). Así,

encontramos que los valores más diferentes son los que quedan en la parte más basal del

fenograma. Las más parecidas evolutivamente a otras son las que se encuentran después de

muchas bifurcaciones. Entonces, con base a la topología obtenida con nSSR la poblaciones H98

posible híbrida se encuentra a solo dos nodos de la raíz y la P123 tipo de P. pseudostrobus, a tres

nodos de la raíz, las que serían las más diferentes evolutivamente al resto y por tanto las más

valiosas para conservar (ver Tabla 1, Fig. 1). En el análisis de diversidad filogenética con cpSSR

las poblaciones que presentaron menor número de AP fueron la H14 (2AP), seguido de tres

poblaciones de P. montezumae (M79, MÍO y M12), con 3 AP. Lo que indica que estas cuatro

poblaciones serían evolutivamente las más importantes de conservar (Fig 2, Tabla 2).

El análisis con los otros índices de conservación (N, H, HE), se presentan en la Tabla 3,

así como la integración de los diferentes índices con base a una sumatoria. Los resultados indican

que las poblaciones prioritarias de conservar de acuerdo al valor más alto para cada grupo de

poblaciones fueron la población M79 de P. montezumae ubicada en Puebla, esto por el efecto de

la mayor contribución de la variación genética con ambos marcadores moleculares. Seguido de la

población M12 de Guatemala, en la cual se presenta el tamaño de la población que es pequeño.

En general, todas las poblaciones de esta especie tienen variación genética alta, tamaños

pobíacionales grandes y de importancia filogenética semejante. Situación que se repite con las

poblaciones de P. pseudostrobus, siendo la población de Oaxaca (P51) la prioritaria para

conservar.

Aunque P. pseudostrobus presentan aparentemente valores parecidos en los 5 índices de

conservación analizados, y por tanto nos indiquen que sus poblaciones no requieren de la

implementación de estrategias de conservación, la existencia de eventos de introgresión en sus

poblaciones implica que este proceso puede tener efecto en la extinción de poblaciones locales,
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Tabla 1. Análisis de diversidad filogenética de 13 poblaciones de P. montezumae,
P. pseudostrobus y posibles híbridas con nSSR y de acuerdo a Vane-Wright et al.,
(1991) modificado por Delgado et al., (sin publicar). AP = Agrupación Poblacional;
PPB - Pesos Poblacionales Básicos; E - Estandarización; % - Porcentaje de
prioridad de conservar.

Población (No) AP PPB E %
P51
P62
P123
H14
H25
H3Ó
H47
H98
M79
MÍO
Mi l
M12
M13
Promedio

5
5
3
3
5
5
4
2
4
4
4
4
4
53

10.6
10.6
17.6
17.6
10.6
10.6
13.25
26.5
13.25
13.25
13.25
13.25
13.25

1
1
1.6
1.6
1
1
1.2
2.5
1.2
1.2
1.2
1.2
1.2
16.9

5.9
5.9
9.5
9.5
5.9
5.9
7.1
14.8
7.1
7.1
7.1
7.1
7.1
100

5

5

H25

H36

H14

P123

M13

P51

M i l

M12

H98

M79

Mift
H47

Figura 1. Filograma de diversidad filogenética (nSSR) de 13 poblaciones deP. montezumae,
P. pseudostrobus e híbridas putativas. Los números en los recuadros representan las
Agrupaciones Poblacionaíes (AP).
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Tabla 2. Análisis de diversidad filogenética de 13 poblaciones de P. montezumae,
P, pseudostrobus y posibles híbridas con cpSSR y de acuerdo a Vane-Wright et al.,
(1991), modificado por Delgado et al, (sin publicar). ÁP - Agrupación Poblacional;
PPB = Pesos Poblacionales Básicos; E — Estandarización; % = Porcentaje de
prioridad de conservar.

