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RESUMEN

RESUMEN

México es uno de los paises con mayor biodiversidad en el mundo debido a su
complejidad geoldgica y climéatica. Desafortunadamente esta diversidad biolégica se ha
visto amenazada principalmente por la actividad humana, la cual es la principal causa del
decremento de la diversidad genética de las especies, poniendo a prueba su
supervivencia a largo plazo. Una de las especies dominantes que se encuentran en los
bosques tropicales de México es Brosimum alicastrum mejor conocido como “ramén”,
“‘capomo” u “ojite”. Se trata de un arbol de gran importancia tanto desde el punto de visto
biol6gico como del econdémico. Es considerado un sumidero de carbono, formador de
suelo y gran aliado contra el cambio climético, por lo que es una excelente opcién para los
programas de reforestacion. EI Ramén es originario de América tropical y se distribuye
desde México hasta Brasil. Hay escasos estudios genéticos realizados en esta especie y
de los pocos que existen se ha reportado una alta variabilidad genética en las poblaciones
a lo largo de su distribucion; en México, se han encontrado tres grupos genéticos
mediante el uso de microsatélites de nucleo. En el presente estudio filogedgrafico de
poblaciones de B. alicastrum en México, se analizaron dos regiones del genoma del
cloroplasto de 82 individuos pertenecientes a 23 poblaciones. Se encontraron 30
haplotipos Unicos con una diversidad haplotipica alta (h=0.8323) y resueltos en tres
haplogrupos: 1) Golfo y sur de México, 2) peninsula de Yucatan y 3) costa del Pacifico. La
presencia de tres haplogrupos fue apoyada por una topologia Neighbor-Joining y un
analisis bayesiano de estructura poblacional. Se encontré una fuerte estructura genética
con un valor del indice Fst de 0.35614. El valor calculado del indice Nst fue de 0.85262 y
el Gst de 0.43081, al ser mayor el valor de Nst indica la existencia de estructura
filogeografica en las poblaciones de B. alicastrum. Ademas, se determindé mediante un
analisis de componentes principales que las variables bioclimaticas influyen en la
distribucion de esta especie. Los resultados encontrados en el presente trabajo apoyan la
existencia de tres grupos genéticos de B. alicastrum identificados en un trabajo previo en

México realizado con datos del genoma nuclear.
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ABSTRACT

Mexico is one of the places that harbor a great biodiversity in the world, based on
geological and climatic complexity. Unfortunately, this biological diversity has been
threatened for different reasons, mainly by human activity, which is the main fact that
decreases the genetic species diversity, testing their long-term survival. One of the
dominant species found in the tropical forests of Mexico is Brosimum alicastrum or better
known as “ramon”, “capomo”, or “gjite”. It is a very important tree for both biological and
economic approaches. It is considered a carbon sink, soil builder and a great option
against climate change, making it an excellent option for reforestation programs. The
ramon is native from tropical America and it is distributed from Mexico to Brazil. There are
few genetic studies carried out in this species in which, a high genetic diversity in
populations within its range of distribution has been reported; in Mexico, three genectic
groups have been found based on microsatellites data. This phylogeographic study
focused on Mexican populations of B. alicastrum and analyzed two regions of the
chloroplast genome of 82 individuals from 23 populations. We found 30 unique haplotypes
with high haplotype diversity (h=0.8323) and resolved in three haplogroups: 1) Gulf and
southern Mexico, 2) Yucatan Peninsula and 3) Pacific coast. Our results were supported
by a Neighbor-Joining topology and a Bayesian analysis of population structure. A strong
phylogeographic structure was identified with Fst index of 0.35614. The calculated value of
the Nst index was 0.85262 and the Gst 0.43081. Higher Nst value indicates the existence
of a phylogeographic structure within populations of B. alicastrum. It was also determined
that the bioclimatic variables, through a principal component analisys, influenced on this
species distribution. Our results support the existence of three genetic groups of B.
alicastrum in Mexico in concordance with findings of previous studies tha used nuclear

data.
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Brosimum alicastrum Sw. (ramén) es un arbol que pertenece a la familia Moraceae y que
se distribuye ampliamente en las zonas tropicales de América, desde México hasta el
norte de Brasil. En México se encuentra ampliamente distribuido en las costas del
Pacifico, Golfo de México y la peninsula de Yucatan. Es un arbol perenne, generalmente
dioico, que puede alcanzar hasta 45 m de altura y mas de un metro de diametro del
tronco, presenta contrafuertes bien formados, corteza lisa parda grishcea con tonos
amarillos con descamaciones en arboles adultos, latex blanco o amarillento y pegajoso,
su fruto es una drupa amarilla rojiza de 2 a 3 cm conteniendo generalmente una semilla
esférica aplanada por ambos extremos (Larqué-Saavedra, 2014a; Niembro, 2010; Berg,
1972). La importancia de esta especie se puede clasificar en dos grandes aspectos: 1)
desde el punto de vista antropocéntrico, se pueden aprovechar practicamente todas sus
partes, ya sea como lefia, alimentacion humana y pecuaria, construccion, artesanias,
medicinal, materia prima, etc., y 2) desde el punto de vista ecolégico, funge como refugio
y fuente de alimento para la vida silvestre de las selvas donde habita, es considerado
como un sumidero de carbono, formador de suelo, entre otros aspectos que lo convierten
en un excelente candidato para los programas de reforestacion (Larqué-Saavedra, 2014a;
Niembro, 2010; Berg, 1972).

Debido a su amplia distribucién en México, asi como la diversidad de usos y valor
nutritivo de esta especie forestal, es que se ha propuesto como una alternativa alimenticia
para reducir la importaciéon de granos que se consumen, tales como el maiz y el trigo
(Larqué-Saavedra, 2013, 2011). Como parte de la incorporacién de esta especie en la
cruzada contra el hambre se han realizado diversos estudios para estimar su
productividad de hojas y semillas (Hernandez-Gonzalez et al.,, 2014a), su capacidad
fotosintética (Hernandez-Gonzalez et al., 2019) y sus primeras etapas de crecimiento en

campo (Hernandez-Gonzalez et al., 2015), entre otros.

Desde el punto de vista de la genética, se han realizado algunos estudios en B.
alicastrum. Se ha estudiado la filogeografia de esta especie presente en El Salvador,
Nicaragua, Costa Rica y Panama haciendo uso de la region intergénica trnG y el

espaciador intergénico trnH-psbA del cloroplasto (Poelchau y Hamrick, 2013). También,
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se han empleado inter-secuencias simples repetidas (ISSR) y amplificacién directa de
minisatélites (DAMD) para determinar la huella genética de la especie en algunas
localidades de la peninsula de Yucatan en México (Izamal, Sacalum, Abala, Mérida
Hopelchén y Campeche) (Larqué-Saavedra, 2014b). La filogeografia de B. alicastrum ha
sido estudiada también en todo su rango de distribucion (desde México hasta el norte de
Brasil y Ecuador, incluyendo las islas caribefias) utilizando las regiones rpS16x1/trnQU{Y®),
ndhF/rpL32-R y rpL32-FiArnLY*®) del genoma plastidico y el marcador ribosomal
ITSAB101F/ITS-AB102R del genoma nuclear (Lander y Monro, 2015). Recientemente, se
realizd un estudio de diversidad y estructura genética en poblaciones naturales de B.
alicastrum en Meéxico, utilizando marcadores de microsatélites nucleares con 33
poblaciones naturales en los estados de Tamaulipas, San Luis Potosi, Veracruz, Tabasco,
Campeche, Yucatan, Quintana Roo, Chiapas, Oaxaca, Michoacan, Jalisco, Nayarit y
Sinaloa en México (Lopez-Barrera, 2019).

Debido a la falta de estudios filogeograficos de B. alicastrum en México, el andlisis
de su estructura filogeogréafica en el pais, brindara informacién novedosa sobre los
factores geograficos o climaticos que influyen en su distribucién. Ademas, se
determinaran zonas de alta variabilidad genética, haplotipos Unicos y posibles zonas de
conservacion, siendo el presente trabajo el primer estudio filogeografico que se realiza en

México para la especie.




CAPITULO |

CAPITULO |
1.1. ANTECEDENTES
1.1.1. Importancia de la biodiversidad

La biodiversidad se define como “la variabilidad de organismos vivos de cualquier fuente,
incluidos, entre otras cosas, los ecosistemas terrestres y marinos y otros ecosistemas
acuaticos y los complejos ecolégicos de los que forman parte; comprende la diversidad

dentro de cada especie, entre las especies y de los ecosistemas” (ONU, 1992).

Los bidlogos conservacionistas se han enfrentado a la pregunta “¢para qué sirve
la biodiversidad?”. En un intento por responder a dicha pregunta, se han clasificado las
contribuciones de la biodiversidad en dos categorias: 1) los bienes materiales
(alimentacion, medicina, materia prima, bioenergia) y 2) servicios ambientales (clima,

ciclos biogeoquimicos, funciones hidrologicas, proteccion del suelo, etc.) (Myers, 1996).

La destruccion de grandes masas forestales, principalmente en las zonas
tropicales, pueden traer como consecuencia extinciones en masa de las especies que
habitan en estos ecosistemas (Gémez-Pompa et al., 1972). La destruccion de la
biodiversidad ha sucedido desde tiempos prehistéricos. Sin embargo, esto ocurria por
causas naturales, pero desde hace mas de un siglo, el hombre es el principal inductor de
esta destruccién, debido principalmente a su expansion exponencial numérica y, por
consiguiente, constante aumento de demanda de recursos. Algunas estimaciones indican
que la tasa de extincion reciente es entre 100 a 1000 veces mayor que antes de la época
del hombre (Pimm et al., 1995).

La supervivencia de las especies depende en gran medida de la variabilidad que
se presente dentro de la especie, una alta variabilidad genética en una especie puede
proporcionarle ventajas para adaptarse a las condiciones cambiantes de los ecosistemas,
mientras que las especies con menor variabilidad son mas susceptibles a dichos cambios
(Monroy-Vilchis, 2003). La variabilidad genética determina la capacidad de respuesta de
las poblaciones a los cambios ambientales y contribuye a determinar su grado de
vulnerabilidad a la extincién (CONABIO, 2006).
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1.1.2. México, un pais megadiverso

Se estima que mas de 10 millones de especies de plantas, hongos y animales habitan la
Tierra, de las cuales se conocen actualmente sélo alrededor de 1.8 millones (CONABIO,
2006).

México es uno de los cuatro paises con mayor diversidad de especies animales y
vegetales en todo el mundo (Sarukhan et al., 2009), el cual alberga en aproximadamente
1% de la superficie terrestre, cerca del 60-70% de la diversidad biolégica conocida del
planeta. La diversidad conjunta de especies en México es cerca del 10-12% de la
diversidad biolégica total del planeta (CONABIO, 2006; Sarukhan et al.,, 2012),
conteniendo casi todos los tipos de vegetacion que existen en el mundo (CONABIO,
2006) y un alto numero de especies endémicas. Muchas de las especies que se
encuentran en México presentan alta variabilidad genética entre sus subespecies y
poblaciones (SEMARNAT, 2013).

México esta entre los cinco paises con mayor numero de especies de plantas
vasculares con poco mas de 25 mil especies descritas (la mayoria angiospermas: 23 791
especies), lo que equivale aproximadamente al 9.1% de las especies descritas en el
mundo (SEMARNAT, 2013).

