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RESUMEN

El bosque de niebla (BN) es uno de los ecosistemas mas importantes del mundo, sin embargo, dada
su fragilidad y fragmentacion son de los mas amenazados. En México el BN cubre menos del 1%
del territorio, pero resguarda el 10% de sus especies vegetales. En el estado de San Luis Potosi se
localizan algunos de sus relictos méas importantes. Liquidambar styraciflua es una especie clave
del BN por ser una especie pionera y con importantes funciones ecosistémicas. El objetivo de la
presente investigacion fue conocer la diversidad y estructura genética de poblaciones de L.
styraciflua en los relictos de BN en San Luis Potosi. Se estudiaron seis poblaciones en los
municipios de Xilitla, Rioverde, Tamasopo, EI Rayén, El Naranjo y Alaquines analizando un total
de 145 individuos. Se amplificaron regiones microsatelites utilizando 22 primers. Los amplicones
de 15 primers mostraron polimorfismo que fue visualizado en geles de acrilamida. Los tamafios de
las bandas fueron estimados y normalizados para su analisis que incluyd pruebas de diversidad,
estructura genética y flujo genético. Asimismo, se determind el indice de disturbio crénico en los
fragmentos de BN donde se ubican las seis poblaciones de L. styraciflua, con el fin de estudiar su
relacion con la diversidad y estructura genética de la especie. Se emplearon 14 indicadores de tres
agentes de disturbio cronico: 1) las actividades humanas, 2) la ganaderia y 3) el deterioro del
habitat. Se recuperd un total de 142.66 alelos diferentes (Na) para los 15 loci SSR, con un numero
de alelos efectivos (Ne) promedio de 6.32. La heterocigosis observada (Ho= 0.55) fue menor a la
esperada (He= 0.79). Las poblaciones con mayor diversidad genética fueron Copalillos (1= 2.07;
He= 0.83), Las Flores (I= 2.02; He= 0.82) y Nueva Reforma (1= 2.00; He= 0.83). El valor de Fsr=
0.10 indic6 un nivel moderado de diferenciacion genética entre poblaciones, con mayor variacion
genética entre individuos (90.36%). Hay un alto grado de correlacion (r= 0.81) entre la distancia
genética y la distancia geogréfica, lo que indica que el aislamiento por distancia podria afectar la
estructura genética. Las poblaciones quedaron agrupadas en dos grupos (K= 2). Estos analisis
sugieren una baja estructura genética y un alto flujo genético entre algunas de las poblaciones, con
una dinamica similar al modelo de metapoblaciones. Los parametros de disturbio crénico resaltan
el efecto de las actividades humanas como la principal causa de disturbio en el BN. Sin embargo,
no se encontré una correlacion importante entre el IDC y los indices de diversidad y estructura
genética. Es posible que la biologia reproductiva y la dinamica ecoldgica de L. styraciflua le
confiera resistencia al disturbio, debido a su crecimiento y madurez sexual acelerados y su
polinizacion cruzada anemofila a largas distancias.

Palabras clave: bosque mesofilo de montafia, disturbio cronico, microsatélites, estructura genetica.



ABSTRACT

The cloud forest (CF) is one of the most important ecosystems in the world, however, given its
fragility and fragmentation are one of the most threatened. In Mexico, the CF covers less than 1%
of the territory, but holds 10% of its plant species. In the state of San Luis Potosi some of its most
important relict are located. Liquidambar styraciflua is a key species of the CF since its important
ecosystem functions and as a pioneer. The objective of this research was to analyze the genetic
diversity and structure of populations of L. styraciflua in the CF relicts in San Luis Potosi. We
studied six populations in the municipalities of Xilitla, Rioverde, Tamasopo, Rayon, El Naranjo
and Alaquines, from a sample of 145 individuals. We amplified microsatellite regions using 22
primers. The amplicons of 15 primers showed polymorphism, visualized in polyacrylamide gels.
The sizes of the bands were estimated and normalized, the analysis included tests of genetic
diversity and structure, as well as gene flow. Additionally, we estimated the chronic disturbance
index for the CF fragments where the six populations of L. styraciflua are located, in the order to
study the relationship with diversity and genetic structure, using 14 indicators in three agents of
disturbance: 1) human activities, 2) livestock and 3) the habitat degradation. We retrieved a total
of 142.66 different alleles (Na) for the 15 SSR loci, with a number of allele effective (Ne) average
of 6.32. The observed heterozygosity (Ho= 0.55) was lower than expected (He=0.79). Populations
with the greatest genetic diversity were Copalillos (1= 2.07; He= 0.83), Las Flores (1= 2.02; He=
0.82) and La Nueva Reforma (I= 2.00; He= 0.83). The value of Fst= 0.10 indicated a moderate
level of genetic differentiation between populations, with greater genetic variation among
individuals (90.36%). There is a high degree of correlation (r= 0.80) between genetic distance and
geographical distance, indicating that distance isolation could affect genetic structure. The
populations were grouped into two groups (K= 2). These analyses suggest a low genetic structure
and a high genetic flow between some of the populations, similar to the metapopulation model.
Chronic disturbance parameters highlight the effect of human activities as the main threat to CF.
However, no significant correlation was found between the IDC and the genetic diversity and
structure. It is possible that the reproductive biology and ecological dynamics of L. styraciflua
confer resistance to disturbance, due to its accelerated growth and sexual maturity, and anemophile
cross-pollination over long distances.

Keywords: Cloud forest, chronic disturbance, microsatellites, genetic structure.
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I. INTRODUCCION
1.1. Antecedentes

El bosque de niebla (BN) o bosque meséfilo de montafia es catalogado como uno de los ecosistemas
més importantes del mundo, por los altos niveles de biodiversidad que resguarda en un area
reducida, ademas de los servicios ecosistémicos que proporciona, tales como la captura de carbono,
recarga de cuerpos de agua y conservacion de la biodiversidad, entre otros (Bubb et al., 2004). En
la actualidad, los ecosistemas en México presenta alteraciones humanas importantes y las areas con
vegetacion natural bien conservada han sido reducidas. Entre los ecosistemas mas vulnerables se
encuentra el BN, que se distribuye en 20 estados del pais y es uno de los habitat prioritarios para
la conservacidn de la biodiversidad mexicana debido a su fragilidad y fragmentacion (Villasefior,
2010). Aungue el BN cubre menos del 1% de la superficie del pais es el ecosistema con mayor
namero de especies de flora y fauna con relacion al territorio que ocupa, constituyendo 10% de la
riqueza vegetal del pais (Rzedowski, 1996).

El BN se caracteriza por prosperar en lugares donde prevalece un clima humedo y fresco
(Rzedowski, 1996), con dominancia del clima templado humedo con lluvias todo el afio (Cf)
(Kbeppen, 1948), con alta humedad por las frecuentes lluvias y la persistencia de niebla desde el
nivel del suelo. En ellos convergen especies tipicas de las selvas altas y medianas caracteristicas
de las zonas neotropicales humedas de baja altitud, y ademas especies de los bosques templados
caracteristicos de las regiones montafiosas y frias (Villasefior, 2010). Su importancia biolédgica
radica en la regulacion de los ciclos hidroldgicos, ya que gracias a ellos los mantos acuiferos
mantienen agua, los sedimentos se retienen y se evita el riesgo de inundaciones debido a su
capacidad de captacion de agua (Toledo, 2009). Ademas los BN proveen de productos Utiles para
los habitantes locales, dentro de los que destacan el uso maderable, cercas vivas, medicinal y
alimentario (CONABIO, 2010).

En México el BN se distribuye en laderas pronunciadas y en cafiadas humedas, al sur del
paralelo 25° N, en altitudes que van desde 600 hasta 3,200 msnm (Gonzalez et al., 2011). Presenta
mayores extensiones en la Sierra Madre del Sur, las montafias del norte de Chiapas y la Sierra
Madre Oriental (Gonzalez et al., 2011). ElI BN incluye entre 2,500 (Rzedowski, 1996) y 2,822
especies vegetales, las cuales se distribuyen en 32 familias y 165 géneros (Villasefior, 2010). En el
estado de San Luis Potosi, Fortanelli et al. (2014) registran 199 especies de plantas vasculares para

la localidad de Copalillos pertenecientes a 165 géneros y 91 familias. En el estado, este tipo de
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vegetacion se ha degradado aceleradamente, ya que en el afio de 1973 cubria 6,107 ha y para el afio
2007 su area se redujo a 3,239 ha (Leija et al., 2011).

