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RESUMEN

En el presente trabajo se estudiaron los niveles de diversidad y diferenciacion genética de
Magnolia pacifica (A. Vazquez) y M. pugana (lltis & A. Vazquez) A. Vazquez & Carvajal,
especies endémicas del occidente de México. Se analizaron con seis iniciadores ISSR, 231
individuos representativos de cuatro poblaciones de M. pacifica y cuatro de M. pugana.
Amplificaron un total de 85 fragmentos de los cuales 63 resultaron polimorficos. Los
niveles de variacion genética fueron similares en M. pugana (Ht=0.2205, 1=0.3295) y en M.
pacifica (Ht=0.2216, 1=0.3287). Pero a nivel poblacional la variacion genética fue menor
en M. pugana (Hs=0.1813) que en M. pacifica (Hs=0.1947). La diferenciacion genética
result6 moderada en M. pacifica (Gsr=0.1212, @st= 0.1382) y alta en M. pugana
(Gs7=0.1717, @st= 0.2080). EI AMOVA mostr6 que la mayor parte de la variacion
molecular existente en cada especie se encuentra dentro de sus localidades (M. pugana:
81.26% y M. pacifica: 89.97%). La estructura genética determinada con STRUCTURE
reveld la presencia de cuatro componentes genéticos, M. pugana presenta dos de ellos en
mayor proporcién y M. pacifica de los dos componentes restantes. Las localidades de M.
pugana se agrupan en dos poblaciones y la localidad del Arroyo Palo Maria (APM) de M.
pacifica, recientemente descrita como M. vallartensis, fue la méas diferenciada. Magnolia
pacifica present6 dos fragmentos exclusivos con los iniciadores 855 y 834 con un tamafio
de 820 y 900 pb respectivamente, lo que indica que ambas especies son unidades evolutivas
independientes. Esto se refleja en el dendrograma UPGMA que separa claramente a los dos
taxa. El analisis de Mantel no mostr6 una correlacién significativa entre distancias

geograficas y genéticas en ambas especies de magnolia



INTRODUCCION

Magnoliaceae Juss. es una de las familias mas basales (ancestrales) de las plantas con flores
(Angiosperm Phylogeny Group, 2009). Magnoliaceae aparecioé hace 100 millones de afios,
en el suroeste de China y su preferencia climatica la distribuyd por amplias regiones del
hemisferio Norte que se encontraban conectadas por el estrecho de Bering y el puente del
Atlantico Norte en los periodos Paleoceno y Eoceno. Posteriormente, durante el
enfriamiento del Eoceno Tardio, las especies tropicales migraron hacia el sur y
desaparecieron en el norte. Actualmente dos tercios de las especies de esta familia habitan
en las zonas tropicales y templadas del sureste Asiatico, el resto en el sureste de

Norteamérica, América Central y el norte de Sudamérica (Azuma et al., 2001).

Las especies de Magnoliaceae del Neotropico se localizan en México,
Centroamérica, las islas del Caribe, norte de Sudamérica y Brasil, es probable que su
diversidad se encuentre subestimada, ya que al parecer se presenta un marcado patrén de
especiacion alopatrida (Vazquez-Garcia, 1994). La distribucion geografica actual ha sido
determinada en parte, por el disturbio de su habitat, provocado en gran medida por la

presion antropica sobre los bosques (Gonzalez y Guzman, 2010).

Magnoliaceae se divide en dos subfamilias (Liriodendroideae y Magnolioideae),
cada subfamilia presenta un solo género, Liriodendron y Magnolia, respectivamente (Figlar
y Nooteboom, 2004). EI género Magnolia es el mas diverso, integra aproximadamente 240
especies y se subdivide en tres subgéneros (Magnolia, Yulania y Gynopodium), 12

secciones y 13 subsecciones (Magnolia Society International, 2004).

Magnolia alberga plantas de porte arboreo perennes siempre verdes, con flores
grandes de color blanco y aroma agradable, lo que le confiere importancia ornamental
(Buczacki, 2000). Sus flores son muy caracteristicas, pues poseen estructuras consideradas
como primitivas como lo son las piezas florales dispuestas en arreglo helicoidal y las
anteras laminadas (Liy Conran, 2003). Son solitarias, hermafroditas, de gran tamafio, con
numerosos carpelos y estambres y varios tépalos (Xu y Rundall, 2006). Estas no secretan

néctar y los polinizadores principales son escarabajos (Isagi et al., 1999, Jaramillo, 2006).



Las magnolias han sobrevivido en cafiadas humedas, con relictos de Bosque
Mesofilo de Montafia (BMM), predominantemente fragmentados. Estos forman patrones de
“archipié¢lagos” en distintas regiones de América tropical y han fungido como refugios
pleistocénicos de la flora (Toledo, 1982; Vazquez-Garcia et al, 1995). Aunque con menor
frecuencia, también habitan entre bosques menos hdmedos, entre los bosques tropicales
caducifolios y los mixtos de Quercus-Pinus, siempre asociadas a cuerpos de agua

permanentes (manantiales y arroyos).

Debido principalmente a la fragmentacion del habitat, mas del 50% de las especies
de Magnolia se encuentra en peligro de extincion (Cicuzza et al., 2007). Los estudios de
genética de poblaciones en especies que se encuentren en alguna categoria en la Lista Roja
de la Unién Internacional para la Conservacién de la Naturaleza (IUCN por sus siglas en
inglés), son necesarios para conocer los niveles de variacion y diferenciacion genética, la
estructura genética poblacional y el efecto diferencial de los mecanismos micro-evolutivos
(seleccion natural, endogamia, deriva génica, mutacién y flujo génico) que regulan, la
dindmica demogréfica poblacional como las tasas de natalidad, mortalidad y migracion
(Hamrick y Godt, 1996).



ANTECEDENTES

Complejo Magnolia pacifica

Vazquez-Garcia (1994) determind, con base en diferencias morfologicas y ecologicas, que

Magnolia pacifica A. Vazquez (sensu lato), que habita en la regién occidental y nor-

occidental de México se segregaba en tres subespecies aisladas geograficamente: M.

pacifica subsp. tarahumara A. Vazquez, M. pacifica subsp. pacifica A. Vazquez y M.

pacifica subsp. pugana H.H. lltis & A. Vazquez. Posteriormente, Vazquez-Garcia et al.

(2002) consideraron a M. pacifica subsp. pugana como una nueva especie y la

denominaron Magnolia pugana (lltis & A. Vazquez), A. Vazquez y Carvajal.

Entre las principales caracteristicas que distinguen a M. pugana (Figura 1) de M.

pacifica (Figura 2) se encuentran: el porte de los arboles, la forma y nimero de foliculos

del fruto, la forma de la hoja, la forma de la flor (Cuadro 1) (Vazquez-Garcia et al., 2002).

Cuadro 1. Caracteristicas de Magnolia pugana y M. pacifica.

Caracteristicas

Magnolia pugana

Magnolia pacifica

Porte arbdreo

Forma de la hoja

Forma de la flor

Fruto

Habitat

De 15 a 20 metros.
Angostas, oblongas a lanceoladas,

estrechamente elipticas.

Sépalos anchamente elipticos y
pétalos externos anchamente

elipticos a suborbiculares.

Oblongoide, con 25-35 foliculos.

Bosques de galerias y a orillas de
manantiales permanentes,
principalmente en cafiadas con clima

subcalido-templado continental.

De 15 a 30 metros.
Angostas a ampliamente

elipticas u ovadas.

Sépalos oblongos a
angostamente oblanceolados

y pétalos externos elipticos.

Estrechamente oblongoide,
con 18-25 foliculos.

Bosques mesofilos de
montafia con clima
subcalido-templado con
influencia maritima por su
cercania a las costas del

océano Pacifico.




Figura 2. Ejemplar de Magnolia pugana a) arbol y b) flor (Fotos Dr. Mufiiz-Castro, 2013).



Las especies del género Magnolia requieren un aporte permanente de humedad en
sus raices, por lo que s6lo sobreviven en microclimas con humedad constante

(comunicacidn personal Dr. Mufiiz-Castro).