1.1.3. Lacomplejidad geogréafica de México y su relacion con la biodiversidad

En el pais convergen cinco placas tectdnicas (del Pacifico, de Cocos, Rivera,
norteamericana y del Caribe), las cuales han originado cordilleras por plegamiento o
vulcanismo, con mesetas y depresiones confinadas entre ellas (Figura 1.1). Esta
complejidad geolégica ha propiciado que el norte del territorio mexicano tenga una
amplitud de casi 2000 km (desde Baja California hasta Tamaulipas), mientras que el Istmo
de Tehuantepec, en el sureste, apenas rebasa los 200 km de amplitud en su parte mas
estrecha. Algo muy interesante que tiene lugar entre las planicies y llanuras es que, aln
dentro de ellas se encuentran sistemas montafiosos aislados, generando climas
diferenciados, lo que ha propiciado el incremento de la biodiversidad y los endemismos
(Espinosa et al., 2008).
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Figura 1.1. Estructuras neotecténicas de México: estructuras y provincias (lineas delgadas); limites
de placas (lineas gruesas); pliegues del Golfo de México (trazas axiales); litosfera oceanica
(diagonales amplias); grabenes (achurado) de Tepic (T), Colima (CO), Chapala (PC); Golfo de
Tehuantepec (GT); fallas de Salina Cruz (SC), Polochic (P), Motagua (M) y Jocotan-Chameleén (J-
C); Macizo de Chiapas (CM) y Depresion del Caiman (CT) [Fuente: Ortega et al. (2000), modificado
por Espinosa et al (2008)].

La complejidad geogréfica del pais, la accion de los vientos alisios y la oscilacion
estacional del cinturén subtropical de alta presién, hacen que en México se encuentren
practicamente todos los climas del mundo, lo que a su vez ha propiciado que la diversidad
biol6gica, especialmente de los endemismos, sea muy alta (Espinosa et al., 2008; Vidal-
Zepeda, 2005; Garcia, 2004).

En cuanto a la manera en que se originaron las especies en el pais, existen dos

teorias: la primera indica que hubieron invasiones o expansiones de grupos de plantas y
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animales en diferentes épocas geoldgicas desde el norte y el sur, estos convergieron en
diferentes areas del pais, incrementando el nimero de especies. La segunda teoria afiade
la participacién de eventos geolégicos y paleoclimaticos que fragmentaron la distribucion
de las especies en el pasado y que derivo en la formacién o diversificacion de muchas

especies nuevas que evolucionaron in situ (Espinosa et al., 2008).

1.1.4. Regionalizacion biogeografica de México

El patrén geogréfico de la rigueza de la biodiversidad en México muestra mayor
concentracion en zonas de mayor complejidad geolédgica y ecoldgica, razén por la cual,
las cordilleras y areas cercanas contienen la mayor densidad de especies. Los eventos
geoldgicos que dieron lugar al surgimiento de estas cordilleras han sido asociados a la

evolucion de los tres diferentes componentes bidticos que se encuentran en el pais:

- Laregion Neéartica que abarca todo América del Norte y el archipiélago de las costas
de California. En esta region predominan los matorrales y bosques templados.

- La region Neotropical que abarca desde el norte de la Patagonia hasta el Caribe y
Mesoamérica. En esta region se distinguen dos areas: 1) el neotrépico arido del norte
comprendido por tierras aridas y subtropicales de México y suroeste de Estados
Unidos, donde la vegetacion predominante son variantes del matorral xerdfilo,
pastizales y selvas espinosas y 2) el neotropico subhimedo y humedo de
Mesoamérica que abarca llanuras costeras de las vertientes del Golfo de México y del
Pacifico

- La Zona de Transicion Mexicana de Montafia es el limite entre la regidon Neartica y
Neotropical, comprende basicamente las zonas montafiosas del pais. En esta zona
comprendida por el conjunto de cordilleras intercontinentales de México se
encuentran grupos con relaciéon Neértica y Neotropical, siendo una de las zonas con
mayor riqgueza de especies y endemismos (Morrone, 2005; Espinosa et al., 2008;
Koleff et al., 2008).

Gracias a la distribucién geogréafica de los seres vivos es posible reconocer

conjuntos de taxa que comparten una historia espacio-temporal comun, los cuales
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caracterizan las diferentes areas geograficas. De tal forma que se han generado
diferentes propuestas para el establecimiento de una clasificacion de la regionalizacion de
la biodiversidad en México con base en diferentes criterios. Estas clasificaciones se
sustentan en que la distribucién geografica de la biodiversidad no ocurre al azar, sino que
esta determinada por la adaptacion de las especies al medio y a su historia evolutiva,

presentado limites que se repiten para diferentes taxa (Espinosa et al., 2008).

Con el objetivo de realizar un consenso de las propuestas por diferentes autores
acerca de los limites y criterios para definir las provincias biogeograficas de México,
Arriaga et al. (1997) incorporaron los limites, dimensiones y subdivisiones de cada una de
los modelos propuestos por diversos autores, obteniendo una propuesta de las provincias
biogeograficas que se observan en la Figura 1.2. Al consensar diferentes trabajos, este
modelo resulta practico pues las provincias propuestas se encuentran bien sustentadas,
aungue algunas provincias deberian ser consideradas como distritos (Morrone, 2005;
Morrone et al., 2002).
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Figura 1.2. Provincias biogeograficas de México descritas por la CONABIO (1997) (Fuente:

Espinosa et al., 2008).
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1.1.5. Genéticade arboles tropicales

Los bosques tropicales son los ecosistemas terrestres que mayor riqueza bioldgica
albergan. La extension de bosques tropicales mas importante y con mayor rigueza
bioldgica y ecoldgica se encuentra en Colombia, Brasil, Per, Costa Rica, Ecuador y
México (Reading et al., 1995; Gentry, 1998).

Las caracteristicas de historia de vida y ecolégicas de la especie, tales como la
longevidad, la tasa de fecundidad, la manera de dispersion del polen y semillas, la
fertilizacién y la distribucion ayudan a explicar gran parte de la variacion genética de las
plantas (L6pez-Barrera, 2019; Hamrick et al., 1992; Hamrick et al., 1979). Existen diversos
estudios de los procesos genéticos en arboles, no obstante, la mayoria se enfoca en
especies de bosques templados y boreales, tales como los pinos y los robles (Dick, 2010);
por otro lado, en especies de arboles tropicales este tipo de estudios es escaso (Finkeldey
y Hattemer, 2007).

Dos factores que contribuyen enormemente a la diversidad genética son la
dispersion del polen y la dispersion de semillas (Finkeldey y Hattemer, 2007). En la
mayoria de los casos, el polen alcanza a moverse en distancias mayores que las semillas.
En los bosques tropicales, animales como los monos, aves, murciélagos y roedores son
vectores importantes para la dispersion de semillas, no obstante, solo son capaces de
transportar dichas semillas por poco mas de una docena de kildmetros como maximo
(Shilton et al., 1999). Las especies que dispersan sus semillas con la ayuda de animales
(zoocoria) tienen una persistencia genética local por la reducida migracién, propiciando
mayor diferenciacién genética, caso contrario con las especies que dispersan sus semillas
a largas distancias (Nason, 2002), es decir, el patron de distribucion de las semillas es el
factor mas importante que determina la estructura genética espacial de los arboles
tropicales (Degen et al., 2014). De tal manera que, el estudio genético de la dispersién de
semillas es fundamental, ya que juega un papel esencial para el establecimiento y la
supervivencia de las especies (Degen et al., 2014). Otro factor que influye en la estructura
genética de los arboles tropicales es su distribucién (Dutech et al. 2002; Degen et al.,
2001; Caron et al., 2000). Las especies arboreas tropicales se encuentran generalmente

en parches, habiendo grandes distancias entre estos parches. El intercambio de polen
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entre los parches de arboles es posible en muchas ocasiones, sin embargo, las semillas

permanecen generalmente dentro del mismo segregado (Degen et al., 2014).

Los factores antes mencionados afectan la diversidad genética de los arboles
tropicales de diferentes maneras, por ejemplo Dendropanax arboreus (L.) Decne. &
Planch (Figueroa-Esquivel et al., 2010), Castanopsis sclerophylla (Lindley & Paxton)
Schottky (Wang et al., 2011) y Eucalyptus urophylla S. T. Blake (Payn et al., 2008)
mostraron altos niveles de variacion genética y baja estructura genética, debido
principalemente al alto flujo de génico entre sus poblaciones y mecanismo muy eficientes
de dispersion de semillas. En otras especies tropicales como Caesalpinia echinata Lam.
(Cardoso et al., 2005) y Saraca asoca (Roxb.) Willd. (Senapati et al., 2012) se ha
encontrado baja variabilidad genética con alta estructura genética, esto es debido en gran
medida a mecanismos de dispersion de polen y semillas poco eficientes, ademas de tener
tamafios poblacionales reducidos confinados solo a ciertas areas geograficas. Ademas,
en especies como Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex A. DC.) Mattos, H. impetiginosus
(Mart. ex A. DC.) Mattos, Tabebuia roseoalba (Ridl.) Sandwith y H. serratifolius (Vahl)
S.0.Grose, se encontraron altos niveles de polimorfismos y alta variabilidad genética. Sin
embargo, sus patrones de distribucién en sus diferentes etapas de vida son bajos o no
son claros, debido principalmente a la fragmentacién del habitat y disturbios afectando las
poblaciones (Collevatti et al., 2014); en las poblaciones de Euterpe edulis Mart. (Cardoso
et al., 2000) y Swietenia macrophylla King (Novick et al., 2003), se encontraron valores
bajos de diversidad genética, lo cual fue atribuido principalmente a factores

antropocéntricos.

1.1.6. Familia Moraceae

Familia compuesta por 37 géneros y 1100 especies que se distribuyen ampliamente en
zonas tropicales de todo el mundo (Figura 1.3). En México se encuentran 10 géneros y de
54 a 58 especies (Carvajal, 2017).

10
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Figura 1.3. Distribucién de la Familia Moraceae en el mundo (Fuente: Stevens, 2001).

Se ha propuesto que el origen de esta familia se dio en el supercontinente Godwana
(Corner, 1967). Sin embargo, la teoria mas aceptada es el origen eurasico (Zerega et al.,
2005), la cual se encuentra sustentada por el registro fésil mas antiguo encontrado en
Europa, fechado para el Eoceno (Dupéron-Laudoueneix, 1980). Ademas, se ha estimado
la diversificacion de la familia Moraceae por vicarianza después de la ruptura de
Gondwana hace aproximadamente 73-110 millones de afios, posteriormente, las especies
de esta familia colonizaron el continente americano empezado desde Sudamérica, este
proceso ocurrié cuando se dieron colisiones entre Africa e India con Eurasia hace
alrededor de 50 millones de afios y 43-50 millones de afios, estas colisiones crearon
nuevas conexiones y al estar las tierras americanas cerca, se propciaron los eventos de

migracion de la familia Moraceae (Zerega et al., 2005).

En la familia Moraceae se encuentran plantas con alta diversidad de estructuras
vegetativas y reproductivas. Son en su mayoria arboles y arbustos pequefios y medianos,
aunque algunas especies del género Brosimum pueden alcanzar hasta 45 m de altura.
Algunas especies también son trepadoras y muy raramente herbaceas (10%). Algunas
pueden ser terrestres o hemiepifitas (plantas que germinan y empiezan su desarrollo

sobre un arbol pero que eventualmente sus raices llegan al suelo y absorben sus

11
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nutrientes directamente de él), dioicas o monoicas, generalmente con presencia de latex y

en algunos casos con espinas (Carvajal, 2017; Berg, 2001).

Esta familia ha sido importante desde tiempos ancestrales, algunas especies se
han utilizado con fines artisticos (Broussonetia papyrifera (L.) Vent), para alimentacion
humana y comercio (Artocarpus altilis (Parkinson) Fosberg, Morus alba L., Ficus carica L.,
etc.), y para la elaboracion del caucho (Castilla elastica Sessé), entre muchos otros usos
(Carvajal, 2017).

1.1.7. Género Brosimum

El nombre de Brosimum proviene del vocablo griego brosimos, que significa comestible
(Meiners et al., 2009). Descrito por Swartz en 1788, es un género de arboles, que en
algunas especies puede alcanzar alturas considerables (hasta 45 m) pudiendo formar
contrafuertes (Berg, 1972). Pueden ser monoicos o dioicos, sin espinas, con latex blanco
o amarillento (Carvajal, 2017; Berg, 1972). El género incluye una diversidad de 13
especies de distribucion exclusiva en el Neotrépico, desde México y las Grandes Antillas,
Cuba y Jamaica hasta el sur de Brasil (Figura 1.4). En México es posible encontrar a B.
lactescens (S. Moore) C.C. Berg, B. guianensis (Aubl.)) Huber y B. alicastrum Sw.
(Carvajal, 2017).