Población (No) AP PPB • E %
P51
P62
P123
H14
H25
H36
H47
H98
M79
MÍO
Mil
M12
M13
Promedio

4
4
4
2
6
6
6
6
3
3
4
3
4
55

13.7
13.7
13.7
27.5
9.2
9.2
9.2
9.2
18.3
18.3
13.7
18.3
13.7

1.5
1.5
1.5
3
1
1
1
1
2
2
1.5
2
1.5
20.47

7.3
7.3
7.3
14.5
4.9
4.9
4.9
4.9
9.8
9.8
7.3
9.8
7.3
100
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_ P62
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B47

H98
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M U

M13

Figura 2. Filograrna de diversidad fílogenética (cpSSR) de 13 poblaciones de
P. montezumae, P. pseudostrobus e híbridas putativas. Los números en los
recuadros representan las Agrupaciones Poblacionales (AP),

12



particularmente en poblaciones puras de la especie. Las poblaciones de P. pseudosirobus se

traslapan con la mayoría de las poblaciones híbridas putativas, y en dos de las poblaciones puras

de esta especie se presentaron eventos de introgresión de P. moniezumae (población P51 de

Oaxaca, y la P62 de Michoacán).

El linaje no independiente que se detectó dentro del linaje de P. montezumae originado

por la introgresión también puede contribuir a la disminución del área de distribución de esta

especie, esto, aunado al proceso acelerado de deforestación de estos bosques podría finalmente

extinguir las poblaciones puras de esta especie y con ello perder parte de la riqueza biológico de

los bosques templados de nuestro país. P. psendostrobus es un de las especies más explotadas en

México y Centroamérica (Saucedo y Acosta, 1988) por tal motivo es la especie que requiere de

mayor atención para su conservación "/» siíun
t principalmente de las poblaciones de Oaxaca

(P51), Michoacán (P62) y Guatemala (P123), esto en un sentido estricto de la conservación de

variantes alélicas de poblaciones puras o típicas de la especie.

Por otro lado, la hibridación introgresiva puede tener efecto en la creación de centros de

diversificación genética, siendo varias de las poblaciones posibles híbridas las más susceptibles

de generar un nuevo linaje. Por tanto, es de gran importancia la conservación de poblaciones

híbridas, que son centros de diversificación, como podrían ser las poblaciones H14 y H36

(distribuidas en el Estado de México), que fueron catalogadas como prioritarias de conservar.

Estas poblaciones pueden ser los principales centros de origen de una nueva variedad o

sub especie.

Es difícil predecir cuales hibridaciones pueden dejar zonas estables y cuales pueden

ocasionar la extinción de las poblaciones locales; mucho más estudios empíricos, particularmente

los relacionados con el rompimiento de barreras reproductivas entre estas especies y con la

adecuación de las poblaciones híbridas, podrían ayudar a clarificar el efecto que tienen los

híbridos en la extinción de poblaciones parentales y en su exitosa colonización. Además, se debe

continuar con la elaboración de estudios con estas especies que incluyan un mayor tamaño de

muestra, colectando ejemplares de sitios que no fueron analizados (en Veracruz, Colima, Jalisco

y Chiapas), así como de estudios con ADN de mitocondria para obtener algún escenario

evolutivo adicional que permita complementar la historia evolutiva de estas especies, y con ello

proponer estrategias más claras de conservación.
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Tabla 3. índices de conservación obtenidos con datos demográficos, genéticos y filogénéticos para las
poblaciones de P. montezumae, P. pseudostrobus y posibles híbridas. N — Tamaño de la población; Hcp =
diversidad genética obtenida con cpSSR: HEn= heterocigosis esperada obtenida con nSSR; ÁPn - Agrupación
Poblacional obtenida con nSSR; APcp ~ Agrupación Poblacional obtenida con cpSSR. Etds - valores
estandarizados a 1.