Magnolia pugana es endémica del centro de Jalisco y sur de Zacatecas, en una
zona de confluencia de la Faja Volcanica Transversal Mexicana con el extremo sur de la
Sierra Madre Occidental (Figura 3). En cambio M. pacifica se distribuye en el oeste de
Jalisco y en Nayarit, en el extremo noroeste de la Sierra Madre del Sur y su confluencia con
la Faja Volcanica Transmexicana (Figura 4). La especiacion alopatrida del complejo M.
pacifica pudo haber sido influenciada por el aislamiento geogréfico relacionado al historial
de amplios cambios geoldgicos, orograficos y climaticos, asi como por cierta limitacién en
su capacidad de dispersién (Vazquez-Garcia, 1994). Magnolia pacifica esta catalogada en
la Lista Roja de la IUCN en la categoria de especie en peligro de extincion y M. pugana
esta considerada en la categoria de peligro critico de extincidn (Cicuzza et al., 2007).

Figura 3. Localidad Arroyo Palo Verde de Magnolia pugana en Mezquital del Oro,
Zacatecas (Foto Dr. Mufiz-Castro, 2013).
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Figura 4. Localidad de Cerro San Juan de Magnolia pacifica en Tepic, Nayarit (Foto Dr.
Mufiiz-Castro, 2013).

Recientemente se describié a Magnolia vallartensis, una nueva especie de Magnolia
de distribucion restringida a Puerto Vallarta y Cabo Corrientes del estado de Jalisco,
México (Vazquez-Garcia et al., 2012). Esta magnolia era considerada como M. pacifica,
sin embargo con base a caracteristicas morfologicas (forma y tamafio de la hoja, nimero y
forma de los tépalos y la altura del arbol) se catalogd como una nueva especie (Vazquez et
al., 2012).

Diversidad genética y conservacion
La diversidad genética es necesaria para la adaptacion de las especies a nuevos ambientes,
y puede ser considerada como un amortiguador contra eventos catastroficos. Las especies
deben de conservarse como una entidad dinamica capaz de responder ecologica y
genéticamente a los cambios ambientales, ya sean producto de las actividades humanas o de
eventos naturales (Frankham et al., 2002). Por lo tanto, es de suma importancia entender los
procesos genéticos y ecoldgicos que originan e influyen en la diversidad genética (Loo,
2011).

Los estudios de genética de poblaciones permiten conocer los niveles y la

distribucion de la variacion genética, ademas de identificar aquellas poblaciones que



cuentan con una historia evolutiva independiente y que pueden requerir estudios y

estrategias especiales desde el punto de vista de la conservacion (Petit et al., 1998).

En plantas con distribucion geografica restringida como Magnolia pugana, la
endogamia y la deriva génica pueden tener mayores efectos sobre las poblaciones. Estos
procesos son favorecidos por los cuellos de botella, colonizaciones secuenciales por
individuos Unicos, ausencia de polinizadores y el establecimiento en sitios perturbados
(Lesica y Allendrof, 1999; Richards, 2000), caracteristicas que a su vez estan relacionadas
con altas tasas de extincion (Barret y Kohn, 1991; Lande y Barrowclough, 1993). Aunque
se han registrado especies endémicas con niveles de variacion genética relativamente
moderados o altos (Ellis et al., 2006), en general presentan una tendencia a una variacién
genética baja (Glover y Abbott, 1995).

La fragmentacion del habitat puede afectar tanto a especies de distribucion
restringida como a especies de distribucion mas amplia como Magnolia pacifica (Falk y
Holsinger, 1991). En especies arboreas los efectos de la fragmentacion se reflejan
directamente en una reduccion de los tamafios poblacionales, especialmente en especies
asociadas a comunidades de sucesiones tardias (Cayuela et al., 2006; Golicher et al., 2008).
Unalto grado de fragmentacién y aislamiento poblacional puede conducir a una diminucién
en los niveles de variacion genética por procesos como la endogamia y la deriva génica, y a
una mayor diferenciacion genética poblacional como consecuencia de un menor flujo
genético (Newton et al., 2008); en casos extremos este proceso puede conducir a la

extincion local (Frankham et al., 2002).

El establecimiento de programas de conservacion efectivos y eficientes involucra la
determinacion de los niveles de diversidad genética dentro y entre las poblaciones de una
especie, especialmente para aquellas especies que se encuentran amenazadas o en peligro
de extincion (Ruiz-Montoya et al., 2011). Ademas, con el objeto de poder elegir la fuente
mas apropiada para la recuperacion de poblaciones en declive es importante conocer el
grado de diferenciacién genética entre poblaciones de la misma especie (Universidad
Autonoma de Madrid, 2012).



Marcadores de ADN

Los marcadores de ADN son porciones especificas del genoma cuyo analisis se basa
fundamentalmente en las diferencias entre individuos (Azofeifa, 2006). Estos marcadores
tienen la ventaja de ser fenotipicamente neutros, y mas po limérficos que los morfoldgicos,
ademas pueden ser evaluados desde los primeros estados de desarrollo, permitiendo la
identificacién correcta de la variedad sin necesidad de muchos caracteres y son libres de
efectos epispasticos (Tanksley, 1983).

El desarrollo de un nimero importante de marcadores moleculares en las Gltimas
décadas ha facilitado el analisis de la diversidad genética en un gran nimero de especies
vegetales, y ha proporcionado una vision mucho mas completa de la variabilidad genética y

su distribucion en distintos niveles: individual, poblacion o especie (Pérez, 1997).

Marcadores ISSR

Las secuencias repetidas intersimples o ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) son
marcadores de ADN que permiten observar la variacion presente en las regiones inter-
microsatélites que se encuentran dispersas en el genoma, particularmente el nuclear. Estos
marcadores son amplificados por la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por sus
siglas en inglés) a partir de la presencia de un oligonucleétido o iniciador, los cuales
consisten en un motivo repetido de di o trinucle6tidos complementario a un microsatélite
(Azofeifa, 2006). Los microsatélites (SSR, de sus siglas en inglés) son repeticiones en

tandem de motivos simples (Aguirre et al., 2007).

La hibridacion de los oligonucle6tidos al ADN molde esta condicionada por su
disefio y la temperatura de alineamiento usada. Existen dos clases de iniciadores ISSR: no
anclados y anclados. Los primeros poseen la secuencia complementaria al microsatélite sin
poseer nucledtidos diferentes a éste, sin embargo los iniciadores anclados cuentan con uno
0 varios nucleotidos extras a la secuencia del SSR, lo cual posibilita el alineamiento del
iniciador en la posicidén especifica con respecto al microsatélite, asegurando asi que la

amplificacion inicie siempre en el extremo 5’ o en el 3’ del microsatélite (Zietkiewicz et
al., 1994; Aguirre et al., 2007).



Las ventajas que ofrece este marcador se centran principalmente en la alta variacion
que detecta, asi mismo, no son necesarias altas concentraciones de ADN, son sencillos de
realizar, rapidos, eficientes y poco costosos. Como principal desventaja se sefiala la
dificultad para asegurar la homologia de ciertas bandas, por lo que la mayor utilidad de
estos marcadores consiste en la evaluacion de la diversidad y diferenciacién genética de
poblaciones de una especie o0 de especies filogenéticamente cercanas (Karp et al., 1997).
Otra desventaja es la necesidad de asumir a priori que la poblacién se encuentra en
equilibrio de Hardy-Weinberg; dado su naturaleza de marcadores dominantes, no permiten
el calculo de ciertos parametros que exigen distinguir a los heterocigotos de los
homocigotos; para disminuir el sesgo de los parametros de variacion genética se utilizan
correcciones estadisticas como las de Weir y Cockerham (1984) y Lynch y Milligan (1994).
(Avise, 1994).