12
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Figura 1.4. Distribucion de las especies del género Brosimum (Fuente:

www.discoverlife.orq)

La madera de algunas especies como B. guianense y B. rubescens es utilizada
como lefia. Las semillas y hojas de algunas especies es usado para alimentacion humana
y animal, también, el latex de algunas especies es inocuo Yy tiene uso medicinal para
aliviar enfermedades del pulmén y para estimular la lactacion, sin embargo, el latex de B.

acutifolium Huber es venenoso (Berg, 1972).

1.1.8. Brosimum alicastrum Sw.

A lo largo de las regiones en las que se distribuye esta especie se le han asignado mas
de 50 nombres, algunos de los mas comunes son “gjite"”, "ojoche", "capono" y “ramén”
(Meiners et al., 2009; Ayala y Sandoval, 1995; Pardo-Tejeda y Sanchez, 1980; Berg,
1972). El término ramo6n proviene del verbo ramonear, que hace referencia a que el
ganado vacuno y otros animales se alimentan de sus semillas, plantulas y hojas (Meiners

et al., 2009).

13
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Descripcién botanica

Arbol perenne, generalmente dioico, puede llegar a medir hasta 35-40 m de altura (Figura
1.5A), siendo una de las principales especies del dosel, y mas de 1 m de didmetro del
tronco (Meiners et al., 2009; Peters y Pardo-Tejeda, 1982; Berg, 1972). Posee raices
superficiales que generan contrafuertes grandes y bien formados, redondeados a
ligeramente tubulares o aplanados (Figura 1.5B). Ramas ascendentes y luego colgantes.
Corteza externa lisa, parda grisacea con tonos amarillos (Figura 1.5C), corteza interna de
color crema amarillento, fibrosa a granulada con abundante latex blanco o amarillento,

pegajoso y dulce (Figura 1.5D) (Carvajal, 2017; Berg, 1972).

Copa densa o abierta y piramidal. Hojas alternas, ovado-lanceladas a ovadas o
elipticas, de 4 a 18 cm de largo y de 2 a 7 cm de ancho, margen entero o aserrado, de
color verde brillante en el haz y verde grisacea en el envés (Figura 1.5E). Flores
unisexuales, solitarias y axilares. Las masculinas estan reunidas en amentos globosos,
compuestos de escamas peltadas, carecen de corola (Figura 1.5F). Flores femeninas en
cabezuelas oblongas, ovales, con escamas mas pequefias (Figura 1.5G) (Carvajal, 2017
Berg, 1972).

El fruto es una drupa de 2 a 3 cm de didmetro con pericarpio carnoso de color
amarillo rojizo, con sabor y olor dulce cuando estd madura (Figura 1.5H), conteniendo
generalmente una semilla esférica aplanada por ambos extremos (Figura 1.51). La semilla
mide de 9 a 13 mm de largo por 16 a 20 mm de ancho, cubiertas de una testa papiracea
de color moreno claro, con los cotiledones montados uno sobre el otro, verdes, gruesos y
feculentos. La semilla fresca tiene de 45 a 55 % de humedad (Carvajal, 2017; Berg,
1972).

14
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Figura 1.5. Morfologia de Brosimum alicastrum: arbol (A), tronco (B), corteza (C), latex (D), hojas

(E), flor masculina (F), flor femenina (G), frutos (H), semillas (I).

Distribucion

Brosimum alicastrum es originario de los bosques humedos de América tropical (Berg,
1972). Se distribuye en las zonas tropicales de América, desde México hasta el norte de
Brasil, incluyendo las Islas del Caribe (Meiners et al., 2009). En México es uno de los
arboles dominantes de las zonas tropicales y se encuentra distribuido en altitudes de 50-
800 metros sobre el nivel del mar, desde Sinaloa hasta Chiapas del lado del Pacifico, de
Tamaulipas a Yucatan del lado del Golfo y el Caribe, y en la cuenca del rio Balsas, desde

Michoacan hasta Morelos (Berg, 1972; Figura 1.6).
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Figura 1.6. Distribucion de Brosimum alicastrum en México (Fuente: Pennington y
Sarukhéan, 2005).

Usos e importancia

Brosimum alicastrum es un arbol de uso mdltiple y de enorme importancia agroforestal
(Niembro, 2010), es considerado un sumidero de carbono que durante el dia a altas
temperaturas realiza fotosintesis con alta eficiencia en el uso de agua, pudiendo
adaptarse a diversas condiciones ambientales (Hernandez-Gonzéalez et al., 2019); es
comun y dominante cerca de las ruinas de sitios antiguos (Berg, 1972), una fuente de
alimento muy importante para el desarrollo de la cultura maya (Meiners et al., 2009).
Actualmente es muy facil encontrarlo en huertos familiares, atrios de iglesias, avenidas,
parques y jardines, donde es utilizado también como planta de sombra y ornato (Niembro,
2010).

Su madera se emplea como lefia, postes, mangos de herramientas, construccion,
fabricacion de muebles, artesanias, como pulpa para papel, etc. El latex que produce es
comestible, ademas se utiliza en el tratamiento de enfermedades como el asma, diabetes,

tuberculosis y bronquitis (Niembro, 2010).
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Las semillas contienen aceites esenciales, grasas, azlcares y diversas cantidades
de amino&cidos como el triptéfano. En algunos lugares se venden en los mercados y se
acostumbra comerlas hervidas debido a que tienen un sabor parecido al de las castafas.
Las semillas tostadas y molidas se mezclan con la harina de maiz para enrigquecer el valor
nutritivo de las tortillas (Niembro, 2010). Actualmente existen programas que capacitan a
las mujeres sobre la produccién, consumo y venta de semilla de B. alicastrum, pudiendo
ser esta especie una excelente opcion para el desarrollo rural sostenible y la conservacién
de las selvas tropicales (Meiners et al., 2009), contribuyendo asi a la recuperacion de
terrenos abandonados y a la captacién de carbono (Larqué-Saavedra, 2014a, 2013,
2011), con lo que se pretende mitigar el cambio climéatico, concepto planteado en la
Reunién Nacional sobre B. alicastrum “El sector forestal en apoyo a la cruzada contra el
hambre y el cambio climatico” (Foro Consultivo Cientifico y Tecnoldgico, AC, 2015),
basado en el Decreto por el que se establece el Sistema Nacional para la Cruzada contra
el Hambre (DOF, 2013). Recientemente se ha reportado que la harina producida con las
semillas de B. alicastrum tienen hasta 75% de carbohidratos, razén por el cual resulté ser
excelente para la produccién de bioetanol (Olguin-Maciel et al., 2017).

Debido a la relevancia que ha tomado la especie en tiempos recientes, el 16 de
octubre de 2019 se realiz6 el “Primer festival del Ramén” en el Centro de Investigacion de
Yucatan. En este festival participaron representantes de diferentes instituciones del pais,
algunos de los cuales conforman el Centro para la conservacion y aprovechamiento del
Ramén (CENCAR), asi como también empresas privadas y publico en general. En dicho
evento se presentaron diferentes conferencias sobre la importancia de esta especie,
también se realizé la demostracién de diferentes productos derivados principalmente de

las frutas, semillas y hojas de este arbol (https://www.cicy.mx/noticias-y-eventos/boletin-

62-se-realizo-primer-festival-del-ramon-en-el-cicy)

1.1.9. Filogeografia

La filogeografia es una disciplina relativamente nueva que ha crecido rdpidamente en las
Ultimas décadas (Avise, 2009), el término fue acufiado por primera vez en 1987 por Avise

y colaboradores (Zink, 2002). Se define como la disciplina que estudia los principios y
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procesos que gobiernan la distribucion geogréfica de los linajes genealdgicos (Dominguez
y Vazquez, 2009; Avise, 2000; Avise et al., 1987). La filogeografia, al igual que la genética
de poblaciones, ofrece las herramientas para inferir los procesos microevolutivos, los
factores ecoldgicos e histdricos que propiciaron el origen y la distribucién de la diversidad

genética, asi como la especiacion (Beheregaray 2008; Avise 2000).

La filogeografia es considerada como una subdisciplina de la biogeografia
histérica, la cual integra conceptos y técnicas de biologia molecular, genética de
poblaciones, demografia, sistematica filogenética, etiologia y paleontologia, también es
considerada como parte de la biologia evolutiva, siendo un puente entre la microevolucion
y la macroevoluciéon. Hay dos éambitos en los que se utilizan aproximaciones
filogeograficas cada vez con mayor frecuencia, en taxonomia para el reconocimiento y
establecimiento de limites entre especies y en la biologia de la conservacion (Dominguez
y Vazquez, 2009).

1.1.10. Marcadores moleculares

Un requisito muy importante en los trabajos de filogeografia es el uso de marcadores
moleculares no recombinantes, esto se debe a que la recombinacién puede llegar a
desvirtuar profundamente las verdaderas relaciones genealdgicas de las secuencias, por
tal motivo, en la mayoria de los trabajos filogeograficos, se utilizan marcadores de ndcleo
donde exista poca o ninguna recombinaciéon o marcadores de herencia citoplasmatica no
mendeliana como el ADN de cloroplastos (ADNcp) y de mitocondrias (ADNmt) (Lanteri y
Confalonieri, 2003). EI ADNmt de las plantas se ha utilizado en escasos estudios
filogeograficos debido a que su estructura (tamafio del genoma, configuracion y érden de

los genes) cambia extremandamente rapido (Palmer, 1992).

ADN de cloroplasto

El ADNcp es una molécula bastante conservada (Palmer, 1991), tanto en el orden de los

genes como en la secuencia del genoma entre las diferentes especies de plantas en
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comparacion con los otros dos genomas (Haider, 2001). Se trata de ADN circular de una
extension de entre 107 a 218 kilobases (kb), conteniendo de 120-130 genes (Daniell et al.,
2016), los cuales pueden ser divididos en tres grandes grupos, para la fotosintesis, de

proteinas ribosomales y otras funciones (Ohyama et al., 1986).

El ADNcp de las plantas terrestres ha demostrado una tasa de mutacion entre tres
y cuatro veces mas rapida que el ADNmt, por tal motivo, ha sido muy util para estimar las
relaciones filogenéticas en las plantas (Avise, 2009), ademas, es conocido por estar

geogréaficamente estructurado en diversas especies de plantas (Avise, 2000).

Los genes del cloroplasto han sido ampliamente utilizados como marcadores para
estudios sisteméaticos y de evolucion de especies y ecotipos, proporcionando informacion
sobre la dispersion de la informacion genética a través de las semillas debido a su
herencia maternal. Debido a que el orden y el contenido de los genes generalmente se
conservan, es posible hacer alineaciones sintéticas de los genomas de los plastidos y
reconstruir las inserciones, supresiones e inversiones que han ocurrido con el tiempo (Xu
et al., 2015).

1.1.11. Secuencias de ADN de Brosimum alicastrum en Genbank.

En el Genbank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) existen 443 secuencias de

distintas regiones del genoma de B. alicastrum, especialmente de regiones del ADNcp,

secuencias que pertenecen a seis trabajos publicados y dos no publicados (Tabla 1.1).
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Tabla 1.1. Trabajos que reportan secuencias de ADN de Brosimum alicastrum en genbank.