1.2. Liquidambar styraciflua L. (Altingiaceae)

Dentro de las especies arbdreas de los relictos de BN en San Luis Potosi destaca Liquidambar
styraciflua por su mayor distribucion y abundancia. Es una especie arbérea caducifolia de rapido
crecimiento (Figura 1). Tiene una vida media de 200 afios y comienza su reproduccién a los 20
afios (Morris et al., 2008). Los arboles llegan a medir hasta 60 m de alto y 1.5 m de didmetro a la
altura de pecho; el tallo es recto, con ramas ascendentes, delgadas, copa alargada o piramidal y la
corteza es estrechamente fisurada de color castafio (Pennington y Sarukhan, 2005). Sus hojas son
simples y dispuestas en espiral, son mas anchas que largas, de 4-5 cm de largo y 5-15 cm de ancho,
con ldbulos triangulares y margen aserrado (Pennington y Sarukhan, 2005). Es una especie
monoica y sus flores son polinizadas por el viento (anemofilia) al final de la primavera; la
produccién de frutos es al final de otofio (Sosa, 1978). Las flores estan dispuestas en paniculas
terminales o axilares sobre las ramas laterales, de 5 a 10 cm de largo (Pennington y Sarukhan,
2005). Los frutos son capsulas pequefias de 2.5 a 4.0 cm de didmetro en peddnculos de 5.0 a 6.5
cm de largo; al madurar se abren y liberan las semillas, la cuales son dispersadas por el viento y
consumidas por aves y ardillas (Morris et al., 2009). Se caracteriza por el desarrollo de una
inflorescencia separada por la maduracion acropetala de las cabezas masculinas superiores en
oposicion al desarrollo basipetalo de las cabezas femeninas inferiores, las cuales se desarrollan a
un ritmo mas lento. Los tiempos de diferencia observada entre el grado de maduracion de las
cabezas masculinas y femeninas es muy marcada. Esta diferencia en las tasas ontogenéticas
continla a través de la antesis, y en el momento de la polinizacion, los 6vulos y los
megagametofitos dentro del gineceo estan todavia en desarrollo. La variabilidad en la expresion y
distribucion sexual de los tipos florales puede atribuirse a un gradiente o cambio temporal de los

factores morfogenéticos determinantes del sexo (Wisniewski y Bogle, 1982).



Figura 1. Liquidambar styraciflua L.

Es una especie originaria de Norteamérica, distribuida en la region cercana al Atlantico. Se
distribuye desde Connecticut, EE.UU., hasta la zona central de Nicaragua. En México es una
especie nativa y se encuentra desde los 378 a 2,100 m snm, en la vertiente del Golfo a lo largo de
la Sierra Madre Oriental, desde el Sur de Nuevo Ledn hasta el norte de Chiapas, y en la vertiente
del Pacifico en la Sierra Madre del Sur en Oaxaca y en la sierra del Soconusco en Chiapas
(Pennington y Sarukhan, 2005; Ruiz-Sanchez y Ornelas, 2014) (Figura 2). En San Luis Potosi se
encuentra en los manchones bien conservados de BN con una extension de 3,239 ha en las
localidades: La Nueva Reforma, El Carrizalito de Moctezuma, Alamos de Arriba, Las Mesas, El
Platanito, Colonia Diez Gutierrez, Copalillos y La Silleta, perteneciente a los municipios de
Alaquines, Ciudad del Maiz, EI Naranjo, Rayén, Tamasopo y Xilitla, respectivamente (Leija et al.,

2011), y cerro La Cruz perteneciente al municipio de Rioverde (Salinas-Rodriguez y Cruzado-



Cortés, 2011). Esta especie tiene potencial para la restauracion ecoldgica en terrenos degradados
por causas agricolas, ganaderas y mineras, por lo que se ha comenzado a utilizar en sistemas
agrosilvopastoriles y para la captura de carbono en diferentes regiones del pais (Pedraza y
Williams, 2003).
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Figura 2. Distribucion geografica de Liquidambar styraciflua en los BN del Este y Sur de México.

Los puntos rojos indican la presencia de la especie. Tomado de Ruiz-Sanchez y Ornelas (2014).

1.3. Historia biogeogréafica de la especie

Altigiaceae (conocida como gomas dulces) es una familia de 15 especies en los géneros
Liquidambar, Altingia y Semiliquidambar, que tienen una disyuncion biogeogréfica
intercontinental clasica entre Asia y Norte América, divergio hace 90 Ma en el periodo Cretacico.
Liquidambar es un género parafilético, con cuatro especies, Liquidambar styraciflua, L. orientalis
(especies hermanas), L. formosana y L. acalycina. Estas especies se dien Asia oriental, Asia
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occidental, y este de Norte América a América Central (Ickert-Bond y Wen, 2006). La divergencia
entre L. styraciflua del este de Norte América y L. orientalis de Asia occidental ocurri6 hace 23 +
10.2 Ma. Las migraciones biogeogréaficas a lo largo de la historia de Altingiaceae desde el Cretacico
ha sido a través de los puentes terrestres de Bering y Atlantico Norte (Ickert-Bond y Wen, 2006).
Graham (1999; 2011) propuso que la divisién de la poblacion de Liquidambar styraciflua en
América del Norte y América Central se debi¢ al calentamiento climatico y a la sequia durante el
Mioceno tardio hasta el Pleistoceno temprano a partir del polen fosil. Por otra parte, Ruiz-Sanchez
y Ornelas (2014) sugieren que las poblaciones mesoamericanas se originaron en el sureste de
América del Norte, divididas por el Cinturén Volcanico Trans-Mexicano durante el Plioceno al
Cuaternario. Con base en los registros macrofosiles y palinolégicos realizados por Yang-Jun et al.
(2018) para la historia biogeogréafica de Altingiaceae (Figura 3), los primeros registros fosiles son

del oeste y este de América del Norte en el Cretéacico Superior.
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Figura 3. Reconstruccion biogeografica de Altingiaceae basada en registros fosiles. Las lineas
continuas se refieren a la distribucion actual, mientras que las lineas discontinuas indican que
Altingiaceae se ha extinguido en el area. Lineas rojas representan la ruta de migracion del tipo
tropical y las lineas azules representan el tipo de clima templado. K, Cretéaceo; Pal, Paleoceno; Eo,

Eoceno; Ol, Oligoceno; Mio, Mioceno. Tomado de Yang-Jun et al., 2018.



La evidencia fosil de hoja e infrutescencia de Altingiaceae sugiere que esta familia
probablemente se origind en América del Norte en el Cretacico Superior, lo cual corresponde con
la edad estimada de 98.69 Ma (Tank et al., 2015; Yang-Jun et al., 2018). La evidencia fosil
demostro que el tiempo para los linajes del este de Asia y Europa occidental divergieron en

América del Norte, siendo méas antiguas que las estimaciones previas (Yang-Jun et al., 2018).

1.4. Marcadores moleculares microsatélites

Los marcadores moleculares son una herramienta que se basa en el anlisis de diferencias
moleculares y nos permiten entender los campos de la biologia como la evolucion, ecologia y
estudios de diversidad (Eguiarte et al., 2007; Cornejo et al., 2014). Asi mismo, han contribuido en
el estudio de la variacion genética entre individuos, poblaciones y especies para explicar patrones
y procesos ecoldgico-evolutivos (Schlbtterer, 2004).