Diversidad genética en Magnolia

La mayoria de los estudios genéticos en Magnolia han involucrado especies que se
encuentran en Asia (China y Japén) y Colombia, dos de los lugares que cuentan con un
mayor namero de especies de magnolias (Gonzalez y Guzman, 2010). Entre las especies
estudiadas con marcadores SSR o microsatélites se encuentran Magnolia stellata (Setsuko
et al., 2005; Ueno et al., 2005; Tamaki et al., 2008), M. obovata (Isagi et al., 2007) y M.
sieboldii subsp. japonica (Kikuchi e Isagi, 2002), en las dos primeras se reporta una alta
diversidad genética, mientras que M. sieboldii subsp. japonica presenta niveles de
diversidad bajos. Por otro lado, M. officinalis (Yu et al., 2011), M. cathartii (Zhang et al.,
2010), M. coriacea (Xingfeng et al., 2012), M. decidua (Liao et al., 2004) y las especies
mexicanas M. sharpii y M. schiedeana (Newton et al., 2008), se han estudiado con ISSR,
polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLPs, por sus siglas en
inglés) y polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados (AFLPs, por sus siglas
en inglés); en M. officinalis, M. coriacea, M. sharpii y M. schiedeana la diversidad genética

esalta y en M. cathartii y M. decidua es baja.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La conservacion efectiva y eficiente de una especie amenazada o en peligro de extincion,
requiere de conocer sus niveles de variacion, diferenciacion y la estructura genética. Los
taxa del complejo Magnolia pacifica A. Vazquez (M. tarahumara, M. pacifica y M.
pugana) se encuentran en alguna categoria de riesgo en la Lista Roja de Magnoliaceae de la
IUCN. Especificamente, M. pacifica esta catalogada en peligro de extinciéon y M. pugana
en peligro critico de extincion. El estado de conservacion de estas especies del occidente de
México requiere de atencidn urgente, por lo que es prioritario realizar estudios de genética
poblacional para determinar la diversidad genética y la distribucién de la misma en sus

poblaciones.

JUSTIFICACION

Las Magnolias son componentes importantes de los bosques mesofilos de montafa,
también son utilizadas como planta ornamental y medicinal, especificamente para
problemas cardiacos (Bucay, 2002). Ademéas son de importancia cientifica en los estudios
evolutivos y biogeograficos de las plantas. EI desconocimiento del estado de diversidad
genética de las poblaciones del complejo Magnolia pacifica no permite evaluar con
precision el grado de amenaza en el que se encuentran dichas especies. La relevancia de
este trabajo consiste en la obtencion de elementos esenciales para justificar la inclusion de
M. pacifica y M. pugana en una categoria de riesgo adecuada, para de poder determinar

acciones a seguir en la conservacion de este importante recurso natural.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la diversidad, diferenciacion genética y estructura poblacional de Magnolia

puganay M. pacifica.

Objetivos particulares

1. Identificar marcadores ISSR polimérficos en Magnolia. pugana y M. pacifica.

2. Establecer los niveles de variacion y diferenciacion genética de Magnolia pugana.
Establecer los niveles de variacion y diferenciacion genética de Magnolia pacifica

Investigar la estructura genética de Magnolia pugana y M. pacifica.

a > w

Determinar las relaciones genéticas entre Magnolia pugana y M. pacifica.

HIPOTESIS

Debido a la distribucidon restringida y al aislamiento geografico de sus poblaciones,
Magnolia pugana presenta una menor diversidad genética y una mayor diferenciacion

genética respecto a M. pacifica.
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MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

Se seleccionaron cuatro localidades representativas de toda el area de distribucion de cada

especie (Cuadro 2 y Figura 5).

Cuadro 2. Localizacion y numero de muestras de las poblaciones de Magnolia pugana y

M. pacifica.
Especie Localidad Codigo N Ubicacién Latitud Longitud
Magnolia pugana
Arroyo la Virgen ALV 33 Zapopan,Jal 20°48°59.82”° 103°33°34.88”’
Arroyo San Lorenzo ASL 28 Zapopan, Jal. 20°48°5.82° 103°33°14.13”
Rio Verde RV 31 Zapotlanejo-Ixtlahuacén, Jal.  20°44°10.10  103°10°32.35”
Arroyo Palo Verde APV 28 Mezquital del Oro, Zac. 20°16°6.86°° 103°18°1.99”’
Magnolia pacifica
Bosque de Arce BA 26 Talpade Allende, Jal. 20°13’41.01  104°46°20.65”
Arroyo San Sebastian SS 29 San Sebastian del Oeste, Jal.  20°45°27.14  104°51°3.62”
Cerro San Juan CSJ 28 Tepic, Nay. 20°27°46.65  105°1°12.80”’
Arroyo Palo Maria APM 28 Puerto Vallarta, Jal. 20°31°54.67  10514°53.47”
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Colecta de muestras
Se colectaron de dos a tres hojas sanas (en buen estado general, sin manchas de ningun

tipo) de arboles adultos de Magnolia pugana y M. pacifica en cuatro localidades para cada

especie.

Para la colecta se utiliz6 una garrocha cuando los arboles eran de gran altura,
ademas de pinzas Yy tijeras para poder almacenar adecuadamente las hojas. Las muestras se
colocaron en el interior de sobres de papel filtro que posteriormente se introdujeron en

bolsas herméticas con silica gel (material desecante) y fueron debidamente etiquetadas.

Se colectaron en promedio 30 individuos por localidad. La distancia minima entre
los individuos muestreados fue de aproximadamente 100 m, lo que disminuyd Ila
probabilidad de parentesco entre ellos. Cada individuo se georreferencié con el uso de un
geoposicionador (GPS) marca Garmin, modelo 60 CS. De algunos individuos de cada
localidad se tomaron ramas con hojas, flores y/o frutos, como especimenes de referencia
que fueron determinados y depositados en el Herbario IBUG (Luz Maria Villareal de

Puga), del Instituto de Boténica de la Universidad de Guadalajara.

Las muestras se almacenaron para su mejor conservacion a 4°C hasta su posterior

utilizacion.

Extraccion de ADN genomico

La extraccion de ADN se llevd cabo por el método CTAB de Cota-Sanchez et al. (2006)
con modificaciones adecuadas para las especies (Anexo, Cuadro Al). Se determiné la
cantidad y calidad del ADN de cada muestra por espectrofotometria con el equipo “Spectro
UV-Vis Rs Spectrophotometer UV-2500". La calidad se evalué ademas por electroforesis
en geles de agarosa ultrapura al 1% tefiidos con bromuro de etidio (0.2 ug/mL TBE 1Xx)
(Sambrook y Rusell, 2001).

Amplificacién de ISSRs por PCR

Se obtuvieron los patrones de amplificacion de los marcadores ISSR de cinco muestras de
Magnolia pugana y M. pacifica con 24 iniciadores, entre los cuales se incluyeron los doce
oligonucledtidos o iniciadores utilizados por Newton et al. (2008) en un estudio con

magnolias mexicanas, M. sharpii y M. schiedeana) (811, 820, 834, 841, 843, 849, 851, 855,
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810, 814, 857, 856). Se seleccionaros seis iniciadores con base en la cantidad y calidad de
los fragmentos amplificados (Cuadro 3). La seleccion de iniciadores es importante para
facilitar el andlisis y registro de datos. Con el fin de asegurar la reproducibilidad de los
patrones de amplificacidn, se llevo a cabo la amplificacion por duplicado de 10 muestras de
una poblacion seleccionada al azar con cada uno de los seis iniciadores. Posteriormente se

generaron los marcadores ISSR en las muestras de las ocho localidades de Magnolia.

Cuadro 3. Caracteristicas de los oligonucledtidos ISSR seleccionados.

Iniciadores Secuencias T° de
(5°-3%) alineacion
810 (GA)sT 50°C
814 (CT)g? 50°C
834 (AG)sYT 56°C
836 (AG)sYA 60°C
855 (AC)sYG 60°C
857 (AC)sCTC 50°C

La PCR (Anexo, Cuadros A2) se llevé cabo en un termociclador de gradiente de 96
pozos de la marca BioRad (T-100). El programa de amplificacion fue el mismo para todos
los iniciadores ISSR (Anexo, Figura Al), se modificO Unicamente la temperatura de
alineacién de acuerdo a las caracteristicas del iniciador (810, 857 y 814 a 50°C, 836 a 56°C,
855 y 834 a 60°C). Los productos de la amplificacion se separaron en geles de agarosa al
2% (Anexo, Cuadro A3), el tiempo de la electroforesis dependié de las caracteristicas de
los patrones de amplificacion, el tiempo promedio fue de 3 h por iniciador. En cada gel se
cargaron las muestras de una localidad, un marcador de tamafio de ADN de 100 pb
(Invitrogen) y una o dos muestras de una localidad diferente amplificada con el mismo
iniciador. Los geles se tifieron con bromuro de etidio (0.2pg/mL) por 15 min,
posteriormente se visualizaron bajo luz ultravioleta (302.nm) en el transiluminador UVP y

se registraron con el programa de foto documentacién EDAS 3.5 (Kodak).