Accesiones Objetivo del trabajo Regiones  Referencia
Analizar la variacion de secuencias de las
familias Cannabaceae, Cecropiaceae, Celti- rbcL, trnL- Sytsma et
daceae, Moraceae, Ulmaceae, Urticaceaey F, y ndhF al., 2002
varios grupos externos de las Résidas
Examinar relaciones filogenéticas de la
. y Datwyler y
familia Moraceae, la reproduccion de )
1 _ _ ndhF Weiblen,
caracteres evolutivos y el origen de la
o : : 2004
polinizacion mutualista del higo
Investigar la historia biogeogréfica de la
1 familia Moraceae mediante inferencias dhE Zerega et
n
filogenéticas. Datacion molecular con cali- al., 2005
braciones de fésiles y pruebas geoldgicas
Generar una biblioteca de codigos de barras
. . rbcL,
multilocus para 296 especies de plantas Kress et al.,
3 ~ matK y
lefiosas en una parcela forestal de Barro tH-pSbA 2009
Colorado. P
Determinar caracteristicas comunes,
. Poelchau y
espaciales y temporales en patrones de trnG y .
418 o Hamrick,
variacion del ADN del cloroplasto de tres trnH—psbA 2013
especies de arboles neotropicales.
Desarrollar un plan para implementar la
combinacién de métodos filogenéticos y Papadopou-
1 fenéticos para la asignacién taxon6mica de  psbA-trnH lou et al.,
cddigos de barras de ADN en proyectos de 2015
diversidad vegetal a gran escala.
12 No publicado rbel. y iBOL
matK
4 No publicado rbcL Stee{:l/les et
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1.1.12. Estudios genéticos en Brosimum alicastrum en América Latina.

En primera estancia, se encuentra un estudio genético del paisaje en Centroamérica
utilizando cuatro pares de marcadores AFLP, en este trabajo se encontré que los factores
que mejor explican las distancias genéticas en B. alicastrum son las barreras histéricas o
las barreras reproductivas cripticas, asimismo, los autores concluyen que la
estacionalidad de la precipitacién puede afectar el flujo génico de esta especie (Poelchau
y Hamrick, 2012).

En un estudio filogeografico en poblaciones de B. alicastrum en El Salvador,
Nicaragua, Costa Rica y Panama utilizando las regiones trnG y trnH—psbA del ADNcp, se
encontré un alto nivel de polimorfismos, sefialando que las poblaciones de B. alicastrum
se subdividieron en el centro de Nicaragua, entre los limites de los refugios del
Pleistoceno de El Salvador y Costa Rica, ademas, se sugiri6 que la divergencia de esta
especie (en los sitios de estudio) alcanzé su punto maximo en el Pleistoceno (Poelchau y
Hamrick, 2013).

Lander y Monro (2015) estudiaron la filogeografia de B. alicastrum en todo su
rango de distribucion, desde México hasta el norte de Brasil y Ecuador, utilizando la
informacién generada por tres pares de marcadores de ADN de cloroplasto (1.
rpS16x1/trnQUVY®), 2. ndhF/rpL32-R y 3. rpL32-F/trnL“*®)) y el marcador nuclear ribosomal
ITS-AB101F/ITS-AB102R. Los autores encontraron alta diversidad genética entre las
poblaciones muestreadas, especialmente con los marcadores de cloroplasto. Ellos
concluyeron que la diversidad genética encontrada se distribuye espacialmente,
demostrando también cierta relaciébn con la temperatura, la precipitacién, la altitud,
algunas ecozonas de la FAO y ecoregiones de la WWF (bosque caducifolio hiimedo,
selva hiumeda, bosque seco). Un punto importante que mencionan en el trabajo es la
consideracioén de cinco paises, entre los cuales se encuentra México, como base para

realizar una buena estrategia para preservar la diversidad genética de B. alicastrum.

21




CAPITULO |

1.1.13. Estudios genéticos en Brosimum alicastrum en México.

En un trabajo realizado en la peninsula de Yucatan, especificamente en poblaciones de
Mérida (Yucatan), Hopelchén (Campeche) y Sacalum (Yucatdn), con el objetivo de
determinar la huella genética de B. alicastrum utilizando marcadores ISSR (inter
secuencias simples repetidas) y DAMD (amplificacion directa de minisatélites de ADN), se
encontr6 mayor tasa de polimorfismos y mejor agrupamiento genético al utilizar los
marcadores DAMD, asi como la existencia de una alta variabilidad intra-especifica
(Larqué-Saavedra et al., 2014b)

Més recientemente, se evalud la diversidad y estructura genética de 33
poblaciones naturales de B. alicastrum en los estados de Tamaulipas, San Luis Potosi,
Veracruz, Tabasco, Campeche, Yucatan, Quintana Roo, Chiapas, Oaxaca, Michoacan,
Jalisco, Nayarit y Sinaloa, mediante marcadores de microsatélites nucleares. En ese
estudio se encontr6 una alta variabilidad genética (especialmente dentro de las
poblaciones) y fuerte estructura genética con la presencia de tres grupos genéticos bien
definidos, cuya localizacion, distribucién y agrupacién concuerdan con las provincias
biogeograficas de México que conforman el Neotrépico humedo (Golfo de México,
Yucateca y Petén) y subhimedo (costa del Pacifico) de Mesoamérica (Lépez-Barrera,
2019).
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1.2.  JUSTIFICACION

Brosimum alicastrum es una especie originaria de los bosques hiumedos de América
tropical que se distribuye desde México hasta el norte de Ecuador y Brasil. Es un &rbol de
gran importancia tanto desde el punto de vista ambiental como antropocéntrico. EI ramén
ha sido propuesto como una alternativa para disminuir la importacion de granos para la
alimentacién humana y pecuaria, ademas de que el establecimiento de plantaciones en
areas deforestadas contribuira a la recuperacion de las mismas, asi como mitigar el

cambio climético, debido a que es un sumidero de carbono.

Se han realizado diversos estudios en B. alicastrum referentes a aspectos
fotosintéticos, de productividad e incluso sociales. No obstante, son pocos los estudios
moleculares realizados en esta especie. En México destaca un estudio sobre la diversidad
y estructura genética de B. alicastrum, en el cual se encontraron tres grandes grupos
genéticos. En lo que respecta a estudios filogeogréficos, Unicamente se han realizado dos
para B. alicastrum y solo uno de ellos incluye a México. Sin embargo, el nimero de
poblaciones analizadas fue limitado.

Por lo anterior y dada la relevancia de esta especie, surgi6 el interés de realizar un
estudio filogeogréfico de B. alicastrum en México, por lo que, este trabajo brindara
informacién muy valiosa para identificar los factores geograficos y/o climaticos que
afectan la estructura filogeografica de esta especie en el pais, asimismo, se podran
identificar zonas con alta diversidad genética, ademas de haplotipos Unicos y, por
consiguiente, zonas de gran valor para la conservacion, siendo este el primer estudio

filogeografico para B. alicastrum enfocado en México.
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1.3. HIPOTESIS

Con base en estudios previos y los datos de la distribucion reportada de Brosimum
alicastrum en México, se espera encontrar una estructura filogeografica definida por al

menos tres grupos genéticos mediante el uso de marcadores moleculares de cloroplasto.

1.4. OBJETIVOS

1.4.1. General

Analizar la estructura filogeografica de Brosimum alicastrum en México mediante el uso

de marcadores moleculares de cloroplasto

1.4.2. Especificos

e Identificar los factores geogréaficos y climéaticos que influyen en la estructura

filogeografica de Brosimum alicastrum en México.
e Identificar zonas de alta variabilidad genética de Brosimum alicastrum en México.

e Determinar haplotipos Unicos y zonas de conservacion de Brosimum alicastrum en

México.
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1.5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

[ Obtencién de material vegetal (hojas) ]

Obtencion de material genético

\ 4

Amplificacién (PCR)

Marcadores de cloroplasto

Secuenciacion

\ 4

[ Andlisis de ditos genéticos
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CAPITULO I

2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1. Material de estudio

Se usaron fragmentos de hojas frescas de 62 individuos pertenecientes a 18 poblaciones

representativas de la investigacién realizada por Lépez-Barrera (2019) (Tabla 2.1), las

cuales fueron donadas por la autora para el presente proyecto, y actualmente se

conservan en congelacion a -80°C en instalaciones del CICY, para enriquecer el muestro,

se incluyeron secuencias de 31

individuos pertenecientes a cinco poblaciones

muestreadas por Lander y Monro (2015) en México (Tabla 2.2). La distribuciéon geografica

de las muestras se observa en la Figura 2.1.

Tabla 2.1. Material vegetal (hojas) fresco de poblaciones de Brosimum alicastrum obtenido del

trabajo de Lépez-Barrera (2019).

No. Poblacion Estado Latitud Longitud Altitud Indi\-/iduos

(msnm) analizados
1 El Azteca Tamaulipas 23.077 -99.162 313 3
2 El Ojital Tamaulipas 22.976 -99.153 218 4
3 El Sauz SLP 21.932  -99.204 346 3
4 Aquismon SLP 21.627 -99.04 260 3
5 Playa Bruja SLP 21.257 -98.805 134 5
6 Naranjos Veracruz 21.333 -97.659 110 4
7 Horcones Veracruz 21.084 -97.821 338 3
8 Monte Negro Veracruz 20.000 -96.742 292 5
9 Jalcomulco Veracruz 19.335 -96.746 356 3
10 El Madrigal Tabasco 17.496 -92.825 111 1
11 Tikuch Yucatan 20.701 -88.111 32 4
12 El Ramonal Q. Roo 19.399 -88.621 41 1
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Tabla 2.1. Continuacion

Altitud Individuos

No. Poblacién Estado Latitud Longitud _
(msnm) analizados
13 Los Divorciados Q. Roo 19.078 -88.456 53 2
14  Crucero Corozal Chiapas 16.761 -91.008 167 3
15 Mazahua Oaxaca 16.629 -94.949 173 1
Ruinas
16 _ Oaxaca 16.387 -95.326 435 3
Guiengola

17 Ahuacapan Jalisco 19.667 -104.333 950 1
18 El Copomal Nayarit 21.886  -105.099 33 2

Tabla 2.2. Poblaciones de Brosimum alicastrum muestreadas en México por Lander y Monro
(2015).

Altitud

No. Poblacién Estado Latitud Longitud Individuos
(msnm)
I Mérida Yucatan 20.97 -89.62 12 6
Il Coba Q. Roo 20.489 -87.738 10 7
[l Tinuncah Yucatan 20.263 -88.683 30 7
v Tulum Q. Roo 20.212 -87.432 5 7
V  Culavista Nayarit 20.965 -105.309 15 4
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Figura 2. 1. Mapa de distribucién de poblaciones de Brosimum alicastrum en México incluidas en

el presente estudio.

2.2.2. Extraccion y amplificacion del material genético

El material genético (ADN) de las hojas se obtuvo con el método de extraccion con CTAB
(Bromuro de hexadeciltrimetilamonio) tomando como base el protocolo descrito por Doyle
y Doyle (1987) y modificado por Faleiro et al. (2002) (Anexo 1).

Para el presente estudio se amplificaron, mediante la técnica de la reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR), dos regiones conservadas del genoma de cloroplasto. Las
amplificaciones se realizaron en sentido y contrasentido utilizando los cebadores

enlistados en la Tabla 2.3.
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Tabla 2.3. Regiones del genoma plastidico seleccionadas para la realizacién del presente estudio

filogeografico.

Region Cebadores Secuencia Referencia

trnQUY® (F)  GCGTGGCCAAGYGGTAAGGC
trnQ-5'/rps16

rpS16x1 (R) GTTGCTTTYTACCACATCGTTT Shaw et al

mL32 (F) CAGTTCCAAAAAAACGTACTTC 2007

rpl32-F/trnL
trnLUA®) (R) CTGCTTCCTAAGAGCAGCGT

Se realizaron pruebas de amplificacion de las regiones del genoma del cloroplasto,
modificando las concentraciones de los reactivos y la temperatura de alineamiento de los
cebadores. Al final, el protocolo empleado para amplificar la regién trnQ-57rps16 consistid
en una mezcla con volumen final de 35 uL, conteniendo buffer de PCR 1, 250 uM de cada
dNTP, 0.1 uM de cada cebador, 1.4 pL de albumina sérica bovina (BSA) (10 mg/mL), 1x
de Sol-Q, 1.4 U de taq polimerasa (Qiagen, México) y 1 yL de ADN (20 ng/uL). El
programa de temperaturas consistid en una desnaturalizacion inicial a 97°C por 2 min,
seguido de 35 ciclos de 94°C por 1 min, 60°C por 2 min, 72°C por 2 min y una extension
final de 72°C por 7 min.

