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RESUMEN

Se evalué la diversidad y estructura genética intra-especifica de Avicennia
germinans y Rhizophora mangle en los ecosistemas de Manglar de México.
Ambas especies mostraron bajos niveles de diversidad genética, principalmente
en la region del Golfo de California, donde se ubica el limite norte de distribucion
de las especies de mangle y donde se presume que los cambios histdricos de
temperatura debido a los eventos de glaciacibn han ocasionado diferentes
eventos de colonizacion y recolonizacién de las especies de mangle. La
diversidad genética de A. germinans esta constituida por 93 alelos, 27 de ellos
compartidos entre las costas del Pacifico y del Atlantico y 33 exclusivos para cada
una de las costas. En R. mangle el numero de alelos fue menor, en total se
detectaron 34 alelos de los cuales 17 fueron compartidos entre el Pacifico y
Atlantico, 12 fueron exclusivos del Pacifico y cuatro del Atlantico. La costa del
Atlantico registré la mayor diversidad genética de A. germinans, mientras que en
R. mangle, la mayor diversidad genética fue registrada en la region de “La
Encrucijada” en el Sureste y en el area de Marismas Nacionales en el Noroeste,
donde se ubican los ecosistemas de manglar de mayor cobertura en el Pacifico
Mexicano. Los resultados de diversidad genética mostraron diferencias en
composicion y abundancia de alelos entre los sitios analizados, resultando en una
alta y significativa estructura genética. La mayor diferenciacion genética se
registré entre la costa del Atlantico y la del Pacifico, lo que sugiere que la
elevacién del Istmo de Panama ha funcionado como una barrera geografica que
restringe de manera efectiva el flujo genético entre ambas costas. De acuerdo al
analisis de agrupamiento bayesiano, A. germinans presenta la mayor
diferenciacion genética, la cual se distribuye en seis grupos, cinco en el Pacifico y
uno en el Atlantico, mientras que en R. mangle se observo la presencia de cinco
grupos, cuatro en el Pacifico y uno en el Atlantico. En ambas especies, los
manglares del Noroeste se dividieron en tres grupos, dos de ellos en el Golfo de
California y el tercero en Marismas Nacionales. Tanto R. mangle como A.
germinans mostraron una estructura genética poblacional muy similar, lo cual
sugiere que las otras especies de mangle con las que comparten el habitat
muestren un comportamiento semejante. El Analisis de Varianza Molecular mostro
la presencia de estructura genética por lo que se sugiere que en futuros
programas de reforestacion, se utilicen propagulos provenientes de una fuente
local y de diferentes arboles a lo largo del bosque para reducir el riesgo de
endogamia en la poblacién trasplantada.



ABSTRACT

Intra-specific genetic diversity and structure of Avicennia germinans and
Rhizophora mangle was assessed in the mangrove ecosystems of Mexico. Both
species showed low levels of genetic diversity, mainly in the Gulf of California,
where is located the northern limit of distribution of mangrove species and where it
is assumed that historical changes in temperature due to glacial events have led to
recent colonization and re-colonization of the mangrove species. The genetic
diversity of A. germinans consists of 93 alleles, 27 were shared between the
Pacific and the Atlantic and 33 exclusive to each coasts. In R. mangle the number
of alleles was lower in total 34 alleles were detected of which 17 were shared
between the Pacific and Atlantic, 12 were unique to the Pacific and 4 at Atlantic.
The Atlantic coast had the highest genetic diversity of A. germinans, whereas in R.
mangle, the greatest genetic diversity was recorded in the region of "La
Encrucijada" in the Southeast and around "Marismas Nacionales" on the
Northwest, which are the largest mangrove ecosystems in the Mexican Pacific.
The results of genetic diversity showed differences in composition and abundance
of alleles among the samples analyzed, resulting in a high and significant genetic
structure. Most genetic differentiation occurred between the Atlantic and Pacific,
suggesting that the uplift of the Isthmus of Panama has functioned as a
geographical barrier that effectively restricts gene flow between both coasts.
According to the Bayesian analysis, A. germinans has the highest genetic
differentiation, which is cluster into six groups, five in the Pacific and one in the
Atlantic, while R. mangle was clustered into five groups, four in the Pacific and one
in the Atlantic. In both species, mangrove forests of the Northwest were divided
into three groups, two in the Gulf of California and the third in “Marismas
Nacionales”. Both R. mangle and A. germinans showed a very similar genetic
structure pattern, suggesting that the others mangrove species in the same habitat
exhibit similar behavior. AMOVA analysis showed that both mangrove species are
genetically structured, furthermore, it is suggested that propagules used in future
reforestation programs should be from local sources and from different trees along
the forest to reduce the risk of inbreeding.
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1. Introduccién General