Analisis de datos

Los patrones de amplificacién (nimero y tamafio de bandas) se analizaron visualmente y

con el programa EDAS 3.5 (Kodak). Se seleccionaron los fragmentos analizables, es decir,
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solamente se consideraron bandas claras y reproducibles, bandas que migraron en la misma

posicion fueron consideradas como producto del mismo locus.

Se generaron matrices de datos binarios (presencias o ausencias de fragmentos) por

localidad. Las matrices se utilizaron para el analisis genético.

Diversidad y diferenciacion genética

Los analisis se realizaron con los programas POPGENE v.3.2 (Yeh et al., 1999) y TFPGA
v.1.3 (Miller, 1997). Con POPGENE v.3.2 se calcul6 el indice de Shannon, que se
considera un indice de diversidad fenotipica expresada en una comunidad (presencia y
ausencia de alelos) (Shannon, 1949). Ademas, se estimé la diversidad genotipica, se utilizd
la diversidad no sesgada de Nei (1972) para marcadores dominantes; se obtuvieron los
indices de heterocigocidad de cada localidad (He), heterocigocidad total (Ht) e
intrapoblacional (Hs), se aplicd la correccion de Lynch y Milligan (1994) para reducir el
sesgo estadistico que presentan los marcadores dominantes, en la cual se analizan s6lo las
bandas con una frecuencia observada menor a 1-(3/N) y se asume que los loci se
encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg. La estimacion de la heterocigocidad o
diversidad genética es el método de medicidén mas adecuado de la variacion genética (Nei,
1987), puesto que puede cuantificarse a partir de la frecuencia alélica en los loci (Sosa et
al., 2002).

Para evaluar la diferenciacion genética se utilizé el programa POPGENE v.3.2. Se
calculo el indice de diferenciacién Gsr; Gst es andlogo a Fstde Wright (1951) (Nei, 1972).
Gsr calcula el nivel de diferenciacion genética entre poblaciones a partir de la heterocigosis
que presentan las poblaciones y Fst se basa en el coeficiente de endogamia, es decir, la
probabilidad de que dos alelos idénticos por descendencia se combinen. Un valor cercano a
cero indica que las poblaciones comparten la mayoria de los genotipos (Lowe et al., 2004).
Ademas se calculd el coeficiente de coancestria (¢) con el método de Weir y Cockerham
(1984) enel programa TFPGA v.1.3. El coeficiente 8 es otro estimado de los estadisticos F,
en donde se hace analisis de varianza de las frecuencias alélicas esperadas y su posterior
correlacion dentro de las poblaciones con respecto al total de la especie. Se define, como la
probabilidad de que dos alelos tomados al azar de una poblacién sean idénticos por

descendencia (Reynolds et al., 1983). 6s indica la diferenciacion de las subpoblaciones
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dentro de la poblacion y 6p indica la diferenciacion entre las poblaciones. El programa
también arroja estimadores de la variacion de 6 usando jacknife y bootstrap para generar
intervalos de confianza (IC), los parametros para este estimador fueron del 95% con 5000
iteraciones.

La estimacién de flujo génico (Nm) se calculé con POPGENE v.3.2. Wright (1951)
propone que si Nm es mucho mayor a 1 no hay diferenciacion local, al homogeneizar la
variacion genetica, pero si Nm es de 1 o menor se puede considerar a las poblaciones como

independientes.

Estructura genética

Para analizar la estructura genética y determinar como se distribuye la variacion dentro y
entre las localidades se realizd un Analisis de Varianza Molecular (AMOVA por sus siglas
en inglés) con el programa Arlequin v. 3.5.1.2 (Excoffier y Lischer, 2010). El método
utiliza la suma de las diferencias al cuadrado de todos los pares de haplotipos, que calcula
al generar una matriz de distancias genéticas. El analisis se realizd jerarquicamente; entre

especies, entre localidades de cada especie y dentro de cada localidad.

Los datos se analizaron ademas con el programa Structure version 2.3.3 (Pritchard
et al., 2000, Hubisz et al., 2009) el cual realiza una asignacion bayesiana de individuos a
poblaciones o grupos distintos (K), usando datos genotipicos. El andlisis se basd en el
modelo de mezcla, donde cada individuo por su genoma se asigna a cada una de las
poblaciones (K). El valor de K se fijo entre 2 y 9. Los parametros utilizados fueron 100,000
iteraciones de MCMC con 10,000 ciclos de dememorizacion. Para cada K se hicieron 10
repeticiones. El nimero de poblaciones (K) se determiné por el método Evanno del

programa Structure Harvesters (Evanno et al., 2005; Dent y vonHoldts, 2012).

Todos los individuos se asignaron a un grupo genético de los resultantes en
Structure v.2.3.3 con base en la inferencia de la ancestria (Q), es decir, cada individuo se
asignd al grupo con mayor probabilidad de pertenecer. Estos se representaron
geogréficamente con un sistema de informacion geografica (ArcView v.3.2) (ESRI, 1999),
para obtener mapas de distribucién de los individuos de cada localidad y de los

componentes genéticos.
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Relaciones genéticas

Se obtuvo una matriz con las distancias genéticas de Nei entre localidades (Nei, 1987), los
valores varian entre 0 (poblaciones distintas) y 1 (poblaciones genéticamente idénticas).
Con las distancias genéticas se realizd un analisis de agrupamiento utilizando el método del
grupo promedio con media aritmética no ponderada (UPGMA de sus siglas inglés),
mediante el programa TFPGA v.1.3. Con el mismo programa se realizé un analisis para
evaluar aislamiento por distancia con la prueba de Mantel (Sokal y Rohlf, 1995), la cual
investiga la relacion entre una matriz de distancias genéticas y otra de distancias
geograficas obtenidas a partir de las coordenadas geograficas mediante el programa
Arcview v.2.3. Una correlacion de r =1 indica que las localidades cercanas deberian de ser
las mas parecidas y una r=0 deduce que no existe correlacion, es decir, cuando la similitud

entre las subpoblaciones no depende de la distancia geografica.
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RESULTADOS

Extraccion de ADN genomico

La extraccion de ADN genémico a partir de las hojas de Magnolia mostr6 una buena
eficiencia (Figura 6), el rango de concentracion de ADN en las muestras fue de 447.5 a
1522.5 ng/ pl con un promedio de 367.71 ng/pl. La relacion 260/280 del las muestras de
ADN fue de 1.84 en promedio.

Figura 6. ADN gendmico de Magnolia.

Analisis de datos

Se obtuvo un total de 85 fragmentos analizables con los seis iniciadores ISSR, lo que
representa un promedio de 14 fragmentos por iniciador. Los fragmentos presentaron un
tamafio de 290 pb a 1650 pb. Entotal 60 loci fueron polimérficos (Figura 7), los iniciadores
834 y 836 mostraron el mayor nimero de loci polimorficos (13 y 11 loci por iniciador). Se
observaron dos bandas especificas de M. pacifica. Una de ellas con el iniciador 834 y con
un tamafio de 900 pb; la otra con el iniciador 855 con un tamafio de 850 pb (Figura 8 y 9,

respectivamente) (Cuadro 4).
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Figura 7. Patrones de amplificacion de los iniciadores ISSR (1(810), 2(814) 3(834),
4(836), 5(855) y 6(857)).
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Magnolia pacifica Magnolia pugana
Arroyo Palo Maria (AMP) Rio Verde (RV)

gaciﬂca Magnolia pugana
Arroyo San Sebastian (SS) Arroyo Palo Verde (APV)

Magnolia

Figura 9. Fragmento de 850 pb exclusivo de Magnolia pacifica con el marcador 855.

Cuadro 4. Caracteristicas de los iniciadores y fragmentos generados en Magnolia pugana y
M. pacifica.

Iniciadores NF Tamario (pb) FP FE
810 15 390-1350 9 0
814 10 580-1200 8 0
834 17 390-1650 13 1
836 17 290-1150 13 0
855 11 340-1800 5 1
857 15 320-870 12 0

Total 85 60 2

TF: NGamero de fragmentos. FP: NUmero de fragmentos polimdrficos. FE: NUmero de fragmentos exclusivos.