Para la amplificacion de la regién trnL-F/rpl32-R se prepar6 una mezcla con
volumen final de 35 L, conteniendo buffer de PCR 1x, 250 uM de cada dNTP, 0.1 uM de
cada cebador, 1.4 yL de BSA (10 mg/mL), 1.4 U de taq polimerasa (Qiagen, México) y 1
ML de ADN (20 ng/uL). El programa de temperaturas consistié en una desnaturalizacion
inicial a 97°C por 2 min, seguido de 35 ciclos de 94°C por 1 min, 61.7°C por 2 min, 72°C

por 2 min y una extension final de 72°C por 7 min.
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2.2.3. Secuenciacioén

En tubos de 1.5 mL se depositaron 5 uL de producto de PCR a una concentracion de 50
ng/uL y 5 uL de cada uno los cebadores utilizados para las amplificaciones. Las muestras
se secuenciaron en ambos sentidos por Macrogen Korea mediante el servicio Ez-Seq

utilizando secuenciacion Sanger.

2.2.3. Edicion y alineamiento de las secuencias

Se utilizd la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) de Genbank
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) con el objeto de verificar que las secuencias sean

similares o cercanas a la familia Moraceae. Las secuencias se editaron en Sequencher
V.4.1 y se alinearon en MEGA V7 (Kumar et al., 2016) usando MUSCLE (Multiple
Sequence Comparison by Log- Expectation) (Edgar, 2004). Las secuencias de las
regiones rpl32-F/trnL (522 pb) y trnQ/rps16x1 (643 pb), al ser ambas regiones del genoma
de cloroplastos, se concatenaron, obteniendo secuencias de 1165 pb y se analizaron

como una sola unidad.

2.2.4. Diversidad genética y haplotipica

En el software Seqstate (Muller, 2006) se estimaron diferentes valores estadisticos de las
secuencias. El numero de haplotipos (k), diversidad nucleotidica (r) y diversidad
haplotipica (h) se estimaron con DnaSp V6 (Rozas et al., 2017). Adicionalmente, las
secuencias se  colapsaron en haplotipos Gnicos  en PopArt V1.7

(http://popart.otago.ac.nz/), en este mismo software se generaron y editaron las redes de

haplotipos utilizando el método TCS (Clement et al., 2002). Las proporciones haplotipicas
en las poblaciones se graficaron en diagramas de pastel utilizando MS Excel 2016 y se

ubicaron geograficamente en un mapa con QGis 3.4.3 (QGIS Development Team, 2020).
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Para corroborar los haplogrupos identificados, se generd un arbol Neighbor joining
en el software MEGA V7 utilizando 10,000 bootstraps, posteriormente, se editd dicho

arbol usando el programa FigTree (Rambaut, 2010).

2.2.5 Estructura filogeografica

Se realizé un analisis bayesiano de la estructura poblacional con el apoyo del software
BAPS v.5.3 (Corander et al. 2008), el cual utiliza un modelo basado en particiones e
identifica grupos de secuencias utilizando una variante del algoritmo Metropolis-Hasting
(Francisco et al., 2012). Se evaluaron 10 repeticiones de algoritmos para cada valor de K
(numero de grupos) entre 1 y 10 y la particion 6ptima de la poblacién de grupos K se
caracteriz6 por la mayor probabilidad de registro marginal.

El andlisis de varianza molecular (AMOVA) se estim6 con Arlequin V3.5 (Excoffier
y Lischer 2010) agrupando las poblaciones de México de tres diferentes maneras: 1) sin
agrupacion; 2) de acuerdo a los grupos genéticos identificados en BAPS y 3) de acuerdo
a las provincias biogeogréficas del Golfo de México, Costa del Pacifico, Yucateca y Petén
de la CONABIO (1997).

Se calcularon los estimadores Nst (medida de diferenciacibn genética que
incorpora distancias filogenéticas) y Gst (medida desordenada de diferenciacién genética
que no incorpora distancias filogenéticas) en DNAsp V6, posteriormente estos valores se

compararon entre si para inferir la existencia de estructura filogeogréfica.

En Barrier (Manni et al., 2004) se identificd la presencia de discontinuidades genéticas y
con ello, grupos de poblaciones genéticamente diferenciadas. Este programa genera un
mapa Vvirtual utilizando las coordenadas geogréficas para generar un poligono
(triangulacion de Delaunay). Las barreras en el poligono se estimaron mediante el
algoritmo de maxima diferencia de Monmonier haciendo uso de un bootstrap de la matriz

de los valores pareados de Fst obtenida de Arlequin.

Para identificar la influencia de los factores climaticos sobre la estructura genética

de las muestras se realiz6 un analisis de componentes principales utilizando datos de 19
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variables biocliméticas y la altitud. Las variables biocliméaticas se encuentran relacionadas
con la temperatura y precipitacion, estos datos fueron obtenidos de la base de datos de
WorldClim y cuentan con una resolucion de 1 km?

(https://www.worldclim.org/data/worldclim21.html) (Tabla 2.4). Los valores de las 19

variables bioclimaticas se extrajeron en R Studio (RStudio Team, 2020) haciendo uso de
las paqueterias SP (Bivand et al., 2013; Pebesma y Bivand, 2005), raster (Hijmans y van
Etten, 2012) y sf (Pebesma, 2018).

Tabla 2.4. Variables bioclimaticas de la base de datros de WorldClim.

Variable Descripcién

BIO1 Temperatura media anual

BIO2 Rango medio diurno (promedio mensual (temperatura maxima —
temperatura minima))

BIO3 Isoterma (BIO2/BIO7) (*100)

BI04 Estacionalidad de la temperatura (desviacion estandar * 100)
BIO5 Temperatura del mes mas calido

BIO6 Temperatura del mes frio

BIO7 Rango de temperatura anual (BIO5 — BIO6)

BIO8 Temperatura media del trimestre mas humedo

BIO9 Temperatura media del trimestre mas seco

BIO10 Temperatura media del trimestre mas calido

BlO11 Temperatura media del trimestre mas frio

BIO12 Precipitacién anual

BIO13 Precipitacion del mes mas humedo

BIO14 Precipitacién del mes mas seco

BIO15 Estacionalidad de la precipitacion (coeficiente de variacion)

BIO16 Precipitacion del trimestre mas humedo
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Tabla 2.4. Continuacion.

Variable Descripcién

BIO17 Precipitacion del trimestre mas seco
BIO18 Precipitacién del trimestre mas célido

BIO19 Precipitacion del trimestre mas frio

2.2.6 Andlisis filogenético

Se estim6 que el modelo TPM1uf+G es el modelo de sustitucion de nucleétidos que mejor
se adapt6 a las secuencias, siguiendo el criterio BIC (criterio de informacion bayesiana)
implementado en JmodelTest.

Se realiz6 un andlisis bayesiano de las secuencias de los haplotipos identificados
en PopArt, dicho andlisis se aplicé en Mr. Bayes V3.2 (Ronquist et al., 2012). Se corrieron
dos analisis aplicando simulaciones de cadenas de Markov Monte Carlo con 10,000,000
de iteraciones muestreadas cada 1,000. Se descartaron el primero y ultimo 20% de los
arboles y el arbol consenso resultante se editdé en FigTree. Se incluyé en el analisis
secuencias de tres especies de la familia Moraceae (Tabla 2.5) seleccionadas de acuerdo
a la filogenia de la familia publicada por Zerega et al. (2005), las secuencias se

descargaron de GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)

Tabla 2.5. Especies utilizadas como grupos externos.

Especie Accesion
Brossonetia papyrifera (L.) Vent. MH189570.1
Mailasia scandens (Lourerio) Hooker y Arnoot NC_047182.1
Antiaris toxicaria Lesch. NC_042884.1
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CAPITULO Il
3.1 RESULTADOS
3.3.1 Diversidad genética y haplotipica

Las secuencias analizadas en el presente estudio tuvieron bajo contenido de GC, 9.5y
19.8% para las regiones rpl32F/trnL y trnQ/rps16x1, respectivamente. La variabilidad fue
de 2.29% para la region rpl32F/trnL y 4.51% para la regién trnQ/rps16x1, siendo la regién
trnQ/rps16x1 mas informativa (Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Estadisticos de las secuencias del genoma de cloroplastos incluidos en el estudio.

rpl32-FitrnL  trnQ/rps16x1 Concatenado

Posicion en el alineamiento 1 2

Caracteres 522 643 1165
Longitud (bases) 498-513 616-641 1114-1147

Divergencia (%) 0.428 0.563 0.511

ti/tv 0.461 1.846 0.996

Variabilidad (%) 2.299 451 3.774

Informativo (%) 1.341 2.177 1.801

% GC 9.503 19.752 15.211

% A 42.326 37.526 39.653

% C 5.034 8.973 7.228

% G 4.47 10.779 7.984

%T 48.17 42.722 45.136

Al analizar las secuencias concatenadas se encontro una diversidad haplotipica de

h=0.8323, con 30 haplotipos unicos y una diversidad nucleotidica de n=0.00724. Los
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haplotipos identificados en cada una de las poblaciones incluidas en el presente estudio

se enlistan en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Identificador de ploblaciones, estados donde se encuentran las poblaciones, nimero de

individuos (N), haplotipos que contiene y provincia biogeografica a la que pertenecen las

poblaciones.

No. Clave Poblacién Estado Haplotipos Provincia
1 AZT El Azteca Tamaulipas H1, H3 Golfo
2 OoJi El Ojital Tamaulipas H1, H5 Golfo
3 SAU El Sauz SLP H1, H11 Golfo
4 AQU Aquismén SLP H1, H2 Golfo
5 BRU Playa Bruja SLP H1 Golfo
6 NAR Naranjos Veracruz H1 Golfo
7 HOR Horcones Veracruz H1, H3 Golfo
8 MON Monte Negro Veracruz H1, H9, H10 Golfo
9 JAL Jalcomulco Veracruz H1, H7 Golfo
10 MAD Madrigal Tabasco H8 Golfo
11 TIK Tikuch Yucatan H17, H18, H19, H20 Yucateca
12 RAM Ramonal Q. Roo H15 Petén
13 DIV Divorciados Q. Roo H14, H15 Petén
14 CCO Crucero Corozal Chiapas H1, H12 Golfo
15 MAZ Mazahua Oaxaca H1 Pacifico
16 GUI Ruinas Guiengola Oaxaca H1, H5, H6 Pacifico
17 AHU Ahuacapan Jalisco H25 Pacifico
18 COP El Copomal Nayarit H26, H27 Pacifico
I MER Mérida Yucatan H13, H16 Yucateca
Il coB Coba Q. Roo H13 Petén
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Tabla 3.2. Continuacion.

No. Clave Poblacién Estado Haplotipos Provincia
1l TIN Tinuncah Yucatan H21, H22, H23, H24 Yucateca
v TUL Tulum Q. Roo H13 Petén
\% CuL Culavista Nayarit H28, H29, H30 Pacifico

De los 30 haplotipos identificados en este analisis, los mas representativos son los
haplotipos H1 y H13 con 28 y 19 individuos incluidos, respectivamente. De acuerdo a la
red de haplotipos, las poblaciones de B. alicastrum estudiadas poder ser clasificadas en
tres haplogrupos: 1) Los individuos que representaron el haplogrupo 1 se encuentran
distribuidos en la costa del Golfo y sur de México, donde se observan 12 haplotipos,
incluido el haplotipo mas comun (H1); 2) los individuos que integraron el haplogrupo 2 se
distribuyen en la peninsula de Yucatan, donde se identificaron 12 haplotipos, con
predominancia del haplotipo H13; 3) los individuos que conformaron el haplogrupo 3 estan
presentes en la costa del Pacifico, este haplogrupos esta conformado por seis haplotipos
(H25-H30) menos comunes y que no se identificaron en las otras zonas antes

mencionadas (Figura 3.1).
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Figura 3.1. Red de haplotipos de los individuos de Brosimum alicastrum estudiados. Las barras

indican pasos mutacionales entre haplotipos

Al sobreponer la capa de las provincias biogeograficas de CONABIO en el mapa
de la distribucion de haplotipos se observa que las provincias Yucateca y Petén
comparten el haplotipo H13. La agrupacién genética representada por el haplotipo H1 se
comparte en la provincia geografica del Golfo de México y sur de la provincia de la costa
del Pacifico. Por dltimo, en la parte norte de la provincia de la costa del Pacifico se
observan haplotipos que no se encuentran en las zonas antes mencionadas, siendo asi
un tercer grupo genético (Figura 3.2). Lo anterior apoya la existencia de tres grupos
genéticos de B. alicastrum en México. En el grupo genético conformado por las
poblaciones del Golfo y sur de México predomina el haplotipo H1 en toda la extensién del

grupo genético, pudiendo ser considerado ancestral para dicho grupo.
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Figura 3.2. Distribucién geogréfica de los haplotipos de Brosimum alicastrum en México.