El termino manglar describe a un grupo ecoldgico que congrega a diversas
especies de plantas tropicales de diferentes grupos taxondémicos con
adaptaciones particulares que les permiten desarrollarse en la zona costera,
entre los principales mecanismos de adaptacién, sobresalen la viviparidad y la
presencia de neumatéforos y raices aéreas que permiten la ventilacion de sus
raices mientras estan sumergidas, ademas de la presencia de glandulas para la
exclusion o excrecion de sal durante el balance osmético en el ambiente salino
(Tomlinson 1994). EIl ecosistema de manglar es un término complejo que
incluye tanto a los componentes bidticos como abibticos que interactian y
contribuyen en el funcionamiento del sistema. Sin embargo, comunmente se les
conoce como ecosistemas de manglar debido a que son las especies de

mangle las de mayor abundancia e importancia en el ecosistema.

Estos ecosistemas presentan una distribucion tropical-subtropical,
generalmente entre los 30° Ny 30° S y se ha observado que principalmente la
tolerancia fisiolégica de cada especie a bajas temperaturas limita su distribucion
global entre la isoterma de los 16°C del aire en el mes mas frio (Duke et al.
1998a). Sin embargo, debido a la diversidad de habitats y a sus cualidades
adaptativas, en ocasiones las especies de mangle pueden extender su

distribucion a latitudes mayores. Por ejemplo, en Japdn, se han registrado a los



31°22' N y en Bermuda a los 32°20' N. En el hemisferio sur, el limite se ha
observado en Nueva Zelanda a los 38°03’ S, en Australia a los 38°45’ Sy en la
costa oeste del sur de Africa, 32°59’ S (Tomlinson 1994; Kathiresan & Bingham

2001; Ellison 2002).

Las especies de mangle se encuentran geograficamente distribuidas en dos
hemisferios globales, el Atlantico-Este del Pacifico (AEP) y el Indo-Oeste del
Pacifico (IWP, por sus siglas en Inglés), siendo el IWP el area donde se
encuentra la mayor diversidad de especies, con alrededor de 58 especies en 23
géneros, comparado con 13 especies en 8 géneros en AEP (Duke et al. 1998b).
Se cree que la gran diversidad de especies encontrada en IWP puede deberse
a que es el centro de origen y diversificé la flora actual de manglar y a que la
ruta de dispersion de las especies de mangle detuvieron su avance al cerrarse
la comunicacion entre el Océano Indico y el Mar Mediterraneo (Rico-Gray 1993;
Ricklefs et al. 2006). El paso de las especies de mangle hacia el continente
Americano se dio antes de que se cerrara le conexion a través del Mar de Tetis,
permitiendo el paso solamente a los géneros mas antiguos, entre ellos
Rhizophora y Avicennia, que actualmente dominan en el continente Americano
(Graham 1995; Rull 1998; Graham 2006) y gran parte del IWP (Duke et al.

1998a,; Ellison et al. 1999).

Estudios palinolégicos sugieren que el género Rhizophora llegé a América

aproximadamente durante el Eoceno superior, cuando la vegetacion de manglar
2



era dominada por los géneros Acrostichum y Pelliciera, posteriormente, en el
Mioceno inferior aparecié el género Avicennia. Después de esto, llegaron los
géneros Laguncularia durante el plioceno inferior y Conocarpus en el superior
(Rull 1998). Durante la época en que los primeros géneros de mangle arribaron
al continente Americano, el Istmo de Panama se encontraba abierto, lo que

permitio la colonizacion de la costa Oeste de América.

Desde sus origenes, tanto el nimero como el rango de distribucion y
extension de las especies de mangle se han visto afectados por la presencia de
barreras geograficas y oceanograficas, asi como también por los cambios
ciclicos en la temperatura y el nivel del mar, dando origen a diferentes eventos
de colonizacion y re-colonizacion durante los periodos de glaciacién (Dodd et al.
2000; Stuart et al. 2007). Estimaciones recientes indican que alrededor del 75%
de las costas tropicales y subtropicales estan cubiertas por manglar (137,760
km?) (Giri et al. 2011). Los cinco paises con mayor extensién de acuerdo a Giri
et al. (2011) son Indonesia (22.6%) seguido por Australia (7.1%), Brasil (7.0%),
México (5.4%) y Nigeria (4.7%). Lamentablemente, en los ultimos afios la
intensa actividad humana sobre la zona costera ha tenido un impacto negativo
sobre la cobertura de manglar, los paises mas afectados son aquellos en los
gue la acuacultura y el desarrollo costero han presentado su maximo desarrollo,
por ejemplo en el sureste de Asia se han registrado pérdidas del 12% de la
cobertura, en Filipinas 72%, en Tailandia 55% y en Vietnam 37%. En América,

3



los paises mas afectados, son Ecuador, con una reduccion del 73%, la region
del Golfo de Fonseca, con una reduccion del 22% y México con reducciones
gue varian del 12 al 60% (Spalding et al. 1997; Valiela et al. 2001; Ruiz-Luna et

al. 2008; Giri et al. 2011).