22



Diversidad y diferenciacion genética

Los niveles mas altos de diversidad genética (He y I) se observan en Magnolia pacifica
(Cuadro 5). Las localidades BA y CSJ presentan mayor variacion genética que SS y APM.
En el grupo M. pacifica la localidad SS muestra los niveles de diversidad méas bajos. En el
mismo cuadro se presentan los resultados del grupo M. pugana, se observa valores de
variacion similares en las localidades ALV, APV y ASL y que la localidad RV muestra los

niveles de diversidad mas bajos.

Cuadro 5. indices de diversidad genética de las localidades de Magnolia pugana y M.
pacifica.

Especie Localidad P He 1 (SD)
Magnolia pugana

ALV 43 0.1818 0.2717
ASL 39 0.1815 0.2661
RV 35 0.1713 0.2483
APV 42 0.1905 0.2811
Magnolia pacifica
BA 45 0.2139 0.3129
SS 38 0.1652 0.2459
CSJ 43 0.2006 0.2933
AMP 40 0.1993 0.2876

P:Polimorfismo promedio. He: Heterocigocidad esperada o Indice de diversidad de Nei. I: Indice de
diversidad de Shannon.

Los valores de Ht fueron similares en Magnolia pugana y M. pacifica, sin embargo
Hs fue menor en M. pugana que en M. pacifica (Cuadro 6). Los diversos indices de
diferenciacion fueron mayores en el grupo M. pugana que en el de M. pacifica, lo que se

refleja en un mayor namero de migrantes en M. pacifica.

Cuadro 6. Indices de diversidad y diferenciacion genética de Magnolia pugana y M.

pacifica.

Especie Ht Hs st Gst Nm
Magnolia. pugana 0.2205 0.1813 0.2080 (£0.0247) 0.1777 2.3
Magnolia pacifica 0.2216 0.1947 0.1382 (+0.0226) 0.1212 3.6

Ht: Diversidad total. Hs: Diversidad intrapoblacional. Ost: Indice de diferenciacion de Weiiy Cockerham.
Gst: Indice de diferenciacion. Nm: Nimero de migrantes
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Estructura genética

Los resultados del AMOVA en las ocho localidades del complejo pacifica, muestran que
dos terceras partes de la variacion se presenta dentro de las poblaciones, mientras que un
porcentaje significativo de la variacion (9 %) se explica por diferencias entre las dos
especies. (Cuadro 7, Figura 10). Todas las diferencias fueron estadisticamente significativas
(P> 0.05).

Cuadro 7. Analisis de varianza molecular en Magnolia pugana y M. pacifica.

Fuente de gl Suma de Componentes % de P
Variacion cuadrados de la varianza variacion

Entre grupos 1 124.785 0.76421 9.29 0.001
Entre 6 219.397 1.04523 12.70 0.001
poblaciones

Dentro de las 223 1431.359 6.41865 78.01 0.03
poblaciones

TOTAL 230  1775.541 8.22809 100

Porcentaje de varianza molecular
Magnolia pugana y Magnolia pacifica

Entre grupos
9%

Entre
poblaciones
13%

Figura 10. Porcentaje de varianza molecular de Magnolia pugana y M. pacifica.
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De forma similar el AMOVA de Magnolia pugana y de M. pacifica, de forma
individual muestran que el mayor porcentaje de la variacion molecular se explica por
diferencias dentro de las poblaciones. Ademas, los resultados del AMOVA corroboran los
obtenidos con los indices de diferenciacion, ya que una proporcion de la variacion se
observo entre poblaciones; esta fue casi el doble en M. pugana que en M. pacifica (Cuadros
8y9, Figuras 11 y 12).

Cuadro 8. Analisis de varianza molecular en Magnolia pugana.

Fuente de gl Suma de Componentes % de P >0.05
Variacion cuadrados  de la varianza variacion

Poblaciones

Entre 3 134.26 1.30525 18.74 0.001
Dentro 116 656.722 5.66140 81.26

TOTAL 119 790.983 6.96665 100

Porcentaje de varianza molecular
Magnolia pugana

Entre
poblaciones
18.74%

Figura 11. Porcentaje de varianza molecular de Magnolia pugana.
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Cuadro 9. Andlisis de varianza molecular en Magnolia pacifica.

Fuente de Gl Suma de  Componentes % de P>0.05
variacion cuadrados de lavarianza variacion

Poblaciones

Entre 3 87.700 0.79633 10.03 0.001
Dentro 107 764.687 7.14661 89.97

TOTAL 110 852.387 7.94294 100

Porcentaje de varianza molecular
Magnolia pacifica
Entre
poblaciones

_—  10.03%

b

Dentro de las
poblaciones
89.97%

Figura 12. Porcentaje de varianza molecular de Magnolia pacifica.
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La prueba de Evanno (AK) sugiere un valor de K= 4 (Figura 13). Los individuos de
Magnolia pugana presentan los componentes genéticos 1 y 2 (Figura 14) La mayoria de los
individuos de ALV y ASL muestran una alta proporcion del componente 1, mientras que en
las localidades de APV y RV contienen individuos con una alta proporcion del componente
2 (Figuras 14 y 15). Esto demuestra la mayor diferenciacion entre las localidades de M.
pugana. En M. pacifica se identificaron dos grupos genéticos distintos (3 y 4), sin embargo
los individuos de las cuatro localidades presentan proporciones diferentes de ambos grupos
(Figuras 14 y 15). Es importante resaltar que la localidad de APM muestra una mayor

proporcion del componente 4 (Figura 14), por lo que es la mas diferenciada.

Deltak = mean(|L"(K)]) / sd(L(K))

15}

10

Delta K

Figura 13. Determinacion del namero de grupos genéticos (AK) con el programa Structure
Harvester.
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IGrupos genéticos

‘ Grupo 1

. Grupo 2 QQ

. Grupo 3

Grupo 4

o

200 Kilometers

Magnolia pugana Magnolia pacifica

Figura 15. Distribucién geografica de los grupos genéticos de Magnolia pugana y M.
pacifica.
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Relaciones genéticas

El dendograma (Figura 16) muestra dos grupos principales. Uno de ellos estd compuesto
por las localidades de Magnolia pacifica en el el cual se observa un distanciamiento gradual
entre ellas y la mas distante genéticamente es APM. El segundo grupo se conformd con las
localidades de M. pugana, las cuales se definieron en dos subgrupos (APV y RV; ALV y
ASL).

I 1 1 1 1
1.000 75,000 5.000 25,000 0.000

BA

Magnolia pugana Magnolia pacifica

Figura 16. Dendograma de las localidades de Magnolia pugana y M. pacifica.

La mayor distancia genética se observa entre localidades de diferentes taxa (ASL y
APM) mientras que la mas cercana entre localidades de Magnolia pacifica (BA y CSJ)

(Cuadro 10). En M. pugana, RV y APV presentan la distancia genética méas cercana.

Cuadro 10. Distancias genéticas (Nei 1978) de Magnolia pugana y M. pacifica.

Subpop AV RV APV ASL BA SS CSJ APM
AV *kkkxk
RV 0.0529 *kkkik*k
APV 0.0749 0.0480 folaialakel
ASL 0.0537 0.0712 0.0766 folalalale
BA 0.0794 0.0693 0.0698 0.0758 fokakaiale
SS 0.0791 0.0707 0.0780 0.0898 0.0338 folalalake
CSJ 0.0724 0.0720 0.0710 0.0824 0.0317 0.0390 folaiaialel

APM 0.0852 0.0785 0.0855 0.1007 0.0498 0.0478 0.0440 folalalalel
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Los resultados de la prueba de Mantel muestran que no existe correlacién entre las
distancias genéticas y las distancias geograficas en Magnolia pugana y en M. pacifica (r=
0.3401, P=0.3490; r= -0.5350, P=0.9120, respectivamente) (Figura 17). Asi se puede

descartar aislamiento por distancia.

r=0.3401 r=-0.5350

P=0.3490 P=0.9120

Distancias geograficas
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- : : 0 R —
0.02 0.04 0.06 0.08 0.00 0.0 0.02 0.03 0.04 0.05

Distancias genéticas Distancias genéticas

Figura 17. Prueba de Mantel entre distancias genéticas y geograficas en a) Magnolia
puganay b) M. pacifica.
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DISCUSION