En la topologia Neighbor-joining (Figura 3.3) se observa que los individuos se
separaron en tres grandes grupos, a) el primero comprendido por aquellos incluidos en
poblaciones de la costa del Golfo y sur de México, b) el segundo con individuos de las
poblaciones de la peninsula de Yucatan y c) el tercero con los individuos de las
poblaciones de la costa del Pacifico, apoyando los resultados obtenidos en la red de
haplotipos en donde se identificaron también tres grupos géticos.
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Figura 3.3. Topologia Neighbor-Joining de los individuos de Brosimum alicastrum incluidas en el
estudio. Los individuos de color azul pertenecen a poblaciones del Golfo de México, las de color

negro a poblaciones de la peninsula de Yucatan y de color rojo a las poblaciones de la costa del
Pacifico.
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3.3.2 Estructura filogeografica

En el andlisis de estructura poblacional con BAPS se identificaron 3 agrupaciones
genéticas, la primera incluy6 todas las poblaciones de la costa del Golfo y Sur de México,
la segunda se conformé con las poblaciones de la costa del Pacifico y la tercera con las

poblaciones de la peninsula de Yucatan (Figura 3.4).

Golfo de México Peninsula de Yucatan Pacifico

Figura 3.4. Grupos genéticos identificados en BAPS.

El analisis no jerarquico de varianza molecular (AMOVA) arrojé porcentajes de
variacion altas, especialmente dentro de las poblaciones. Los valores de Fst fueron
estadisticamente significativos en todas las maneras de agrupacion de las poblaciones,
indicando asi que los grupos son diferentes unos de otros (Tabla 3.3), de igual manera se
encontré que varias de las poblaciones individuales son diferentes unas de otras (Anexo
2).
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Tabla 3.3. Analisis de varianza molecular de las poblaciones de Brosimum alicastrum agrupadas

con base en los resultados de BAPS y las provincias biogeogréaficas de México.

Fuente de la Sumade Componentes Porcentaje de indice de

variacion cuadrados de la varianza variacion fijacion

De acuerdo a los cluster identificados en BAPS

Entre Fst=
_ 2 8.79 0.17443 35.61
poblaciones 0.35614
Dentro de las
_ 79 24.912 0.31535 64.39
poblaciones
Total 81 33.707 0.48978

De acuerdo a las provinvias biogeograficas (CONABIO)

Entre Fst=
_ 3 9.935 0.15887 34.27
poblaciones 0.34266
Dentro de las
_ 78 23.772 0.30477 65.73
poblaciones
Total 81 33.707 0.46364

Se identificaron cinco barreras con BARRIER: una que separ6 las poblaciones del
golfo de México con las del norte de la costa del Pacifico. Una segunda barrera se
encontrd en la zona del Istmo de Tehuantepec. La tercera barrera se encontré cerca del
borde de la provincia del Golfdo y del Petén. En las poblaciones de la peninsula de
Yucatan se encontraron dos barreras que separan las poblaciones en 3 grupos. De las
cinco barreras identificadas, solo la que separa las poblaciones del norte de la costa del
Pacifico con las del norte del golfo de México corresponde a una barrera fisica,
especificamente a las cordilleras que conforman el Altiplano central de México (Figura
3.5).
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Figura 3.5. Mapa de distribucion de los haplotipos con las barreras genéticas identificadas.

Al agrupar las poblaciones de acuerdo a los grupos genéticos identificados en
BAPS se determindé que los valores del indice de fijaciébn fueron estadisticamente
significativos entre los tres grupos, el valor mayor de Fst se estimé entre el grupo 1,
representado por las poblaciones del Golfo y sur de México, y el grupo 3, representado
por las poblaciones de la costa de P&cifico; por otro lado, el valor menor del indice de
fijacidn se encontrd entre el grupo 2, representado por las pobaciones de la peninsula de
Yucatan y el grupo 3. Cuando se agruparon las poblaciones de acuerdo a las provincias
biogeograficas de la CONABIO, se encontr6 que el valor mayor de Fst ocurrié entre la
provincia del Golfo y el Petén, mientras que el menor fue entre la costa del Pacifico y la
Yucateca (Tabla 3.4).
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Tabla 3.4. Valores pareados del indice de fijacion Fst entre las pobalciones de Brosimum
alicastrum agrupadas de acuerdo a los clusters genéticos identificados en BAPS (1: Golfo y sur de

México, 2: peninsula de Yucatan y 3: Pacifico) y las provincias biogeograficas.

Grupos BAPS Provincias biogeograficas
1 2 3 Golfo Pacifico Yucateca Petén
1 - Golfo -
2 0.32 - Pacifico  0.19 -
3 0.39 0.21 - Yucateca 0.32 0.07 -
Petén 0.56 0.39 0.19 -

El valor del indice Nst (0.85262) fue mayor que el de Gst (0.43081), este resultado
indica que existe estructura filogeogréafica entre las poblaciones.

Del andlisis de componentes principales, se obtuvo que, es posible resumir gran parte de
las 20 variables incluidas todas en tres componentes principales. La seleccion del numero
de componentes se hizo identificando en una grafica de varianzas (calculada en R Studio)
el punto en donde la gréafica forma un angulo pronunciado asemejandose a un “codo”
(Figura 3.6). Aunque con tres componentes principales se explica un alto porcentaje de
los datos (77%), se tomO en cuenta un componente principal mas, logrando abarcar el

87% la informacion inicial (Tabla 3.5).
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Figura 3.6. Gréfica de varianzas de los primeros 10 componentes.

Tabla 3.5. Desviacidon estandar, proporcion de varianza y varianza acumulada de los primeros

cuatro componentes.

PC1 PC2 PC3 PC4
Desviacion
] 2.54 241 1.80 1.41
estandar
Proporcion de
_ 0.32 0.29 0.16 0.10
varianza
Proporcion
0.32 0.61 0.77 0.87
acumulada

Las variables mas representativas del componente principal PC1 son la BIO1,
BIO6 y BIO11, todas relacionadas a la temperatura. En el caso de la PC2 las variables
mas representativas son la BIO14, BIO17 y BIO19, relacionadas a la precipitacion,
mientras que, el PC3 esta representada por BIO8, BIO10 variables relacionadas a la

temperatura y BIO18, relacionada con la precipitacion. Por ultimo, el PC4 se encuenta
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representado por BIO2, BIO3, varibales relacionadas a la temperatura y BIO15

relacionada a la precipitacién (Tabla 3.6).

Tabla 3.6. Variables climaticas asociadas a cada componente principal. Los valores en negritas

son las variables que aportan mas en cada componente principal.

Variable Descripcidn PC1 PC2 PC3 PC4
BlO1 Temperatura media anual 0.358 -0.051 -0.202 -0.073
Rango medio diurno (promedio mensual
BIO2 (temperatura maxima — temperatura 0.030 0.240 -0.154 0.337
minima))
BIO3 Isotermia (BIO2/BIO7) (*100) 0.314 0.025 0.081 0.337
Estacionalidad de la temperatura
BIO4 o i -0.309 0.081 -0.205 -0.319
(desviacion estandar * 100)
BIO5 Temperatura del mes mas calido 0.193 0.104 -0.351 -0.002
BIO6 Temperatura del mes frio 0.334 -0.185 0.054 -0.044
BIO7 Rango de temperatura anual (BIO5 — BIO6) -0.222 0.232 -0.234 0.041
BIOS Temperatura media del trimestre mas 0181 0.062 -0418 -0.294
hamedo
BIO9 Temperatura media del trimestre mas seco 0.323 -0.157 -0.001 0.264
BIO10 Temperatura med,lz_;l del trimestre mas 0202 0.001L -0399 -0.316
calido
BIO11 Temperatura media del trimestre mas frio  0.379 -0.071 -0.022 0.134
BIO12 Precipitacién anual -0.135 -0.362 -0.138 0.115
BIO13 Precipitacion del mes mas humedo -0.186 -0.256 -0.259 0.215
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Tabla 3.7. Continuacion.

Variable Descripcidn PC1 PC2 PC3 PC4

BlO14 Precipitacién del mes mas seco -0.061 -0.382 0.053 -0.098

Estacionalidad de la precipitacion
BIO15 o o -0.036 0.246 -0.197 0.355
(coeficiente de variacion)

BIO16 Precipitacién del trimestre mas himedo -0.162 -0.242 -0.279 0.312

BIO17 Precipitaciéon del trimestre mas seco -0.068 -0.383 0.039 -0.089
B1O18 Precipitacién del trimestre mas célido -0.177 -0.114 -0.376 0.220
BIO19 Precipitacion del trimestre més frio -0.051 -0.392 0.004 0.022
Altitud -0.184 0.160 0.152 0.199

En la grafica de componentes principales se observa que es posible agrupar las
poblaciones en tres grandes grupos. En el primer grupo se encuentran poblaciones de la
peninsula de Yucatan y dos del sur del Pais (GUI y MAZ), asi como una de la costa del
pacifico (COP), influenciados por el PC1. En el segundo grupo se encuentran poblaciones
del Golfo de México y de la costa del Pacifico, influenciados en gran medida el PC2. En el
tercer grupo se encuentran dos poblaciones del sur del pais influenciado por el PC3
(Figura 3.7).
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Figura 3.7. Gréfica del analisis de componentes principales.

3.4.5 Andlisis filogenético

De acuerdo al arbol de consenso de haplotipos obtenido del analisis bayesiano, se
observa que fue posible agrupar dichos haplotipos en tres haplogrupos: 1) los haplotipos
H1-H12 se encontraron en la provincia biogeografica del Golfo de México y zona sur de la
provincia de la costa del Pacifico; 2) los haplotipos H13-H15 y H17-H20 en la provincia del
Petén y H6, H21-H24 en la provincia Yucateca, todos localizados en la peninsula de
Yucatan; y 3) los haplotipos H28-H30 en la zona norte de la provincia del Pacifico (Figura
3.8).
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Figura 3.8. Arbol filogenético de los haplotipos obtenido mediante andlisis bayesiano.
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CAPITULO IV
2.4. DISCUSION
Diversidad y estructura genética

La diversidad genética es considerada como la cantidad de variablidad genética entre los
individuos de una variedad o poblacién de una especie. En poblaciones de plantas es
generalmente aceptado que esta diversidad genética se encuentra estructurada espacial y

temporalmente (Ramanatha-Rao y Hodgkin, 2002; Loveless y Hamrick, 1984).