Los microsatélites son secuencias de ADN constituidas por repeticiones de motivos de uno
a seis pares de bases (Hancock, 1999); se caracterizan principalmente por distribuirse en regiones
codificantes y no codificantes, ser altamente polimorficos y de herencia mendeliana; ademas, han
sido empleados para estudiar la estructura genética en poblaciones de plantas (Palmieri et al., 2007;
Zane et al., 2002; Sonah et al., 2011), como Liquidambar formosana (Sun et al., 2016), el género
Platanus (Lang, 2010), Oreopanax xalapensis (Ruiz-Montoya et al., 2011), entre otras. Estos
marcadores han tomado ventaja sobre otros marcadores genéticos por su multialelismo,
codominancia y alta heterocigosidad, ademas utilizan poca cantidad de ADN. La presencia de un
solo locus genético por microsatélite hace que la lectura de las bandas sea claray facil de interpretar
(Becerra y Paredes, 2000). Se ha estimado que los microsatélites de ADN nuclear tienen tasas de
mutacion de 1X10% a 1X10° mas altas que el ADN de cloroplastos, lo cual es importante para

realizar analisis de la historia evolutiva de las especies (Eguiarte et al., 2007).

1.5. Justificacion

La diversidad genética representa el nivel fundamental de la biodiversidad, pues a partir de ella los
diferentes procesos evolutivos generan cambios y a la larga producen adaptacion, especiacion y
extincion. Estudiar la diversidad y estructura genética permite evaluar el grado de conservacion de
una especie, asi como su potencial evolutivo futuro. La perturbacion ambiental afecta de forma

negativa la dinamica ecoldgica y los niveles de diversidad en los ecosistemas. El disturbio puede
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afectar la diversidad genética, la abundancia de especies y la composicion de las comunidades
bidtica. La reduccién de la diversidad genética tiene consecuencias en la aptitud de los individuos
de una especie, y por ende la viabilidad y adaptabilidad de sus poblaciones al cambio ambiental, la
evolucion de nuevas especies.

La alteracion antropogénica es considerada una de las mayores amenazas para la
biodiversidad. Conocer la influencia de la perturbacién humana en los patrones de diversidad
genética es fundamental para generar mejores propuestas de conservacion y aprovechamiento de
los recursos naturales, debido al impacto acelerado que el ser humano ha ocasionado en los Gltimos
afios. Es importante en este sentido estudiar la respuesta demogréfica de las poblaciones a la
perturbacion y su efecto en la diversidad y estructura genética de especies clave en los ecosistemas.
Una gran fraccion de la diversidad genética es selectivamente neutral y por lo tanto su distribucion
estd determinada por procesos microevolutivos como la mutacion, la migracion y la deriva
genética. La variacion genética se ve afectada por procesos demograficos como la reduccién en el
tamafio efectivo poblacional y los cuellos de botella de la poblacidn, que pueden causar una pérdida
importante de potencial evolutivo (Banks et al., 2013).

Por lo anterior, dada la importancia de Liquidambar styraciflua como especie clave del BN,
en la presente investigacion se analiz6 la diversidad y estructura genética de las poblaciones de los
relictos de BN en San Luis Potosi mediante marcadores microsatélites o secuencias simples
repetidas (SSR). Se discuten las implicaciones de los niveles de diversidad genética encontrados y

su relacién con el disturbio crénico.



1. HIPOTESIS

Las poblaciones de Liquidambar styraciflua en la SMOr de San Luis Potosi presentan niveles
saludables de diversidad genética dependientes del nivel de disturbio de las areas donde se

encuentran.

I1l. OBJETIVOS
3.1. Objetivo general

Conocer la diversidad y estructura genética de las poblaciones de Liquidambar styraciflua en el
bosque de niebla de la Sierra Madre Oriental en el estado de San Luis Potosi y su relacién con el

disturbio croénico.

3.2. Objetivos especificos

Evaluar la diversidad genética dentro y entre poblaciones de Liquidambar styraciflua en diferentes

localidades de bosque de niebla en el estado de San Luis Potosi.

Determinar cudles son las poblaciones con mayor diversidad genética y si esta correlacionado con
el nivel de disturbio crénico de los fragmentos de bosque de niebla y su conectividad.

Proponer poblaciones como posibles areas semilleras para la produccion de plantulas para
restauracion de areas perturbadas.



IV. MATERIALES Y METODOS
4.1. Ubicacion de las poblaciones y colecta de muestras

Se eligieron seis poblaciones de Liquidambar styraciflua en fragmentos conservados de BN
ubicados en los municipios de Xilitla, Tamasopo, EI Rayon, Alaquines, ElI Naranjo y Rioverde
(Cuadro 1, Figura 4). Cada muestra consistio de 22 a 25 individuos elegidos al azar por cada
poblacion, empleando el método del individuo méas cercano con una distancia minima de 50 m
entre si. De la seccion media de la copa de cada arbol se colect6 tejido foliar joven y en buen estado
(ausente de plagas y herbivoria). Las muestras se preservaron con silica gel como agente desecante
y se transportaron al Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Agronomia y Veterinaria de
la Universidad Autonoma de San Luis Potosi, donde fueron almacenados para su conservacion en

un ultracongelador a -80 °C.

Cuadro 1. Descripcion de las poblaciones de Liquidambar styraciflua. NR: La Nueva Reforma;
MO: Maguey de Oriente; CP: Copalillos; LF: Las Flores; MM: Miramar; CC: Cerro La Cruz.

o ) Precipitacion Latitud Norte Longitud Oeste  Altitud
Municipio Localidad
(mm) (UTM) (UTM) (msnm)
Alaquines NR 1,000-1,200 447449.00 2448264.00 1,435
El Naranjo MO 1,000-1,200 456719.00 2481920.00 1,000
Tamasopo y
) CP 1,000-1,200 453387.00 2416524.00 1,273
Rayon
ilit LF 1,500-2,000 491816.00 2372065.00 1,538
ilitla
MM 1,500-2,000 494456.00 2365230.00 1,574
Rioverde CC 1,000-1,200 376136.00 2424524.00 1,390
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Figura 4. Distribucidn geogréafica de las poblaciones de Liquidambar styraciflua en la Sierra

Madre Oriental de San Luis Potosi. El area marcada corresponde a la SMOr.

4.2. Aislamiento de ADN

La extraccion de ADN se realiz6 con el método CTAB, modificado para especies resinosas (Doyle
y Doyle, 1990; Sullivan y Lagrimini, 1993) (Anexo I). La calidad e integridad de ADN fue
visualizada por electroforesis en gel de agarosa al 1% y la concentracién de ADN (ng/uL) se
cuantifico en un EPOCH 2 BioTek, el ADN fue diluido en H2O estéril para obtener una

concentracion de 50 ng/uL para su uso en las amplificaciones de los microsatélites.

4.3. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y genotipificacion

Se realizaron amplificaciones de los microsatélites por PCR punto final utilizando los juegos de
iniciadores que se muestran en el Cuadro 2, los cuales fueron previamente disefiados y probados
para medir diversidad genética en Liquidambar styraciflua, L. formosana y el género Platanus
(Carlson, 2015; Sun et al., 2016; Lang, 2010).
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Cuadro 2. Loci microsatélite y secuencia de los primers. HWI: sin loci definido.