En este trabajo se estudio la diversidad y diferenciacion genética poblacional de Magnolia
pugana y M. pacifica en el occidente de México. Se emplearon oligonucle6tidos para
marcadores ISSRs anclados debido a que las bases adicionales a la secuencia del
microsatélite le confieren una mayor especificidad y por lo tanto una mayor
reproducibilidad que los ISSR simples (Valadez-Moctezuma et al., 2001). Dada la
naturaleza dominantes de estos marcadores, en el andlisis de datos se asume equilibrio de
Hardy-Weinberg, esto tiende a desestimar los niveles de variacion genética en relacién a
marcadores codominantes, por lo tanto se emplearon programas de analisis que reducen el
sesgo de error (Lynch y Milligan, 1994; Miller, 1997). Los ISSR han demostrado ser de
gran utilidad en estudios de variabilidad genética en diversas especies vegetales herbaceas
(Culley y Wolfe, 2001; Arzate et al., 2005) y lefiosas (Chia, 2009; Zhoa et al., 2012). En
este presente estudio, los ISSR resultaron ser altamente informativos. Es importante sefialar
gue se observaron problemas de reproducibilidad en fragmentos cercanos o superiores a los
2000 pb, por lo que se excluyeron del andlisis y solo se consideraron marcadores
reproducibles. Ademas, la resolucién de los ISSR mejor6 considerablemente al separarlos
por electroforesis horizontal en una mezcla de agarosas con diferentes propiedades; la
adicion de una agarosa de bajo punto de fusién (LMP) facilité la electroforesis y redujo la

fluorescencia inespecifica entre fragmentos.

Diversidad genética

Se han realizados estudios de genética de poblaciones en diversas especies de Magnolia, la
mayoria corresponde a especies asiaticas: M. obovata (Isagi, et al., 1999), M. sieboldii
subsp. japonica (Kikuchi e Isagi, 2002), M. stellata (Ueno et al., 2005; Setsuko et al., 2007;
Tamaki et al., 2008), M. cathcartii (Zhang et al., 2010) y M. officinalis (Yuet al., 2011) En
Meéxico solo se ha estudiado M. sharpii y M. scheideana, este trabajo representa el primer

estudio realizado en M. pacifica y M. pugana.

Nuestros datos revelan niveles de diversidad genética especifica similares en
Magnolia pacifica y M. pugana (0.2216 vs 0.2205), estos resultados son menores a los
observados en M. officinalis (0.342) con el mismo marcador (Yu et al., 2011). A nivel

especie, la diversidad genética fue menor en M. pugana que en M. pacifica (0.1813 vs
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0.1947). Estos niveles son similares a los reportados en M. officinalis (0.194) (Yu et al.,
2011) y menores a los reportados en M. sharpii y M. scheideana (1=0.56, 1=0.50,
respectivamente). Estas Ultimas especies endémicas, de distribucidn restringida y con
fragmentacion poblacional (Newton et al., 2008). Los altos indices de diversidad genética
reportados en algunas especies endémicas en las que se presentan evidencias de
perturbacion (M. sharpii, M. scheideana y Michelia coreacea), se deben probablemente a
que los procesos de perturbacién son recientes y las consecuencias de la endogamia y la

deriva génica aun no son evidentes (Nybom y Bartish, 2002).

A diferencia de los resultados reportados por Newton et al. (2008), los del presente
trabajo concuerdan con lo esperado por la teoria de genética de poblaciones, la cual predice
niveles bajos de variacion genética en poblaciones pequefias y fragmentadas, debido a la
deriva génica y al aumento en la homocigosis (Persson et al., 1998). La menor diversidad
observada en M. pugana podria explicarse por el menor tamafio de sus poblaciones vy el
mayor aislamiento de las mismas (Vazquez-Garcia et al., 2002). Entre las especies
forestales endémicas de la familia Magnoliaceae que presentan una baja variabilidad
genética se encuentran: M. cathcartii (0.122) (estimada con AFLPs) (Zhang et al., 2010),
Manglietia decidua (0.065) (evaluada con ISSRs) (Liao et al., 2004) y Tsoongiodendron
odorum (0.260) (estimada con RAPDs) (Huag y Zhuang, 2002); Magnolia coriacea
presentd niveles moderados de diversidad genética (0.283) con marcadores ISSR (Xingfeng
et al., 2012). Entre los estudios de taxas asociadas a la vegetacion de las magnolias se
puede mencionar el de Fagus grandifolia var. mexicana, que mostr6 un indice de
variabilidad bajo (0.133) (estimado con RAPDs) (Rowden et al., 2004).

En general, a nivel poblacional las localidades de Magnolia pacifica presentaron un
mayor nivel de diversidad que las de M. pugana, una excepcién fue la localidad de SS en la
gue se obtuvieron los pardmetros diversidad genética mas bajos de todas las localidades
estudiadas. La baja diversidad en SS puede explicarse por la gran presion antrépica que
sufre la zona, principalmente por la tala de arboles y por la cercania con la antigua
poblacion minera de San Sebastian del Oeste. Diversos autores sefialan que las alteraciones
del habitat tienden a afectar la biodiversidad de las especies que se desarrollan en el sitio, lo

cual en poblaciones naturales llega a ser la causa de la baja variabilidad asi como de la
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extincion local de diversas especies vegetales (Wilcox y Murphy, 1985; Burgman et al.,
1994; Hartl y Clark, 1997; Oostermeijer et al., 2003; Isagi et al., 2007; Newton et al.,
2008).

Diferenciacion genética

La divergencia entre poblaciones es importante y rapida cuando no existe flujo genético. En
el caso de especies vegetales, una dispersion limitada de semillas o polen, las barreras
fisicas y la perturbacion, son factores que disminuyen el flujo genético (Hartl y Clark,
1997). Como consecuencia de una restriccion en el flujo de genes entre poblaciones y por
ende de una tasa de migracion reducida, se presenta un aumento en la deriva genética
aleatoria (Ellstranad y Elam, 1993) y un incremento en la endogamia (Keller y Waller,
2002; Rowden et al., 2004), lo que lleva a un alto grado de diferenciacion genética. Los
niveles de diferenciacién genética observados en Magnolia pacifica se consideran
moderados y en M. pugana altos (0.1212 vs 0.1777). Estos resultados revelan un mayor

flujo genético entre las poblaciones de M. pacifica que entre las poblaciones de M. pugana.

La diferenciacion genética observada en las dos especies de complejo Magnolia
pacifica, fue menor a la reportada en otras especies de Magnoliaceae, tal es el caso de M.
officinalis (0.428) (Yu et al., 2011), M. schiedeana (0.30), M. sharpii (0.21) (Newton et al,,
2008), M. cathcartii (0.247) (Zhang et al., 2010) y de la familia Fagaceae, en particular
Fagus grandifolia var. mexicana (0.230), especie asociada a la vegetaciébn mesoéfila
(Rowden et al., 2004). Entre las especies vegetales con valores similares a las de este
estudio se encuentran M. coriacea (0.187) (Xingfeng et al., 2012) y Yuca filamentosa
(0.1722) (Massey y Hamrick, 1998), esta ultima presenta una distribucion restringida y

fragmentada en los Estados Unidos Americanos.

Nybom y Bartish (2000) mencionan que las especies con mayor distribucion
geogréafica exhiben mayor diferenciacién entre sus poblaciones, como consecuencia del
aislamiento por la distancia. Sin embargo, en nuestro estudio Magnolia pacifica, que
presenta una mayor distribucion geografica en relaciéon a M. pugana, mostrd una menor
diferenciacion. Aunque, Moley (2006) indica que generalmente el grado de diferenciacion
genética entre las poblaciones aumenta con la distancia geografica, esto no se observo en

M. pacifica; la prueba de Mantel no mostrd correlacion positiva entre las distancias
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genéticas y geograficas. Es probable que la perturbacién y el aislamiento de algunas de las
poblaciones naturales de M. pacifica hayan favorecido la diferenciacion genética (Hartl y
Clark, 1997). La correlacién entre las distancias genéticas y geograficas de las poblaciones
de M. pugana fue positiva, sin embargo ésta no fue significativa, lo que podria deberse al

aislamiento reproductivo de sus poblaciones naturales.