En el presente trabajo, se identificaron 30 haplotipos, de los cuales, los haplotipos
H1 y H13 fueron los més abundantes, estos estan distribuidos en el Golfo de México y la
peninsula de Yucatan, respectivamente. Se encontraron altos indices de diversidad
genética, siendo mayor dentro de las poblaciones, estos resultados fueron similares a lo
reportado con marcadores nucleares (LOpez-Barrera, 2019) y de cloroplasto (Lander y
Monro, 2015). El alto indice de diversidad haplotipica (0.8323) y la baja diversidad
nucleotidica (0.00724) indican que la diversificacion ocurri6 hace relativamente poco
tiempo. Poelchau y Hamrick (2013), concluyeron en su trabajo que la maxima tasa de
divergencia de B. alicastrum ocurri6 en el Pleistoceno, ademas, discuten que
posiblemente esta especie coloniz6 Centroamérica desde Sudamérica y, eventualmente,
llegd a México. Se ha sugerido que el bosque caducifolio tropical en areas del Peten,
Guatemala y occidente de Honduras, dominada por especies del género Brosimum, se
origind durante el Holoceno temprano, hace 10000-11000 afios (Rue, 1987; Leyden,
1984; Lewin, 1984), siendo las poblaciones mexicanas mucho mas jovenes (Rico-Gray y
Garcia-Franco, 1991).

La reproduccion de B. alicastrum es exclusivamente cruzada, las especies que se
reproducen de esta manera mantienen la variacion genética mediante el movimiento de
genes y la recombinacién genética (Bizoux et al., 2009; Hamrick et al, 1992; Loveless y
Hamrick, 1984). Adicionalmente, debido a que esta especie es longeva, llegando a vivir
mas de 150 afios beneficia las altas tasas de diversidad genética (Martinez-Ramos y
Alvarez-Buylla, 1998), asegura la presencia de varias generaciones dentro de una

poblacion, donde diferentes alelos o genotipos son favorecidos durante su establecimiento
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(Lépez-Barrera, 2019). Los individuos que llegan a la madurez distribuyen la informacion
genética que almacenan, contribuyendo asi al mantenimiento de la misma dentro de su
poblacion, heredando aquellos alelos que permitan la supervivencia de las futuras
generaciones de plantas (Finkeldey y Hattemer, 2007; Hamrick et al., 1992; Hamrick et al.,
1979). La amplia distribucion de B. alicastrum también contribuye a su alta variablidad
genética, generalmente las especies con distribuciones amplias presenta esta
caracteristica, contrario a las especies restringidas solo a ciertas zonas (Loveless, 1992;
Hamrick y Godt, 1989; Hamrick et al., 1979).

De manera general, la naturaleza sésil de las especies vegetales mantiene la
diversidad genética intra poblacional alta, produciendo asi adaptaciones locales
(Antonovics, 1971), lo anterior ocurre en la mayoria de plantas lefiosas y arboles
forestales tropicales (Finkeldey y Hattemer, 2007; Loveless, 1992; Hamrick et al., 1992;
Hamrick y Godt, 1989; Hamrick et al., 1979).

En este trabajo se encontré que las poblaciones de B alicastrum en México se
encuentran agrupados en tres grandes grupos genéticos bien diferenciados, un grupo
conformado por las poblaciones de la peninsula de Yucatan, otro por las poblaciones del
Golfo y sur de México y otra por las de la costa del Pacifico. Lopez-Barrera (2019), al
trabajar con marcadores de microsatelites nucleares encontré, al igual que en el presente
trabajo, que la estructura genética de B. alicastrum esta determinada por tres grupos
genéticos. Sin embargo, Lopez-Barrera identific6 que las poblaciones del sur del pais y
las de la peninsula de Yucatan pertenecen a un grupo genético mientras que en el
presente trabajo las poblaciones del sur se agruparon con las del Golfo de México. Esta
diferencia posiblemente se deba a que el ADN de cloroplastos se hereda por la madre, es
decir solo con las semillas, mientras que el ADN nuclear es el resultado de la combinacién
del material genético de ambos padres, sufriendo varios procesos tal como la
recombinacion. Las semillas de B. alicastrum son dispersadas principalmente por distintas
especies de aves (Ortalis vetula y Crax rubra) y mamiferos como los murciélagos
(Artibeus jamaicensis, A. phaeotis, Stunira udoyice y Corolia perspicillata), monos
(Alouata palliata), ardillas (Sciurus yucatanensis) y mapaches (Procion lotor), y en menor

medida por roedores como el raton (Heteromys desmarestianus) (Berg, 1972). Por otro
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lado, el polen de esta especie es movido por la accion del viento, pudiendo moverser
hasta por 2000 m (Aguilar-Aguilar, 2016).

Los valores altos de Fst, especial entre los grupos identificados en BAPS (0.36)
indican que B. alicastrum presenta fuerte estructura genética, similar a lo encontrado por
Lopez-Barrera (2019) (Fst=0.37). Como ya se menciond anteriormente, la dispersion de
las semillas de B. alicastrum es favorecida por distintas especies de animales, este
mecanismo de dispersion propicia mayor diferencia genética entre las poblaciones debido
a la persistencia local por la reducida migracion (Nason, 2002), lo cual se vio reflejado en
la alta estructura genética encontrada. Teniendo en cuenta lo anterior, es posible afirmar
que tanto la dispersion por polen y por semillas contribuyen de manera muy similar a la

estructura genética de B. alicastrum.

Los valores mas altos de estructura genética ocurrieron entre las poblaciones del
Golfo y sur de México y las del Pacifico (Fst=0.39) y resulta interesante que las
poblaciones del Pacifico presenten una estructura genética menor con las de la peninsula
de Yucatan (Fst=0.21), mientras que un valor intermedio se encontrd6 entre las
poblaciones del Golfo y sur y las de la peninsula de Yucatan (Fst=0.32).

La provincia del Pacifico es una franja angosta de planice costera que se extiende
desde el Rio Piaxtla hasta Chiapas, siendo casi dos veces mas ancha hacia el norte (60
km aproximadamente) en comparacién con el sur; su vegetaciéon es mayormente tropical
donde predominan los climas semicalidos subhimedos con lluvias en verano de 500-1500
mm al afio, la vegetacion tipica en esta provincia son selvas caducifolias. La provincia del
Golfo de México se extiende desde la cuenca del Rio San Fernando hasta el Rio
Candelaria donde empieza la peninsula de Yucatan. El nivel de humedad en esta
provincia es elevado, 90% de ésta recibe mas de 1000 mm de lluvia anual y cerca de la
mitad mas de 2000 mm, la vegetacion predominante son las selvas altas y medianas
perennifolias. Existe una gran relacion entre el sur de esta provincia con la del Petén. La
provincia Yucateca es relativamente seca donde predomina el clima tropical subhimedo
(95%), el 85% de la vegetacién estd compuesta por selvas bajas caducifolias. En la
provincia del Petén predomina la vegetacion compuesta por selvas altas perennifolias, las
lluvias en esta provincia son mayores que en la provincia Yucateca. Las provincias

Yucateca y Petén han sido consideradas como una sola provincia por la gran cantidad de
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especies que comparten, sin embargo, la division en dos provincias se debe a que, como
se menciond anteriormente, la estructura de la vegetacion es mas seca hacia la Yucateca
y mas humedas hacia el Petén (Espinosa et al., 2008), en este trabajo se encontré, a nivel

poblacional que, estas dos provinicias comparten haplotipos.

Barreras de flujo genético

La barrera que corresponde al Altiplano Mexicano y que separa a las poblaciones del
pacifico con las del golfo de México ha sido descrita anteriormente por LOpez-Barrera
(2019) para B. alicastrum utilizando marcadores de microsatélites nucleares, siendo al
igual que en el presente estudio, la Unica barrera genética fisica.

El Istmo de Tehuantepec, region donde se localizé la segunda barrera al flujo
genético es una region con elevada riqueza biolégica, corresponde a la zona mas
estrecha entre el Golfo de México y el ocedno Pacifico, se encuentra en la zona de
contacto de la regién Neartica con la Neotropical y mucho tiempo estuvo sumergida bajo
el agua (Sarukhan et al., 2008).

La tercera barrera genética se ubico cerca del limite entre las provincias del Golfo
de México y la del Petén, al haber difrencias en la precipitacién y el tipo de vegetaciéon

entre estas provincias la barrera identificada es de tipo biogeogréfica.

Finalmente, en la peninsula de Yucatan las poblaciones fueron separadas por dos
barreras que no parecen tener una explicacién fisica, en cambio, si se considera que el
clima es mas seco en la provincia Yucateca, las barreras podrian ser consideradas
climaticas. Ademas, gran parte de las poblacion de arboles en la peninsula ha sufrido
alguna alteracién por parte de las comunidades mayas, especialmente cerca de las zonas
arqueoldgicas se ha visto que proliferan ciertas especies como B. alicastrum, haciendo de
esta manera que las distribucion de esta especie ya no sea considerada natural debido a
gue el hombre la ha manipulado desde tiempos prehispanicos (National Academy of
Sciences 1975; Puleston, 1972); la huella huma en la peninsula de Yucatan se ha

estimado en mas de 5000 afios atras (Toledo et al., 2008).
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La teoria de los refugios indica que, durante las glaciaciones, las zonas humedas
mas elevadas fungieron como hbitats de las especies tropicales (Haffer, 1969). De
acuerdo a esta teoria las zonas tropicales de América fueron aridas o semiaridas en
intervalos durante la maxima glaciacion del hemisferio norte, por lo que, los taxa tropicales
fueron confinados a refugios en areas elevadas mas humedas donde existian las

condiciones para su crecimiento (Wendt, 1987; Toledo, 1982).

En el neotrépico se ha sugerido que, debido a los diferentes eventos de glaciacion
y deglaciacion, el clima era inestable y como consecuencia las especies en estas zonas
tuvieron que dispersarse en los refugios. En México se ha propuesto la existencia de ocho
refugios para las especies vegetales durante los cambios climaticos durante el
Pleistoceno (Toledo, 1982). En Centroamérica se ha sugerido que la maxima tasa de
divergencia de B. alicastrum ocurrié durante el Pleistoceno (Poelchau y Hamrick, 2013).
En este trabajo no se encontré relacion entre las barreras identificadas entre las
poblaciones de B. alicastrum en México con la ubicacion refugios propuestos por Toledo
(1982), lo cual tiene sentido ya que se ha propuesto que esta especie colonizd México en
tiempos mas recientes durante el Holoceno (Rico y Garcia, 1991)

Conservacion de Brosimum alicastrum

La importancia de la biodiversidad para la humanidad ha sido reconocida en décadas
recientes, esta diversidad es esencial para el desarrollo sustentable de varias actividades
humanas, incluyendo maneras en las que la poblacién mas vulnerable pueda cubrir sus
necesidades nutricionales, manteniendo también la diversidad cultural (Shiva, 1994),
afortunadamente, desde hace unas décadas, se ha visto un incremento en el interés del

manejo y preservacion de la diversidad genética en los bosques tropicales (Gentry, 1992).

Brosimum alicastrum es un arbol que ha sido utilizado para distintos fines desde la
época de los Mayas, en el bosque tropical seco se encuentra en habitats riverefios, areas
clave para la conservacion de dicho bosque, ofreciendo diversos beneficios también para

muchas especies animales, especialmente durante la época de sequias (Aguilar-Aguilar,
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2016; Sanchez-Azofeifa et al., 2009). Preservar su diversidad genética es vital para su

supervivencia a largo plazo.

Con el fin de mantener la diversidad genética de cada una de los grupos genéticos
de B. alicastrum que se encontraron en el presente trabajo, lo ideal es dispersar las
semillas dentro de las mismas zonas que abarca cada grupo genético, tal y como lo
recomiendan Lander y Monro (2015) en su estudio filogeografico sobre B. alicastrum. Es
necesario tener en cuenta lo anterior cuando se requiera establecer plantaciones
comerciales de esta especie que ha sido propuesta como una alternativa al consumo de
granos, incorporando asi al sector forestal en la cruzada contra el hambre. También, se
ha propuesto que para mantener la mayor diversidad posible y asi contar con un pool
genético mas extenso de la especie, especialmente para conservacion ex situ o bancos
de germoplasma, es recomendable la colecta de semillas abarcando la mayor cantidad de
poblaciones posible (Lander y Monro, 2015; Ledig y Kitzmiller, 1992), incluyendo
especialmente las zonas con alta variabilidad genética y con haplotipos menos comunes.
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CAPITULO V
5.1 CONCLUSIONES

- ElI Ramén (B. alicastrum) en México presenta estructura filogeografica alta
delimitada por tres grupos genéticos bien diferenciados con base en una red de
haplotipos, BAPS, topologia Neighbor-Joining y analisis bayesiano.