Repeticion de

Locus Secuencia ) Cita
motivos
Forward: 5>-TGCGAATCACTGGTCGAATCA-3’
LF3 (TCT)8
Reverse: 5’-TCCAACAAGTCAACAACAGCA-3’
Forward: 5>-TCTGGTTATCTCGGGGCAAC-3’
LF 17 (GCeo)d
Reverse: 5’-TGTCAACCAATCTGCCGGAA-3’
Forward: 5°-TAGAACGCCGACTCAAGTGG-3’ o
LF 19 (GCAY7 Liquidambar
Reverse: 5°- AAGTTGTTCTGGGCATGGCA-3’
formosana (Sun et
Forward: 5> ACGGACCCATCTTTACCTGC-3’
LF 25 (TA)8 (GA)6 al., 2016)
Reverse: 5’-TGATACCTCCCTTCTGGCCA-3’
Forward: 5’-TCGCCTCTGTCCTCTCCTAC-3’
LF 37 (AAC)5
Reverse: 5’-ATGTGCCAGATGTGTTCCGT-3’
Forward: 5’-GGTTGCTCTTGTTGGGTCCT-3’
LF 62 (TGA)7
Reverse: 5’-CAGCCTCACTCAGCCAAGAT-3’
HWI 1 Forward: 5>-CACTACTCTTTCTTTAACCAGACG-3’ TC
Reverse: 5°-TCCTCTGTTCCTGTAATTGGC-3’
Forward: 5’-GGAGATCCTTGGCTATGTGC-3’
HWI 2 AT
Reverse: 5’-TAGCCACCCATTCATAACCG-3’
HWI 3 Forward: 5’-AGATCACAAAGAAGGGTGGG-3’ AT
Reverse: 5’-CCTATATTCCATCAACCTAGAGTCC-3’
Forward: 5’-CTCAAATTCTCCGCCATCG-3’
HWI 4 cT
Reverse: 5’-AACTCCCTGCTTCAACATCG-3’
HWI S Forward: 5’-TGCATTAGTGGGATGTGAGG-3’ TA
Reverse: 5’-CGTACTGATGGGAACATAACCG-3’ Liquidambar
HWI 6 Forward: 5’-CCCATATCTCTCAATCCAACC-3’ oT styraciflua
Reverse: 5’-ACTCTCTGTCCGATCTTGGC-3’ (Carlson, 2015)
Forward: 5’-CCCTTCAGCAAATAGATGGC-3’
HWI 7 AG
Reverse: 5’-CCAATGTGGAACAGCAAGC-3’
Forward: 5’-GAGGGCATTGGAGGATAGG-3’
HWI 8 AG
Reverse: 5’-GGATGGACCCAAGTTACAGC-3’
Forward: 5’-AAGTGTGTTGCCTCCAACG-3’
HWI 9 GA
Reverse: 5’-CACAATCACTCCTCCCAAGG-3’
Forward: 5>-TGGAAGCACAGAAGAGAACC-3’
HWI 10 AG
Reverse: 5’-GGTCAACTTCTCCGACAGC-3’
Forward: 5°~-GGAGAAAGAGAAGAAGGAGAAAAA-3’
PIms 17 (CA)8
Reverse: 5’-AGGGTCTTGGTCGTGATTTG-3’
Forward: 5’-TGAATCCCAAAAGGCAAAAA-3’ Platanus
PIms 68 (GT)8 (AT)2 (GT)5

Reverse

1 5’-AAACACCCAATCCGGTCTAC-3’

(Lang, 2010)
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Forward: 5~-TCCTTACATCTTTGCCCACA-3’
PIms 92 (GA)4 (GT)5
Reverse: 5’-CCCATGAACCTCTCTGATCC-3’

Forward: 5-TGATGACAAATACTCAGGGAAA-3’
PIms 109 (CA)18
Reverse: 5>-CGATAGCCAAAAGCGAAAGA-3’

Forward: 5’-GGCAAGCCAGGATTTAGTTG-3’
PIms 113 (CT)11(CA)16
Reverse: 5’-CGGGATAAGAGTTTGTTGAGTTG-3’

Forward: 5°~AACAGCAAAACAGCCCACTC-3’
PIms 176 (CA)9
Reverse: 5>-~AAACCAGCCAATCCAATTCC-3’

Las amplificaciones de PCR se realizaron en volimenes de reaccion de 25 pL como sigue:
50 ng de ADN genémico (1 pL), buffer Tag DNA polimerasa con Mg? 10x (2.5 pL),
desoxirribonucledtidos trifosfato (ANTPs) 10 mM (0.5 pL), iniciador forward 10 pM (0.5 pL),
iniciador reverse 10 uM (0.5 pL), Taq DNA polimerasa 5 unidades por pL (0.2 pL) y al final se
aford a 25 pL con H2O estéril (Sambrook y Russell, 2001). Todas las reacciones de PCR se
realizaron en un termociclador T100 de Bio-Rad™ bajo el siguiente programa: desnaturalizacion
inicial a 94 °C por 5 min, seguido por 35 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 30 s, alineamiento
por 30 s de 56 a 59 °C y extension de 72 °C por 30 s y 72 °C por 5 min para la extension final.

Los amplicones fueron separados por electroforesis en geles de agarosa al 2%, corridos en
TBE 1x (Buffer Tris, Boratos-EDTA) a 80 Volt/45 min y en geles de poliacrilamida al 12%
corridos en TBE 0.5% a 80 Volt/180 min. Las bandas fueron genotipadas por su presencia/ausencia
en cada locus y los tamafios de los alelos fueron registrados usando el software GelAnalyzer 2010a
(Lazar, 2010), dichos tamafios fueron estandarizados con el software Alellogram 2.2 (Manaster,
2009). De los 22 pares de iniciadores analizados tan solo 15 fueron seleccionados por ser

especificos para la especie al mostrar los tamafios esperados y mayor polimorfismo.

4.4. Andlisis de los datos

Con los datos obtenidos se realizé un analisis polimdrfico para todos los loci SSR, y se determino
el numero de alelos observados por locus (Na), nimero de alelos efectivos por locus (Ne), indice
de informacion de Shannon (1), heterocigosidad observada (Ho), heterocigosidad esperada (He),
alelos privados (Ap), asi como la estructura genética de la poblacion empleando los parametros
estadisticos F de Wright, coeficiente de endogamia en el nivel de la poblacion (Fis), coeficiente de
endogamia en poblaciones totales (Fit), proporcion de diferenciacion entre poblaciones (Fst), tasa

de migracion (m), usando el software GenAlEx 6.5 (Peakall y Smouse, 2012).
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La distancia genética entre poblaciones se calcul6 con el indice de distancia genética de Nei
(1978), mediante una matriz realizada en el programa GenAlEx 6.5 (Peakall y Smouse, 2012),
posteriormente se realizé una agrupacion por el método de UPGMA en el programa Mega version
6.0 (Tamura et al. 2013) para visualizar la similitud entre poblaciones, asi como un analisis de
coordenadas principales (PCoA) basado en estimaciones pareadas. La matriz de distancia para
todas las poblaciones se calcul6 con el método de distancia estandarizada en GenAlEXx 6.5 (Peakall
y Smouse, 2012). Se realiz6 un andlisis de varianza molecular (AMOVA) dentro y entre
poblaciones para cuantificar de forma adicional el nivel de estructura genética con base en una
matriz euclidiana en el programa Arlequin version 3.5 con 10,100 permutaciones para garantizar
la precision de la estimacion de los componentes de la varianza (Excoffier y Lischer, 2010).

La estructura genética de la poblacién total de 145 individuos fue analizada con los alelos
detectados por los 15 marcadores genéticos de SSR usando el software STRUCTURE 2.3.3.
(Pritchard et al., 2009) con informacion previa sobre las poblaciones (modelo LOCPRIOR) basado
en un analisis de agrupamiento bayesiano ampliado. Las deltas K fueron desarrolladas para evaluar
la estructura de la poblacion bajo diferentes rutinas de simulacion. Se usé un modelo con 10
interacciones por valor de K que variaba de 1 a 7 y asumiendo frecuencias alélicas correlacionadas
de 10,000 repeticiones por el método de Cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC) y un periodo
de 100,000 interacciones. Se consider6 la altura del valor Delta K como un indicador de la
intensidad de la sefial detectada por el analisis estructural (Evanno et al. 2005). Para la
visualizacion del grafico de los resultados, se utilizd6 Cluster Markov Packager Across K
(CLUMPAK). Se realiz6 una prueba de Mantel en XLSTAT 2018 para conocer la correlacion entre
la distancia genética (Nei) y la distancia geografica (Km) entre poblaciones (Mantel, 1967).

4.5. Indice de disturbio crénico

Con el fin de evaluar el impacto del disturbio sobre la diversidad genética de las poblaciones
analizadas, se determiné el indice de disturbio cronico (IDC) antrdpico en los fragmentos de BN
donde se ubican las seis poblaciones de Liquidambar styraciflua, empleando el método de
Martorell y Peters (2005; 2008) y Hernandez-Oria et al. (2006). Este indice considera 14
indicadores de tres agentes de disturbio (actividades humanas, ganaderia y deterioro del habitat).
Para calcular el IDC se realizaron cuatro transectos distribuidos al azar con direccion norte-sur, de

50 m de largo por uno de ancho por fragmento de bosque y se midieron los siguientes parametros:
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A) Actividades humanas

Fraccion de plantas macheteadas (MACH): nimero de arboles y arbustos con evidencia de
haber sido cortados o talados en comparacion con el total (plantas macheteadas/plantas totales).