Estructura genética

La estructura genética de una especie es el resultado de su historia evolutiva y
biogeografica, ambas juegan un papel critico en la diversidad y la diferenciacion genética
que la especie alberga entre y dentro de sus poblaciones (Schaal et al., 1998). En este
estudio, el andlisis de varianza (AMOVA) indica que la mayor porcion de la variacion en
ambas especies de Magnolia se encuentra dentro de sus localidades (89%) y en menor
medida entre las localidades. Esta forma de conservar la variabilidad dentro de las
poblaciones es una capacidad que desarrollan ciertas especies exogamicas para mantener la
variacion genética (Hamrick et al., 1992). El analisis de varianza revel6 un mayor
porcentaje de la variacion total entre las localidades en M. pugana (18.74%) que en M.
pacifica (10.03%). Datos similares han sido reportados en otras especies endémicas
consideradas dentro de la lista roja de la IUCN, como M. sharpii y M. scheideana (10.58%
y 25.68%, respectivamente) (Newton et al., 2008), M. officinalis (35.5%) (Yuet al., 2011),
M. cathcartii (30.4%) (Zhang et al., 2010) y Fagus grandifolia (15.6%) (Rowden et al.
2004).

El analisis con el programa Structure confirma los resultados de diferenciacion
genética; la gréafica separa claramente a las localidades de Magnolia pugana de las de M.
pacifica, a su vez M. pugana se separa en dos grupos: RV y APV presentan la misma
composicion genética, de la misma forma que ALV y ASL. El flujo de genes es mayor
entre las localidades de cada grupo. La estructura genética observada en M. pugana podria
estar determinada de manera importante por la Barranca del Rio Santiago, cafion de 500 m
de profundidad que separa geograficamente a los dos grupos. Si consideramos que las
“poblaciones” son definidas de manera importante por los patrones de apareamiento y flujo
genético, asi como por la distribucion de los individuos (Hartl y Clark 1997), entonces

podemos concluir que ALV y ASL constituyen una misma poblacién; geograficamente las
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dos localidades se encuentran cercanas y comparten la misma composicidn genética.
Aunque la distancia geografica que existe entre APV y RV es mayor, estas localidades
constituyen la segunda poblacion de M. pugana, pues presentan una alta similitud genética.
Los resultados en M. pugana se pueden considerar un ejemplo de vicarianza ya que la
restriccion geografica determina de forma abrupta el rango de dispersién y distribucién de

sus poblaciones (Cozzolino et al., 2003).

En Magnolia pacifica, las cuatro localidades comparten los mismos componentes
genéticos y presentan un gradiente en las proporciones de los mismos. La localidad de
APM es la mas diferenciada, dado que los individuos presentan una mayor proporcion de
uno de los componentes genéticos. Dicha localidad (APM) era considerada como M.
pacifica, sin embargo, en la actualidad Vazquez-Garcia et al (2012) la describieron como
M. vallartensis, por el grado de diferenciacion genética que revelan los marcadores ISSR,

es probablemente que se encuentre en proceso incipiente de especiacion.

El dispersalismo es otra corriente biogeografica, en la cual se hace énfasis en la
distribucion y composicién de las especies mediante dispersores, expandiendo el area de
distribucién de un taxdn, en ocasiones atravesando barreras y llegando a colonizar nuevas
areas (Morrone, 2007). El flujo de genes puede mitigar las pérdidas de la variacion genética
causada por la deriva genética en las poblaciones locales y asi las salva de la extincién a
través del denominado “rescate genético” (Richards, 2000). Los mecanismos de dispersion
de semilla y polinizacion desarrollados en una especie, son importantes estrategias
evolutivas que determinaran la estructura genética de la misma (Yao et al., 2007). El flujo
de genes puede mitigar las pérdidas de la variacion genética causada por la deriva genética
en las poblaciones locales y asi las salva de la extincion a través del denominado “rescate
genético” (Richards, 2000). Los mecanismos de dispersion y polinizacion no han sido
estudiados en el complejo Magnolia pacifica, pero existen evidencias sobre la importancia
de los insectos como polinizadores de magnolias; por ejemplo, Setsuko y cols. (2007)
observaron que los insectos de los Ordenes Coleoptera, Thysanoptera y Diptera visitaban
comunmente los arboles de M. stellata. Ramsey (1988) documentd a los escarabajos como
los principales polinizadores, sin embargo, estos insectos presentan una eficiencia de

dispersion muy baja en comparacién con las abejas. Insectos como los “Trips”, que se
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dispersan con el viento, parecen jugar un papel importante en el flujo de genes entre las
poblaciones, aunque no son polinizadores exclusivos del género (Lewis, 1997). Chan y
Appanah (1980) sefialaron que estos insectos pueden ser vistos como una estrategia
intermedia entre la polinizacién por viento y la polinizacion por insectos. Otra estrategia
para el flujo genético se da por la dispersion de la semilla, que en su mayoria la llevan a
cabo aves que por su forma de dispersion aleatoria (Callaway, 1994), pueden moverse al
azar a nivel de paisaje, mientras que a nivel geografico, sus movimientos estan limitados
por las distancias fisicas (Setsuko et al., 2007). Es concebible que el flujo de genes entre los
fragmentos del bosque donde habita M. pacifica, y entre las localidades ALV y ASL de M.
pugana se esté produciendo a traves del movimiento de las semillas (por vectores de
dispersién) (Newton et al., 2008; Isagi et al., 2007). Este fendmeno se observd en M.
coriacea (Xingfeng et al., 2012), sin embargo parece poco probable que entre las
poblaciones aisladas, ya sea por una gran distancia o una barrera geografica, exista un flujo
de semillas o de polen. El flujo de genes entre las localidades APV y RV de M. pugana
puede atribuirse a que existan localidades intermedias que faciliten el flujo genético o a que
probablemente en el pasado, antes de que las localidades se hubiesen aislado parcialmente
por cafiones como el del Rio Juchipila y que la comunicacion fuera extensa y relativamente

sin obstaculos.

Relaciones genéticas

La determinacion de Magnolia pugana y M. pacifica como especies independientes del
complejo Magnolia pacifica se realiz6 con base en caracteristicas morfolégicas (Vazquez-
Garcia, 1994). Sin embargo, la diferenciacion morfoldgica puede ser una respuesta de
plasticidad fenotipica, la cual es un mecanismo por el cual las plantas pueden responder a la
heterogeneidad ambiental con ajuntes morfologicos y fisioldgicos (Schlichting, 1986), por
lo que hacian falta estudios genéticos para corroborar la clasificacién taxondmica de M.
pacifica y M. pugana y descartar que se trate de ecotipos. El andlisis con marcadores ISSR
reveld la existencia de dos alelos exclusivos en M. pacifica, los alelos “especie-especificos”
son una evidencia indirecta del aislamiento reproductivo entre estos dos taxa. Sin embargo,
M. pugana y M. pacifica comparten una gran parte del acervo genético, lo que se ve

reflejado en el dendrograma UPGMA generado con los mismos marcadores. Los resultados
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apoyan la probable tendencia a especiacion alopatrida del complejo M. pacifica propuesta

por Vazquez-Garcia (1994).

Los resultados del dendrograma UPGMA concuerdan con los obtenidos mediante el
agrupamiento Bayesiano que lleva a cabo el programa Structure. A pesar que dentro del
grupo de Magnolia pacifica la poblacion APM es la mas diferenciada, no se observaron
marcadores ISSR especificos. Seria conveniente llevar a cabo un estudio de relaciones
genéticas que involucre a todos los taxa del complejo Magnolia pacifica con un mayor
ndmero de marcadores ISSR y con otros marcadores moleculares, para un mejor

discernimiento de sus relaciones genéticas.