- El valor de Fst determinado en el presente trabajo (0.36) es similar al encontrado
en un estudio previo realizado con microsatétlites (0.37), por lo tanto, la dispersion
de semillas y polen contribuyen de maner similar a la estructura genética de B.
alicastrum.

- Se encontrd una alta diversidad genética con la presencia de 30 haplotipos Unicos,
encontrandose ademas que la mayor parte de la variacién genética se encuentra
dentro de las poblaciones.

- Brosimum alicastrum se distribuye en cuatro provincias biogeogréficas, las cuales
son el golfo de México, Yucateca, Petén y costa del Pacifico, cuyas diferencias
climaticas y geogréficas contribuyen a la estructura filogeogréfica encontrada en el
presente trabajo.

- Las variables bioclimaticas influyeron en la distribucién de las poblaciones de B.
alicastrum.

- Los haplotipos poco comunes en las poblaciones de la peninsula de Yucatan y del
norte del Pacifico, asi como el haplotipo mas comun del Golfo de México, deben
ser considerados en futuros programas de reforestacion y conservacion con el fin

de mantener la mayor diversidad genética de B. alicastrum.
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5.2 PERSPECTIVAS

- Incluir regiones del genoma nuclear (ITS) en futuros estudios filogeograficos de B.
alicastrum en México.

- Describir la morfologia de diferentes poblaciones de B. alicastrum en México.

- Realizar un estudio filogeografico incluyendo las poblaciones de este estudio asi

como poblaciones de Centro y Sudamerica.
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ANEXOS

ANEXOS

Anexo 1. Protocolo de extraccion de ADN con CTAB [Doyle y Doyle (1987) y modificado
por Faleiro et al. (2002)]

© © N o g s~ N PRE

e e o e =
o UM W N P O

Macerar material vegetal (0.1 g) y recuperar en un tubo de 2 mL
Afadir 800 pL de buffer de extraccién precalentado a 65°C
Incubar 1 h a 65°C (mezclar cada 10 min)

Afadir 700 pL de cloroformo y agitar por inversion durante 10 min
Centrifugar a 13,000 rpm durante 10 min

Transferir sobrenadante a un tubo de 2 mL

Afadir 55 pL de CTAB al 7% y agitar durante 5 min

Afadir 700 pL de cloroformo y agitar durante 10 min

Centrifugar a 13,000 rpm durante 10 min

. Transferir sobrenadante en un tubo de 1.5 mL

. Afadir 700 puL de isopropanol frio e incubar a -20°C durante 30 min

. Centrifugar a 13,000 rpm durante 10 min y eliminar sobrenadante con cuidado
. Afadir 600 pL de etanol a 90%

. Centrifugar a 13,000 rpm durante 5 min y eliminar sobrenadante con cuidado

. Secar pastilla

. Resuspender pastilla en 100 pL de H>O ultrapura

Limpieza

N o o0 bk~ wDbd P

Afadir 10% de NaCl 5M del volumen inicial mas 2/3 partes de isopropanol frio
Incubar a -20°C durante 3 h

Centrifugar a 13,000 rpm durante 10 min y eliminar sobrenadante con cuidado
Afadir 600 pL de etanol a 90%

Centrifugar a 13,000 rpm durante 5 min y eliminar sobrenadante con cuidado
Secar pastilla

Resuspender pastilla en 100 uL de H2O ultrapura
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ANEXOS

Anexo 2. Comparacion en parejas de los valores de Fst (triangulo inferior) en las

poblaciones de estudio. Los valores de p se muestran el tridngulo superior. * Valores

estadisticamente significativos.

AQU AZT BRU GU HOR JAL MAD MAZ MON
AQU 0.99+0. 0.99+0. 0.99+0. 0.99+0. 0.99+0. 0.99+0. 0.99+0. 0.99+0.
003 003 003 003 003 003 003 003
0.99+0. 0.99+0. 0.99+0. 0.99+0. 0.99+0. 0.99+0. 0.99+0.
AZT  -0.200 003 003 003 003 003 003 003
0.46£0. 0.990. 0.99+0. 0.99+0. 0.99+0. 0.990.
BRU -0.104 -0.104 - 05 003 003 003 003 003
0.99+0. 0.99+0. 0.99+0. 0.99+0. 0.50+0.
GUl  -0.071 -0.071 0118 - o020- 0.99%0. 0.99:0. 0.9970. 0.50%
0.99+0. 0.99+0. 0.99+0. 0.99+0.
HOR -0.200 -0.500 -0.104 -0.071 - Sos0: 09920 0.99:0. 0.99%
0.99:0. 0.99:0. 0.99:0.
JAL 0200 -0.200 -0.104 -0.071 -0200 - o520 0.99+0. 0.99%
0.990. 0.47+0.
MAD 0333 0333 0600 0000 0333 0333 - ooa dar
0.99:+0.
MAZ -1.000 -1.000 -1.000 -0.500 -1.000 -1.000 1.000 - o
MON -0.143 -0.143 -0.058 -0.034 -0.143 -0.143 0300 -0.750 -
NAR 0111 0111 -0.053 0351 0.111 0.111 1.000 0.000 0.070
0J 0153 -0153 -0.119 -0.091 -0.153 -0.153 0500 -1.000 -0.100
SAU -0.200 -0.200 -0.104 -0.071 -0.200 -0.200 0.333 -1.000 -0.143
CCO -0.200 -0.200 -0.104 -0071 -0.200 -0.200 0.333 -1.000 -0.143
COB 0816 0816 0835 0708 0816 0816 1.000 1.000 0.706
DIV 0208 0208 0440 0000 0208 0208 0000 0000 0.212
MER 0554 0554 0.636 0431 0554 0554 0667 0667 0.497
RAM 0333 0333 0600 0000 0333 0333 1.000 1.000 0.300
TIK 0148 0148 0326 0000 0148 0.148 0000 0000 0.161
TIN 0242 0242 0372 0119 0242 0242 0.190 0.190 0.240
TUL 0816 0816 0835 0708 0816 0816 1.000 1.000 0.706
AHU 0333 0333 0.600 0000 0333 0333 1.000 1.000 0.300
COP 0208 0208 0440 0000 0208 0.208 0000 0000 0.212
CUL 0240 0240 0403 0.092 0240 0240 0.167 0.167 0.239
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ANEXOS

Anexo 2. Continuacion

NAR 0Jl SAU CCO COB DIV  MER  RAM
aQu 050200 0.99:00 0.99:0.0 0.98:0.0 00100 0.35:00 0.0120.0 0.990.0
47 03 03 03 09* 34 09* 03
ayr 046100 09900 0.99:0.0 0.99:0.0 0.01:0.0 0.53+0.0 0.037:0. 0.9940.0
34 03 03 03 09* 50 020* 03
ary 099200 0.9950.0 09900 09950.0 .  0.07£00 0.01*0.0 0.99:0.0
03 03 03 03 18 09* 03
cui  017:0.0 067:0.0 09900 099500  ,  0.99:00 0.05:0.0 0.99:0.0
37 51 03 03 03 20 03
Hor  057:0.0 0.99:0.0 0.990.0 0.990.0 003:0.0 0.34:0.0 0.02:0.0 0.99:0.0
28 03 03 03 14* 50 12+ 03
oL 0:3330.0 0.9950.0 0.9940.0 0.990.0 0.03:0.0 0.37+0.0 0.01+0.0 0.99:0.0
59 03 03 03 10* 34 09* 03
wap  023+0.0 036:0.0 0.50:0.0 0.46:00 0.16:0.0 0.99:0.0 0.23:0.0 0.99£0.0
28 27 39 57 35 03 57 03
sy 0.99:0.0 0.9950.0 099:0.0 0.99:0.0 0.10:0.0 0.99:0.0 0.25:0.0 0.99:0.0
03 03 03 03 29 03 54 03
von 04700 09950.0 0.99:0.0 0.99:00 [,  0.27£0.0 0.01x0.0 0.99+0.0
50 03 03 03 38 09* 03
AR 0.99:0.0 0.44:0.0 0510.0 0.01x00 0.11¥00  ,  0.99:0.0
03 58 47 09* 23 03
0.09+0.0 0.99+0.0 0.01+0.0 0.14+0.0 0.02:0.0 0.99+0.0
OJ 0.000 03 03 09* 24 18* 03
0.99:0.0 0.53:0.0 0.01£0.0 0.99:0.0
SAU 0111 -0.153 o o* oS o o
0.01£0.0 0.46£0.0 0.02+0.0 0.99+0.0
cco 0111  -0153  -0.200 o > o o
0.11+0.0 0.55£0.0 0.99+0.0
COB  1.000 0824 0816 0816 » > o
DIV 0724 0344 0208 0208 0.831 0.1620.0 0.99£0.0
35 03
MER 0797 0599 0554 0554 0028 0510 0'9850'0
RAM  1.000 0500 0333 0333 1.000 -1.000  0.667 i
TIK 0500 0250 0148 0148  0.627 0000 0385  0.000
TIN 0503 0316 0242 0242 0595 0138 0416  0.190
TUL  1.000 0824 0816 0816 0000 0831 0028  1.000
AHU  1.000 0500 0333 0333 1.000 0000 0667  1.000
COP 0724 0344 0208 0208 0831 0000 0510  0.000
CUL 0583 0333 0240 0240 0695 0111 0458  0.167
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Anexo 2. Continuacion

TIK TIN TUL AHU copP cuL
AQU  0.12+0.027 0:04%0.020 0.02£0.012 49, 003 0.48+0.039 0.13+0.028
AZT  0.1940.030 0.084#0.025  0*  0.99+0.003 0.43+0.069 0.14+0.024
Bru  OO5EO0L o 0*  0.99+0.003 0.10+0.021 0.06+0.019
GUI  0.99+0.003 0.14+0.045 0-0220-012 4 99,6003 0.99+0.003 0.41+0.053
HOR  0.12+0.036 0.07+0.038 092%0912 ( 99.0.003 0.50+0.041 0.13+0.024
JAL  0.17+0.034 0:03£0:019 0.02£0.012" ) 59,4 093 0 .36+0.024 0.19+0.037
MAD  0.99+0.003 0.37+0.048 0.10+0.032 0.99+0.003 0.99+0.003 0.62+0.055
MAZ  0.99+0.003 0.42+0.033 0.15+0.031 0.99+0.003 0.99+0.003 0.57+0.051
MON  0.09+0.027 O 0*  0.99+0.003 0.16+0.030 0.05£0.020
NaR 00220018 0*  0.9940.003 0.15+0.027 O

0J  0.16+0.040 20320014 559940003 0.23+0.041 0.02+0.012
SAU  0.17+0.016 0.05+0.020  0*  0.99+0.003 0.41+0.041 0.14+0.043
CCO  0.12+0.033 0.07+0.026  0*  0.99+0.003 0.41+0.047 0.20+0.030
CoB 0* 0*  0.99+0.003 0.99+0.003  O* 0*

DIV 0.99+0.003 0.25:0.040 0019009 (99.0003 0.99+0.003 0.55+:0.048
mer 00272001 00120009 5 4440048 0.99+0.003 0.17:0.034 *02%012
RAM  0.99+0.003 0.33+0.047 0.16+0.040 0.99+0.003 0.99+0.003 0.59+0.073
TIK : 0.07+0.018 20120009 (5 99,6003 0.99+0.003 0.42+0.019
TIN 0.109 : 0*  0.9940.003 0.38+0.059 0.06+0.019
TUL 0.627 0.595 i 0.99+0.003 0.10+0.025 0-03+0.014
AHU 0.000 0.190 1.000 i 0.99+0.003 0.68+0.039
cop 0.000 0.138 0.831 0.000 i 0.50+0.053
cuL 0.083 0.180 0.695 0.167 0.111 i
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