Evidencia de incendio (INCE): evidencia de un incendio reciente, con “1” 0 “0” si existié o
no existio respectivamente.

Cobertura de caminos humanos (CCHU): se midié y sumo el acho de los caminos humanos
que se interceptan con el transecto, la suma de la intercepcion de los caminos se dividié entre la
distancia del transecto.

Cercania a poblaciones (POBL): se registré la distancia entre el centro de la zona de estudio
y el borde de la poblacion més cercana en kilometros (1/distancia). Cuando la distancia fue menor
a un kilometro el valor dado fue uno.

Adyacencia a nucleos de actividad (ADYA): nimero de sitios registrados a menos 200 m de
distancia a actividades humanas tales como cultivos agricolas, ganaderia, carreteras asfaltadas o
asentamientos humanos, dividido entre el nimero de sitios totales.

Cambio de uso del suelo (USOS): se registro la fraccion de la superficie del bosque de niebla
ocupada con agricultura, ganaderia, minas y asentamientos humanos, la cual fue dividida entre el

area total del bosque.

B) Ganaderia

Densidad de excretas de cabra u oveja (CBR): se registrd la presencia o ausencia de excretas
en 10 cuadros de 1 m? elegidos al azar a lo largo del transecto y se dividié entre el nimero total de
cuadros del transecto.

Densidad de excretas de ganado mayor (GAN): se calculd igual que la anterior, pero se
incluyeron excretas de vacas, caballos y burros.

Fracciéon de plantas ramoneadas (RAMO): Se consideraron evidencias de herbivora en
plantas perenes, divididas entre el nimero total de plantas en el sitio.

Caminos ganaderos (CGAN): nimero de caminos hechos por el ganado a lo largo del
transecto, sin considerar caminos menores a 5 m de largo, ni los realizados por la gente.

Compactacion del suelo por ganado (COMP): este parametro se evalué mediante la medicién

de la velocidad de infiltracion entre la intercepcion del camino ganadero con el transecto y un area
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sin compactacion, en ambos lugares se enterré 4 cm de un tubo de PVC de 10 cm de didmetro y se
vertié 250 ml de agua y registrd el tiempo de infiltracion.

C) Deterioro del habitat

Erosion (EROS): fueron seleccionados 20 puntos al azar sobre el transecto y registro la
erosion debida a arrastre de material por el agua, carcavas y exposicion del material parental por
casusas humanas.

Islas de vegetacion (ISLA): los procesos erosivos severos ocasionan pequefios monticulos de
suelo cubierto por vegetacion. Cuando la erosion se observéd en mas de la mitad de la superficie su
valor fue de “1” y “0” si fue menos de la mitad.

Area de la superficie totalmente modificada (STOM): se midié en el transecto el area

modificada por los humanos y se dividid entre la superficie del transecto.

Con los coeficientes de cada parametro del IDC se realizd un andlisis de componentes
principales (ACP), posteriormente las cargas obtenidas por los pardmetros de los componentes 1y
2 se multiplicaron con sus respectivos porcentajes de variacion y se sumo el producto de ambos
componentes, para obtener los coeficientes que describen la formula del IDC. Asi mismo, fue
sustituida la incégnita de cada parametro en la formula y se sumé para obtener el valor del IDC por
localidad. Los pardmetros que no presentaron variacion fueron descartados como se sugiere en
estudios previos (Martorell y Peters, 2005; Hernandez-Oria et al., 2006; Rubio-Méndez et al.,
2018). Para conocer los niveles de clases de disturbio de los fragmentos estudiados se utilizé la
regla de Sturges (1926), mediante la formula: K= 1 + 3.322 log n; donde K es el nimero de clases
y n es el nimero de fragmentos de bosques evaluados, posteriormente se calculd el rango total,
mediante la diferencia entre el valor maximo y valor minimo del disturbio crénico entre
fragmentos, finalmente la amplitud fue calculada dividiendo el valor del rango entre el nimero de
clases.

Con el indice de disturbio reportado para cada poblacién se determino la correlacion de
Pearson (r) que existe con respecto al indice de informacién de Shannon (I), heterocigosis
observada (Ho) y coeficiente de endogamia en el nivel de la poblacién (Fis), para conocer el efecto

del disturbio en los pardmetros de diversidad y estructura genética.
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V. RESULTADOS
5.1. Diversidad genética

Un total de 142.667 alelos fueron generados por 15 loci SSR en todas las muestras. EI nimero de
alelos observados (Na) por locus vario de 4.5 (HWI1 9) a 14.667 (HWI 2) con una media de 9.511,
mientras que el numero de alelos efectivos (Ne) por locus varia de 3.107 (HWI 9) a 10.184 (HWI
2) con un valor promedio de 6.323. El indice de informacion de Shannon (1) tuvo un promedio de
1.884 con un intervalo de 1.211 (HWI 9) a 2.463 (HWI 2). La heterocigosis observada (Ho) y
heterocigosis esperada (He) fue de O (LF 17, LF 62 y HWI 9) a 0.979 (HWI 5y HWI 6) y 0.633
(HW19) a 0.894 (HWI 2), con una media de 0.548 y 0.793, respectivamente. La Ho fue mayor que
la He en los loci HWI 2, HWI 4, HWI 5, HWI1 6 y HWI1 10 (Cuadro 3).

Cuadro 3. Analisis polimorfico de 15 Loci SSR. Na: numero de alelos observados; Ne: nimero de
alelos efectivos; I: indice de informacién de Shannon; Ho: heterocigosis observada; He:
heterocigosis esperada; Fis: coeficiente de endogamia en el nivel de la poblacion; Fir, coeficiente
de endogamia en poblaciones totales; Fst: proporcién de diferenciacion entre poblaciones; m: tasa

de migracion.

Locus Na Ne | Ho He Fis Fir Fst m
LF 17 7.167 5188 1.738 0.000 0.789 1.000 1.000 0.075 3.067
LF 19 12.167 7.672 2.176 0.548 0.855 0.359 0.402 0.067 3.488
LF 25 11.667 7.227 2.121 0.669 0.845 0.208 0.277 0.087 2611
LF 37 5,333 3767 1.386 0.028 0.698 0.961 0.966 0.143 1.496
LF 62 4667 3595 1.322 0.000 0.690 1.000 1.000 0.181 1.129
HWI1 14333 9.039 2321 0.765 0.865 0.115 0.175 0.067 3.465
HWI2 14667 10.184 2463 0.931 0.894 -0.042 -0.009 0.031 7.724
HWI3 10333 7564 1.791 0.321 0.699 0.541 0.650 0.238 0.800
HWI 4 9.667 6.960 2.050 0.952 0.852 -0.117 -0.026 0.081 2.838
HWI5 10833 6.624 2.024 0.979 0.827 -0.184 -0.084 0.084 2.718
HWI 6 9.333 6,583 2.003 0.979 0.843 -0.161 -0.049 0.096 2.355
HWI7 11.167 6.966 2.112 0.822 0.851 0.034 0.084 0.052 4.600
HWI 8 7.000 3519 1.473 0.302 0.705 0.572 0.652 0.186 1.091
HWI 9 4500 3.107 1.211 0.000 0.633 1.000 1.000 0.082 2.807
HWI10 9833 6.843 2065 0919 0.853 -0.077 -0.005 0.067 3.471
Media 9,511 6.323 1.884 0.548 0.793 0.349 0.402 0.103 20911
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Los resultados mostraron que el 100% de los loci fueron polimdrficos para cinco poblaciones
(LF, MM, CP, MO y NR) y un 93.33% para CC. EIl valor més bajo de Na fue de 7.333 (CC) y el
mas alto fue de 11 (LF y CP), asi mismo el valor més bajo de Ne fue de 5.127 (CC) y mas alto de
7.367 (LF). El valor mas alto de | se encontro en CP, sequido por LF y NR. El valor més bajo de
Ho se registr6 en CC (0.405), a diferencia del resto de las poblaciones que mostraron valores
similares de Ho. La He estuvo por arriba de la Ho, los valores mas altos se encontraron en CP, NR
y LF, mientras que el valor méas bajo fue para CC. Los alelos privados en promedio de todas las
poblaciones fueron de 1.552, siendo mas alta en las poblaciones LF seguida por CP y més baja en
MM (Cuadro 4).