Conservacion

La UICN reconoce tres niveles en que debe de conservarse a los componentes de la
naturaleza: la diversidad genética, la diversidad de especies y la diversidad de ecosistemas
(McNeely et al., 1990). Los datos recabados en este estudio muestran que Magnolia
pugana y M. pacifica son unidades evolutivas independientes. Definir unidades
evolutivamente independientes significativas y unidades de manejo es ideal para proteger
los procesos evolutivos que mantienen su diversidad bioldgica (Moritz, 2002). De acuerdo
a los parametros de disminucién poblacional, area de ocupacion y tamafio poblacional, con
los cuales se clasifica a las especies en tres diferentes niveles dependiendo el grado de
amenaza: “Criticamente En Peligro”, “En Peligro” y “Vulnerable” (UICN, 2001), M.
pugana y M. pacifica se encuentran catalogadas como especies “Criticamente En Peligro” y
“En Peligro”, respectivamente. La conservacién de la naturaleza tiene como objetivo
preservar el potencial evolutivo de las especies, con lo cual se intenta mantener una
diversidad genética alta en las poblaciones, lo que les confiere una mejor respuesta ante
cambios estocasticos (Yu et al., 2011). Los niveles de diversidad obtenidos en este estudio
corresponden con el grado de amenaza reportados en M. pugana y M. pacifica. Conocer los
niveles de variacidn genética dentro y entre poblaciones de especies en peligro de extincion
es esencial para el desarrollo de estrategias de conservacion in situ y ex situ (Hogbin y
Peakall, 1999). Ademas de estas estrategias de conservacion se han implementado por los
gobiernos nacionales y regionales el establecimiento de reservas naturales (Li et al., 2003).

En México se cuenta con diversas reservas de bosque mesofilo de montafia (BMM), en las
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gue se encuentran varias especies de Magnolia (CONABIO, 2010), sin embargo, con
excepcion la poblacion de M. pacifica de la Reserva Ecologica Estatal de la Sierra de San
Juan, Nayarit, las poblaciones de M. pacifica y M. pugana no se encuentran en areas
naturales protegidas, la poblacion mencionada se encuentra criticamente amenazada por el

incremento de monocultivos de café y aguacate.

Comprender la historia de las especies ante cambios ambientales y la adaptacion de
las mismas cuando se encuentran aisladas, es de gran importancia para la conservacién, ya
que puede ayudar a plantear estrategias mas estructuradas de conservacién (Bermingham y
Moritz, 1998). Lande (1988) menciona que la estocasticidad ambiental y demografica
puede llevar a las poblaciones pequefias a la extincion antes de que los factores genéticos
desempefien un papel importante. De esta manera, en los programas de conservacion de
Magnolia pacifica y M. pugana se deben de considerar ademas de los aspectos genéticos, la

ecologia y la biogeografia evolutiva de ambas especies (Rocha y Gasca, 2007).
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CONCLUSIONES

Los niveles de diversidad genética de Magnolia pugana y M. pacifica son
relativamente bajos.

Magnolia pugana muestra una menor diversidad genética intrapoblacional que M.
pacifica.

La diferenciacion genética entre localidades es mayor en Magnolia pugana que en
M. pacifica.

Magnolia pugana y M. pacifica presentan una estructura poblacional. Se
identificaron solo dos poblaciones en Magnolia pugana y la localidad de Puerto
Vallarta es la mas divergente en M. pacifica.

Se identificaron dos fragmentos de ISSRs exclusivos de Magnolia pacifica lo que
demuestra la utilidad de los marcadores ISSR en la determinacion molecular de los

taxa del complejo Magnolia pacifica.
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ANEXO

Extraccion de ADN genomico

Soluciones

Cuadro Al. Soluciones para extraccion de ADN genémico.

CTAB 2X pH8 500 mL
Tris-HCI1M pH 8 50 mL
NaCl5M 140 mL
EDTA 0.25 M pH8 50 mL
CTAB 10 g.
H,O destilada Aforar a 500 mL
Cloroformo: Isoamilico (24:1 250 mL
Cloroformo 240 mL
Alcohol Isoamilico 10 mL
TE 100 mL

Tris-HCI1 M pH 7.4

ImL (100 mM)

EDTA 0.5 M pH8

0.2mL (10 mM)

H,O destilada

Aforar a 100 mL

Acetato de sodio (NaOAc) 3M 100 mL
CH3;COONa. 3H,0 40.83 ¢
H,O destilada 100 mL
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Protocolo de extraccién de ADN genémico.

1.
2.

© o N o g b~ w

16.

17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.

Calentar agua destilada a 65°C para bafio Maria.

Afadir 1mL de amortiguador CTAB 2X para extraccion de ADN, PVP 40
(Polyvinylpyrrolidone 40 ) 2% de la solucién final de CTAB) agregar 4 pL de 2-
mercaptoetanol (cada tubo).

Mezclar todo en un mismo tubo y distribuirlo en tubos de 2mL (cada muestra).

Moler las muestras con nitrogeno liquido hasta obtener un polvo fino.
Colocar las muestras en cada tubo con el amortiguador CTAB.

Incubar a bafio Maria por 1:30 h. a 65°C, agitar cada 30 min las muestras.
Afadir 700 pL de cloroformo:isoamilico (24:1) y agitar vigorosamente.
Centrifugar por 30 min a 4°C a maxima velocidad.

Transferir la fase acuosa a un nuevo tubo.

. Centrifugar a 13000 rpm a temperatura ambiente
11.
12.
13.
14.
15.

Recuperar la fase acuosa y transferirla a un tubo limpio

Afadir 800 pL de isopropanol, dejar reposar al menos 1 h. a -20°C.

Centrifugar a 13000 rpm durante 10 min a temperatura ambiente.

Decantar y recuperar la pastilla.

Si la pastilla estd muy sucia; afiadir 1 mL de TE y repetir desde el paso 7 (lavado
con cloroformo:isoamilico, pero si la muestra se encuentra en buenas
condiciones, continuar al siguiente paso).

Resuspender en 500 L de TE, afiadir 43 uyL de NaOAc 3M y 1.25 mL de etanol
absoluto a -20°C.

Enfriar a -20°C durante 1h.

Centrifugar a maxima velocidad por 5min y decantar el sobrenadante.

Lavar la pastilla con 700 pL de etanol al 70%.

Centrifugar por 10min a 8000 rpm.

Decantar el sobrenadante y dejar secar.

Resuspender la pastilla en 60puL de TE.

Almacenar a -20°C para su posterior uso.
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Condiciones de PCR para ISSRs y programa de amplificacion.

Se agrega 75 ng de ADN gendmico a cada tubo de PCR, se afiaden 17 uL de la mezcla de
reaccion para PCR (Cuadro A2). Se lleva a cabo la amplificacion con el programa indicado

en la figura Al.

Cuadro A2. Componentes de la PCR.

Componentes Concentracion final Volumen 1x
Amortiguador 10X para PCR 1X 2 ulL
MgCL 50mM 2.5mM 1 pL
dNTPs 10mM 0.2 mM 0.4 uL
Iniciador ISSR 25 pmoles/pl 1pM 0.8 uL
Taq polimerasa 5U/pl 0.8U 0.16 uL
H,0 mo 12.64 L
ADN gendémico 25 ng/uL 75 ng 3uL
Volumen total 20 nL.

Desnaturalizacion Elongacion
95°C 95°C ' i
3 min 455 72°C i 72°C
50°C 2 min 10 min |
56°C :
60°C
Etapa final
T °C Alineacion
45s
40 ciclos
1 Figura Al: Programa de amplificacion de ISSRs de Magnolia.
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Protocolo de electroforesis de ISSR.

Soluciones
Cuadro A3. Soluciones para electroforesis.

TBE 1X
Tris Cl 10.8¢
Acido Borico 549
EDTA05MpH8 4 mL
H,O destilada 1000 mL
Gel de agarosa (2:1) 2%
Agarosa ultrapura 149
Agarosa bajo punto de fusion (LMP) 06¢g
TBE 1X 100 mL
Amortiguador de carga 6x 10 mL
Azul de Bromofenol 25 mg
Xylene Cyanol 25 mg
Glicerol 3mL
H,O destilada 10 mL

Protocolo de electroforesis

1. Preparar un gelde agarosa al 2% (ultra pura 2:1 agarosa de bajo punto de fusion) en

TBE1X

2. Montar el gel en la camara de electroforesis horizontal, y afiadir TBE 1X hasta

cubrir el gel.

3. Afadir a cada muestra 3 pL de amortiguador de carga 6x y mezclar.

4. Cargar 10 pL de cada muestra, incluir en cada gel al menos un pozo con el

marcador de ADN de 100pb (Invitrogen).
5. Correr la electroforesis a 85 Volts por 2:30 hr.
6. Tedir el gel por inmersion en bromuro de etidio (0.2mg/mL) por 15 min.
7. Colocar el gel enel transiluminador y fotodocumentar los resultados.

52