Población (No)

P. pseudostrobus

P51

P62

P123

Híbridas
putativas
H14
H25
H36
H47 •

H98
P. montezumae

M79

MÍO

Mil

M12

M13

1000
2000

2000

400

400
400

400

600

3000

4000

1000

200

2000

N
Etds

1.000

0.500

0.500

1.000

1.000

1.000

1.000

0.666

0.066

0.055

0.200

1.000

0.100

Hcp

0.354

0.178
0.086

0.055

0.246

0.244

0.213

0.309

0.289

0.280

0.249

0.107

0.217

Hcp
Etds

1.000

0.904

0.174

0.504

0.550

1.000

0.728

0.720

1.000

0.944

0.504

0.131

0.376

0.399
0.223

0.147

0.122

0.271
0.272

0.362

0.346

0.328

0.302

0.298

0.244

0.200

HEn
Etds

1.000

0.500

0.367

0.139
0.785

0.595

1.000

0.526

1.000

0.517

0.554

0.458

0.407

APcp

4

4
4

2

6

6

6
6

3

3

4
3

4

APcp
Etds

0.500
0.500

0.500

1.000

0.250
0.250

0,250

0.250

0.600

0.600

0.400

0.600

0.400

APn

5
5

3

3

5

5

4

2

4

4

4

4
4

ÁPn
Etds

0.400

0.400

0.600

0.600

0.400

0.400

0.500
1,000

0.500

0.500

0.500

0.500

0.500

Prioridad

3.100
2.404

2.141

3.243

2.985
3.250

3.478

3.242

3.166
2.616
2.158

2.687

1.783
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CONCLUSIONES

Los microsatélites cpSSR, muestran valores más altos de variación genética que las

isoenzimas y que los nSSR, resultado que puede deberse a la diferente manera en que se

dan los procesos de mutación en cada región del ADN.

Los modelos de evolución molecular utilizados para derivar los estimadores de la

estructura genética de la población deben de tomar en consideración otras fuentes de

mutación (mutaciones puntuales, inserciones y deleciones, y la existencia de

duplicaciones) para entender las aplicaciones que desde el punto de vista comparado se

pueden hacer con este tipo de marcadores.

Se detectaron eventos de hibridación introgresiva con los tres tipos de datos

(morfológicos, nSSR, y cpSSR), siendo los cpSSR más informativos sobre la dinámica

histórica de la introgresión.

Las poblaciones putativas híbridas presentaron en general los valores más altos de la

variación genética, así como el mayor número de variantes alelicas únicas, por lo que su

contribución a la variación genética de todas las poblaciones fue superior a la de las

poblaciones puras o parentales.

La estructura genética obtenida con cpSSR fue mayor a la obtenida con nSSR, resultado

que concuerda con lo esperado, y refleja una mayor homogenización de las poblaciones

con nSSR debido a la manera en que se heredan (2N).

Las relaciones filogenéticas de las poblaciones obtenidas con nSSR indican que existe una

hibridación introgresiva bidireccional. En contraste, con cpSSR, indican una hibridación

introgresiva asimétrica, de P. moníezumae a P. pseitdostrobus, y los datos morfológicos

muestran que las poblaciones posibles híbridas están más asociadas a las poblaciones

puras de P. pseudostrobus.

Los tres tipos de datos (morfológicos y moleculares), indican una mayor asociación de las

poblaciones puras de P. pseudostrobus con las poblaciones posibles híbridas, sugiriendo

que estas últimas fueron originalmente típicas o nativas de P. pseudostrobus.

Ambos marcadores moleculares (nucleares y citoplasmátícos), indican que la hibridación

introgresiva observada podría ser ancestral, por la alta homogenización de las frecuencias

aléíicas de todas poblaciones obtenida con nSSR, y por la presencia de un linaje

introgresante basal obtenido con haplotipos de cpSSR.
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De acuerdo con los datos de cpSSR se sugieren posibles eventos históricos de expansión

contigua de las poblaciones de P. montezumae y aislamiento por distancia de las

poblaciones de P. pseudostrobus.

También con cpSSR se propone un posible escenario evolutivo, donde se presentan dos

linajes evolutivos independientes (P. montezumae y P. pseudostrobus), y un linaje no

independiente originado por la hibridación introgresiva ancestral.

Los tres tipos de datos sugieren la acción de varios factores tanto ecológicos, de selección

del habitat, abundancia y periodos reproductivos, así como genéticos, de selección de

algunos nSSR, y de variantes aléíicas novedosas, han influido en la dinámica histórica de

la hibridación introgresiva observada entre las especies.
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