Cuadro 4. Diversidad genética de seis poblaciones de Liquidambar styraciflua mostrados por SSR.
% LP: porcentaje de loci polimorfico; Na: numero de alelos observados; Ne: niamero de alelos
efectivos; I: indice de informacion de Shannon; Ho: heterocigosis observada; He: heterocigosis
esperada; Fis: coeficiente de endogamia en el nivel de la poblacion; Ap: alelos privados.

Poblacion % LP Na Ne I Ho He Fis Ap
LF 100 11.000 7.367 2.017 0596 0.819 0.319 2.542
MM 100 8.667 5492 1.715 0547 0.745 0.351 0.583
CC 93.33 7.333 5127 1618 0.405 0.724 0.483 0.909
CP 100 11.000 7.334 2.073 0570 0.834 0.344 2.160
MO 100 8.800 5869 1.876 0.590 0.810 0.289 1.720
NR 100 10.267 6.747 2.003 0.578 0.828 0.317 1.400

Media 98.89 9.511 6.323 1.884 0.548 0.793 0.349 1.552

5.2. Diferenciacion y estructura genética de las poblaciones

El coeficiente de endogamia dentro de las poblaciones (Fis) por locus vario de -0.042 (HWI 2) a
1.0 (LF 17, LF 62 y HWI 9) con una media de 0.349 (Cuadro 3), mientras que entre poblaciones
presentaron valores similares de Fis que variaron de 0.483 a 0.289 para CC y MO, respectivamente
(Cuadro 4), lo que muestra una moderada heterocigosidad dentro de las poblaciones. Sin embargo,
resalta una alta heterocigosidad en cinco loci: HWI 2, HWI 4, HWI 5, HWI 6 y HWI 10. Ademas,
el coeficiente de endogamia en las poblaciones totales (Fit) vario de -0.005 (HWI 10) a 1.0 (LF 17,
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LF62 y HWI 9) con un promedio de 0.402. Por otra parte, la diferenciacion genética entre las
poblaciones (Fsr) vario de 0.031 (HWI 2) a 0.238 (HWI 3) con una media de 0.103, lo cual indica
un nivel moderado de diferenciacion genética entre las poblaciones de Liquidambar styraciflua, la
migracion de alelos vario de 0.8 (HWI 3) a 7.724 (HWI 2) con una media de 2.911 (Cuadro 3).

El anélisis de varianza molecular (AMOVA) para cuantificar la diversidad genética entre y
dentro de las poblaciones mostr6 que el 90.36% de la variacion genética total se ubica entre
individuos dentro de la poblacion, mientras que solo el 9.64% se ubica entre poblaciones (Cuadro
5).

Cuadro 5. Andlisis de varianza molecular (AMOVA) en seis poblaciones de Liquidambar

styraciflua
Fuente de variacion d.f. Sumade Varianzade Porcentaje de P
cuadrados componentes variacion (%)
Entre poblaciones 5 144.908 0.50235 9.64 <0.001
Dentro de poblaciones 139 1337.830 4.7167 90.36 <0.001
Total 144 1482.738 5.21302

Los marcadores moleculares SSR en las seis poblaciones sugieren la existencia de un alto
grado de variabilidad genética entre individuos dentro de las poblaciones, y un moderado nivel de
diferenciacion genética entre las seis poblaciones estudiadas.

5.3. Relaciones genéticas y patrones de variacion geografica

El andlisis de estructura genética de la poblacion, determinada a través del programa STRUCTURE
2.3.3 mostrd que el pico mas alto (Delta K=94.992) esta en el valor K= 2, con dos grupos genéticos
en las seis poblaciones (Figura 5), lo que indica diferentes grados de introgresion entre las

poblaciones.
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Figura 5. Estructura de poblaciones inferidas de Liquidambar styraciflua en San Luis Potosi con
el programa STRUCTURE 2.3.3 (K=2). Cada individuo es representado por una sola linea vertical,
dividido en segmentos de colores en proporcion al grupo que pertenece: azul para el grupo 1y
naranja para el grupo 2.

El dendograma resultado del UPGMA muestra la similitud genética entre las poblaciones
analizadas basado en la distancia genética de Nei (Figura 6). Las seis poblaciones fueron agrupadas
en dos ramas, las cuales son esencialmente idénticos a los determinados por el analisis de
STRUCTURE (Figura 5) y el de coordenadas principales (PCoA) (Figura 7). La rama | comprende
a dos sub-ramas, la sub-rama I-a comprende a las poblaciones LF y CC, la sub-rama I-b comprende

a las poblaciones MM y CP, mientras que la rama Il integra a las poblaciones MO y NR.

LF

cC

MM

I-b

MO

NR

Figura 6. Dendograma de UPGMA que muestra las relaciones de las poblaciones de Liquidambar
styraciflua en San Luis Potosi, basado en distancia genética de Nei.
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Figura 7. Andlisis de coordenadas principales (PCoA) basado en estimaciones pareadas de
distancia genética para todas las poblaciones. Porcentajes de la varianza total explicada por las

coordenadas 1 y 2 con valores de 52.01% Yy 20.84%, respectivamente.

La prueba de Mantel revel6 que existe correlacion entre la distancia genética y la distancia
geogréafica en Liquidambar styraciflua (r= 0.808, p= 0.005; Figura 8), con indices de Fst menores

entre poblaciones geograficamente cercanas.
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Figura 8. Relacion entre distancia genética y distancia geogréafica (r= 0.808; R?= 0.653; p= 0.005)
para seis poblaciones.
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5.4. Indice de disturbio crénico y su correlacion con los indices de diversidad genética

El analisis de componentes principales (ACP) descarto la frecuencia de incendio (INCE), el cambio
de uso de suelo (USOS), la fraccion de plantas ramoneadas (RAMO) y la presencia de islas (ISLA),
debido a que no mostraron variacion en los sitios muestreados. Los componentes 1y 2 explicaron
el 76 y 10% de la variacién de todos los pardmetros respectivamente. Los parametros que tuvieron
mayor impacto en el componente 1 fueron POBL, ADYA, EROS y STOM, mientras que en el
componente 2 fueron ADYA y STOM (Cuadro 6).

Cuadro 6. Valores de los componentes principales 1y 2 para los parametros del disturbio crénico.
RAMO: fraccion de plantas ramoneadas; GAN: densidad de excretas de ganado mayor; CGAN:
caminos ganaderos; COMP: compactacion del suelo por ganado; MACH: fraccion de plantas
macheteadas; CCHU: cobertura de caminos humanos; POBL.: cercania a poblaciones; ADYA:
adyacencia a nucleos de actividad; EROS: erosién; STOM: superficie totalmente modificada.

CP1 CP2
Ganaderia

RAMO 0.016 -0.012
GAN 0.138 0.116
CGAN 0.021 -0.014
COMP 0.144 -0.003

Actividades humanas
MACH 0.120 0.122
CCHU 0.022 -0.032
POBL 0.627 -0.723
ADYA 0.654 0.619

Deterioro del habitat
EROS 0.283 -0.101
STOM 0.209 0.231

El IDC obtenido a partir del ACP, se calcul6 en base a la formula, IDC= 1.13RAMO +
11.64GAN + 1.47CGA + 10.93COMP + 10.33MACH + 1.31CCHU + 40.34 POBL +55.97ADYA
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+ 20.44 EROS + 18.18STOM. Con lo que se logré obtener el valor de contribucion de cada
pardmetro de disturbio por localidad.

De acuerdo con el andlisis de IDC los parametros con el mas alto efecto en el disturbio
cronico total fueron la adyacencia a nucleos de actividad (ADYA), la cercania a poblaciones
(POBL), erosion (EROS) vy la superficie totalmente modificada (STOM). Estos parametros
corresponden a actividades humanas, que resaltan de las actividades ganaderas y el deterioro del
habitad. Los sitios con los valores mas altos de IDC son Copalillos, Maguey de Oriente y Miramar
(Cuadro 7).

En orden decreciente, los parametros mas importantes son la adyacencia a nucleos de
actividad (ADYA), la cercania a poblaciones (POBL), la erosion (EROS), la superficie totalmente
modificada (STOM), la presencia de caminos ganaderos CGAN), la fraccion de plantas
macheteadas (MACH), la cobertura de caminos humanos (CCHU), la compactacion del suelo por
ganado (COMP), la densidad de excretas de ganado mayor (GAN) y la fraccién de plantas
ramoneadas (RAMO).

Cuadro 7. Valores del indice de disturbio cronico para los sitios estudiados en los BN de San Luis
Potosi. POB: poblacion; RAMO: fracciéon de plantas ramoneadas; MACH: fraccién de plantas
macheteadas; GAN: densidad de excretas de ganado mayor: CGAN: caminos ganaderos; CCHU:
cobertura de caminos humanos: COMP: compactacion del suelo por ganado; POBL.: cercania a
poblaciones; ADYA: adyacencia a nucleos de actividad; EROS: erosién; STOM: superficie

totalmente modificada.

Disturbio

POB RAMO MACH GAN CGAN CCHU COMP POBL ADYA EROS STOM total

LF 0.000 0.000 0.000 0.352 0.133 0.020 0578 0.000 0.000 0.000 28.777
MM 0.000 0.000 0.000 0.439 0.150 0.040 1.000 0.333 0.350 0.040 73.495
CC 0.000 0.100 0.020 0.301 0.000 0.040 0.840 0.000 0.000 0.000 38.643
CP 0.000 0.200 0.020 0.380 0.160 0.040 1.000 0.667 0.200 0.200 93.809
MO  0.050 0.100 0.040 0.637 0.150 0.040 0971 0333 0.100 0.200 73.556
NR 0.000 0.000 0.000 0.368 0.040 0.020 0.353 0.000 0.000  0.000 18.920

Los niveles de disturbio generados mediante la regla de Sturges tuvieron una amplitud de

rango de 19 (18.722), lo que genero cuatro niveles de disturbio (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Niveles de disturbio a partir de la regla de Sturges. I: bajo (18-37); Il: medio (38-57);
I11: alto (58-77) y IV: muy alto (78-97).

Poblacién Indice de disturbio Nivel de disturbio
LF 28.777 I: bajo
MM 73.495 [1: alto
CcC 38.643 I1: medio
CP 93.809 IV: muy alto
MO 73.556 I1: alto
NR 18.920 I: bajo

La prueba de correlacion de Pearson (r) mostré que no existe correlacién entre I, Ho, He y
Fisy el indice de disturbio cronico por presentar valores de r muy bajos e incluso negativos (Cuadro
9). Esto indica que el disturbio cronico no afecta ni a la diversidad ni a la estructura genética de las

poblaciones de Liquidambar styraciflua en los relictos de BN analizados.

Cuadro 9. Correlacion de Pearson entre el indice de disturbio crénico e indices diversidad genética

Parametros | Ho He Fis
Pearson (r)  0.023105 0.15015 0.029225 -0.21593
R? 0.00053385 0.022545 0.00085412 0.046624
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V1. DISCUSION
6.1. Diversidad, estructura y flujo genético

Liquidambar styraciflua es una especie con una distribucion amplia en el BN dentro de la SMOr,
tiene un desarrollo rapido que le permite alcanzar la madurez sexual a los 20 afios y su polinizacién
es anemofila cruzada (Sosa, 1978; Morris et al., 2009). Dichas caracteristicas propias de la especie
pueden promover un alto flujo genético que incrementa la diversidad genética y reduce la estructura
genética de las subpoblaciones. Los resultados aqui presentados revelan una alta diversidad
genética en las poblaciones analizadas para la especie (1= 1.884 y Ho= de 0.548), mucho mayor a
lo reportado para L. formosana en China (1= 0.8178; Ho= 0.409; Sun et al., 2016) y otras especies
arboreas de BN como Oreopanax xalapensis en los Altos de Chiapas (1= 0.567; Ho= 0.382: Ruiz-
Montoya et al., 2011), en las que también se utilizaron marcadores SSR. Morris et al. (2008)
indican, basados en el registro de polen fosil, que las poblaciones de L. styraciflua se establecieron
en el territorio mexicano desde el Mioceno (ca. 8.34 Ma); sus poblaciones quedaron divididas por
el Cinturon Volcanico Trans-Mexicano durante el Plioceno al Cuaternario (ca. 3.6 Ma) (Ruiz-
Sanchez y Ornelas; 2014) lo que pudo generar estructura genética a gran escala pero no a nivel
regional como lo reportado aqui. Previamente, se ha considerado que las poblaciones mexicanas
de L. styraciflua han resguardado una alta diversidad genética a nivel regional debido al bajo

impacto de las contracciones y expansiones glaciares durante el Pleistoceno (Morris et al., 2008).

La distribucion de Liquidambar styraciflua, aunque aislada por parches fragmentados, es
continua a nivel regional y puede ser maximizada por la polinizacion anemofila cruzada que
incrementa el flujo genético entre dichos parches. Esto concuerda con el modelo de aislamiento
por distancia descrito por Aguirre (2007), en donde la probabilidad de flujo génico disminuye al
incrementarse la distancia. En general el cruzamiento aleatorio y un sistema de apareamiento
autoincompatible ocasionado por la diferenciacién en las tasas de maduracion del gineceo y
androceo, producen un nivel notable de variacion genética dentro de la poblacion (Wisniewski y
Bogle, 1982). En el presente estudio el valor promedio de Fst fue 0.103, esto indica un valor
moderado de diferenciacion genética entre poblaciones, lo cual fue sustentado por el AMOVA el
cual indica que existe una variacion entre poblaciones de 9.64% y de 90.36% entre individuos. Esto
contrasta con lo reportado para poblaciones de L. formosana en China con Fst= 0.075 donde se

encontrd 5.98% de variacion entre poblaciones y 94.02% entre individuos dentro de la poblacion
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(Sunetal., 2016), y lo reportado para L. orientalis con una alta similitud genética entre poblaciones
(83.1%) mediante marcadores RAPD (Albayrak y Arican, 2009). Un valor moderado de
diferenciacion genética entre poblaciones de especies de bosques templados fue reportado por Lang
(2010) para tres especies del genero Platanus con Fst= 0.203 (Platanus orientalis, P. occidentalis
y P. racemosa). La moderada diferenciacion genética en especies arbdreas como L. styraciflua
parece ser un efecto del alto flujo de genes, el cual puede ser resultado del tipo de polinizacion
anemdfila y la dispersion de semillas por aves y ardillas (Morris et al., 2008), misma que puede ser
también congruente con la historia de la fragmentacion y perturbacion de los bosques en que

crecen.

Las seis poblaciones de Liquidambar styraciflua analizadas en el presente estudio forman
dos grupos genéticos bien definidos (Figura 4). EI grupo | presentd valores altos de diversidad
genética y se distribuye en el sureste del Estado de San Luis Potosi donde se encuentran los BN
mejor conservados. En este grupo se encuentran las poblaciones LF (Ne=7.367; Ap=2.542) y CP
(Ne= 7.334; Ap= 2.160) que poseen el mayor numero de alelos efectivos y privados. Las
poblaciones de LF y CC, a pesar de separarse por una distancia geografica mayor, forman el grupo

genético (la) con un nimero importante de alelos compartidos y un alto flujo genético.

6.2. Disturbio e indicadores de diversidad genética

Se ha estimado que para México se han perdido entre 189,000 y 501,000 ha de bosques tropicales
y entre 127,000 y 167,000 ha de bosques templados (Mesera et al., 1997). La transformacion de
las vegetaciones naturales de México a zonas agricolas ocurrio entre las décadas de 1970 y 1990
(Challenger, 1998). En 1973 el BN en San Luis Potosi se extendia sobre una superficie de 6,107
ha, misma que se redujo a 3,239 ha para el 2007; esto significa que en los ultimos 34 afios se
deforestaron 2,868 ha (ca. 46%). De todos los relictos de bosque analizados, Unicamente cinco
conservan menos del 50% de la superficie registrada en 1973, y solo el relicto de la Nueva Reforma
en Alaquines mantiene mas del 80% de su extension original. Las principales causas de su
reduccion y fragmentacion son el disturbio generado por la conversion a potreros, el incremento
de areas agricolas y la tala ilegal de arboles (Leija et al., 2011). Esta fragmentacion provoca el
aislamiento de las metapoblaciones, lo que afecta la biodiversidad y por ende a los servicios

ambientales que estos ecosistemas proporcionan.
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Los resultados aqui presentados demuestran que los parametros de disturbio crénico con
mayor impacto en el disturbio total de los sitios estudiados corresponden principalmente a las
actividades humanas (ADYA, POBL, EROS, STOM, CGAN, MACH, CCHU, COMP, GAN y
RAMO). Los sitios de las poblaciones nivel bajo de IDC (NR y LF) presentan una actividad
antropogénica casi nula a diferencia del resto de las poblaciones. En el sitio con un valor medio de
IDC (CC), el disturbio esta asociado con el macheteo de plantas y la ganaderia. En los sitios con
IDC alto (MM y MO) y muy alto (CP), el disturbio se asocia con actividades humanas como la
ganaderia, la construccién de caminos, y la erosion. A pesar de que todos los relictos de BN
analizados aqui presentan un nivel de disturbio que incrementa el efecto de la fragmentacion, el
disturbio de baja y media intensidad pueden beneficiar el establecimiento de especies pioneras
como es el caso de Liquidambar styraciflua. EI aseguramiento de buenos niveles de diversidad
genética en este tipo de especies incrementa su potencial para la restauracion ecoldgica en terrenos
degradados (Martorell y Peters, 2008; Pedraza y Willians, 2003).

Las pruebas de correlacion de Pearson realizadas no detectaron un efecto del nivel de
disturbio (IDC) sobre los indices de diversidad y estructura genética (I, Ho, He y Fis) de las
poblaciones de Liquidambar styraciflua analizadas. Es posible que en este caso una fraccion de la
diversidad genética permanezca selectivamente neutra a los cambios generados por el disturbio,
mientras que otros procesos evolutivos como la mutacion, la migracion y deriva genética tengan
mayor efecto en el mantenimiento de la diversidad genética frente al disturbio, como previamente
ha sido sugerido (ej. Banks et al., 2013). Por otro lado, Wei y Jiang (2012) sugieren que aunque el
disturbio antropogénico relacionado con la fragmentacion del habitat reduce la diversidad genética
como resultado de la disminucion de la abundancia de la poblacién y sus tasas de inmigracion, si
dicho disturbio no alcanza un umbral alto su impacto es insignificante. Incluso, si la fragmentacién
ya ha pasado dicho umbral, el efecto puede retrasarse cientos de afios, dependiendo de la
longevidad de la especie, hasta un nivel detectable en las poblaciones (Bacles y Jum, 2011), por su
parte Fahrig et al. (2017; 2019) encontraron que la fragmentacion del habitat (independientemente
de su tamarfio) genera respuestas ecologicas positivas como la reduccion de la competencia intra e
interespecifica, estabilidad en las interacciones depredador-presa y parasito-hospedero, mayor
complementacion del paisaje y mayor diversidad del habitat, lo que incrementa la abundancia y
riqueza de especies. Farwig et al. (2008) reportaron poca diferenciacion genética entre poblaciones
de Prunus africana (Fst= 0.032), especie monoica y dominante en el Kakamega Forest, donde el
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disturbio comenzé hace 100 afios, cuando el bosque era contiguo y podria producirse un amplio
flujo de genes. Otro caso es el reportado por Hall et al. (1996) en Pithecellobium elegans con una
diferenciacion poblacional moderada (Fst= 0.101), asociada a la fragmentacion y aislamiento de
sus poblaciones que comenzé aproximadamente desde 1950, pero que parece ser contrarrestada
por la alta tasa de polinizacidn cruzada de la especie. Es asi que la diversidad y estructura genética
de las poblacion de Liquidambar styraciflua en los relictos de BN del estado de San Luis Potosi
parecen no ser tan afectadas por el disturbio, tal resistencia podria ser resultado de su crecimiento
y madurez sexual acelerados y su polinizacion cruzada anemdfila a largas distancias, ademas de su
dinamica ecoldgica pues es una especie de sucesion primaria que aprovecha los espacios abiertos

para su distribucion.
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VII. IMPLICACIONES PARA LA CONSERVACION DE LOS RECURSOS
GENETICOS DEL BOSQUE DE NIEBLA

El conocimiento y comprension de la variabilidad genética de las especies silvestres es de suma
importancia tanto para la conservacion como para el manejo y aprovechamiento de los recursos
naturales con que cuenta el pais. La presente investigacion demuestra la utilidad de los marcadores
moleculares SSR para entender los niveles de polimorfismo, diversidad y estructura genética de
una de las especies arboreas clave mas importante dentro de los BN de la SMOTr, Liquidambar
styraciflua. Las poblaciones analizadas incluyen niveles de diversidad genética adecuada y una
baja diferenciacion genética, por lo que pueden ser utilizadas como fuentes semilleras para futuras
estrategias de conservacion genéticas in-situ y ex-situ, y planes de restauracion ecoldgica. Las
poblaciones mas adecuadas para esto son Las Flores, Copalillos y la Nueva Reforma debido a la
presencia de alelos efectivos y alelos privados que incrementan las oportunidades de una mayor
adaptacion y resistencia a entornos cambiantes. Debido a que la mayor diversidad genética esta a
nivel de individuos, la seleccion de arboles individuales seria una forma efectiva para los

programas de restauracion ecoldgica.
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VIIl. CONCLUSIONES

Los marcadores moleculares microsatélites (SSR) utilizados demostraron ser adecuados para
caracterizar la diversidad y estructura genética de Liquidambar styraciflua. Se reportan valores
adecuados de diversidad genética y una moderada diferenciacion genética entre poblaciones, con
una mayor variacion genética entre individuos dentro de la poblacion. La dinamica de flujo génico
en las seis poblaciones tiene un comportamiento similar al modelo de las metapoblaciones, en la
cual a mayor distancia geogréafica disminuye el flujo genético. Los parametros de disturbio con un
mayor efecto en la perturbacion del BN en los sitios analizados corresponden a las actividades
humanas, sin embargo, no afectan directamente a la diversidad y estructura genética de las
poblaciones de Liquidambar styraciflua. Las poblaciones con mayor diversidad genética fueron
Copalillos, Las Flores y La Nueva Reforma, por lo que son idéneas como fuentes semilleras para

estrategias de conservacion de recursos fitogenéticos tanto in-situ como ex-situ.
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X. ANEXO

10.1. Método de CTAB modificado para la extraccion de ADN (Doyle y Doyle, 1990; Sullivan y
Lagrimini, 1993)

1.
2.

11.
12.
13.
14.
15.
16.

Precalentar de 5-7.5 ml de CTAB a 65 °C en bafio maria, adicionar pvp al 1%.

Macerar de 0.017 a 0.020 g de hoja con 1 ml de CTAB precalentado, colocar en vortex. por
50 seg, incubar por 30 min a 65 °C, agitando la muestra cada 4 min.

Colocar la muestra en hielo y centrifugar a 13 000 rpm a 4 °C, por 10 min.

Agregar 1 L de RNAsa, mezclar por inversion e incubar por 20 min a 37 °C.

Agregar de 500-600 pL de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), agitar por inversion y
centrifugar a 13000 rpm a 4°C, por 10 min.

Recuperar el entre 400 y 500 pl del sobrenadante y poner en un tubo de 1.5 ml.

Agregar un volumen igual (500 pL) de isopropanol frio (-20 °C) y mezclar por inversion.
Mantener la mezcla a -20 °C durante 30 min o0 mas tiempo (toda la noche).

Centrifugar a 13000 rpm a 4 °C por 10 min.

. Eliminar el sobrenadante cuidadosamente y agregar 1 ml de buffer de lavado frio (-20 °C)

y mezclar por inversion.

Centrifugar a 13000 rpm a 4 °C por 5 min.

Eliminar el sobrenadante, dejando la pastilla.

Agregar 1 ml de etanol al 70% frio (-20 °C) y mezclar por inversion.
Centrifugar a 13000 rpm a 4 °C por 5 min.

Eliminar el sobrenadante dejando la pastilla secar el ADN.

Agregar de 35 a 50 pL de agua destilada estéril y conservar a -20 °C.
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