Numerosos estudios han demostrado la importancia de los ecosistemas de
manglar en las pesquerias costeras y estuarinas, y en las de profundidad
(Nagelkerken et al. 2008). Esto es debido a que los ecosistemas de manglar,
ademas de ser extremadamente productivos (16 - 26 Kg C Ha™ dia™) (Vega-
Rodriguez 2008), se caracterizan por mantener complejas redes marinas
troficas y por favorecer un intenso intercambio de materia organica en forma de
detritus y de organismos hacia los sistemas marinos adyacentes, dando origen
a importantes flujos de materia y energia entre los sistemas costeros y marinos

(Orihuela-Belmonte et al. 2004).

Debido a su complejidad e importancia, generalmente es dificil realizar una
valoracion real sobre los bienes y servicios que se obtienen del ecosistema de
manglar (Walters et al. 2008). Sin embargo, algunas aproximaciones han
estimado que pueden llegar a alcanzar un valor econdmico de alrededor de
$ 1,648 billones de délares anuales por hectarea (Costanza et al. 1997,
Ronnback 1999). Particularmente, para el noroeste de México, Aburto-Oropeza
et al., (2008) estimaron que una hectarea de manglar puede alcanzar un valor

promedio de $ 37,500 dodlares anuales, sOlo por los peces y crustaceos de
4



importancia comercial capturados en la region del Golfo de California. En este
sentido, la conservacion de los ecosistemas de manglar es imprescindible para
el sustento de los habitantes de la zona costera, quienes hacen de la pesca, su
principal actividad econémica y dependen directamente del ecosistema, tanto
en el desarrollo de la pesqueria local asi como también como fuente de
combustible, alimento, medicina y otras necesidades basicas (Hernandez-
Cornejo et al. 2005; Nagelkerken et al. 2008). Considerando el valor ecoldgico y
econdmico de los ecosistemas de manglar, por una parte, y el efecto que podria
tener la reduccién de su cobertura en la biodiversidad del ecosistema, la
necesidad de promover medidas para su conservacion se ha hecho cada vez

mas evidente (Gray 1997; Richards et al. 2010; Raven et al. 2011).

Los esfuerzos por recuperar a los ecosistemas de manglar es una actividad
relativamente reciente que se ha puesto en practica en paises como Puerto
Rico, Estados Unidos, Cuba, Malasia, Tailandia, Australia, Filipinas, Indonesia y
México (Bosire et al. 2008). Hasta hace poco tiempo, la siembra directa de
hipocdtilos o el trasplante de plantulas producidas en vivero eran las principales
técnicas a seguir en los proyectos de reforestacién en México. Sin embargo, el
éxito de los trasplantes ha sido muy bajo, variando de 30 — 60% de
supervivencia. Posteriormente, se incluyd la restauracion hidrologica (Tovilla-

Hernandez & Orihuela-Belmonte 2002; Benitez-Pardo 2007).



Actualmente, la preservacion de la diversidad genética se ha convertido en
uno de los principales objetivos en los planes de manejo y conservacion de las
especies, ya que la pérdida de diversidad genética puede reflejarse en una baja
capacidad de adaptaciébn y resistencia a los cambios ambientales vy
enfermedades (Charlesworth et al. 1993; Amos & Balmford 2001; Saura et al.
2008). Por esta razdn, es importante llevar a cabo un monitoreo de la diversidad
y estructura genética entre las poblaciones nativas de mangle, asi como de las
plantulas que se recolectan como fuente de germoplasma antes de llevar a
cabo la reforestacién de las areas potenciales a rehabilitar (Saura et al. 2008;

Richards et al. 2010; Pil et al. 2011).

Existen estudios en plantas, que demuestran que en los sitios donde se
han realizado programas de reforestacion utilizando individuos procedentes de
otros lugares, sin previo estudio genético, la diversidad genética ha disminuido
al paso del tiempo (Williams et al. 2001; Ramp et al. 2006; Bosire et al. 2008).
Esta disminucién en la diversidad genética se ha visto reflejada en la apariciéon
de mutaciones deletéreas, un ejemplo de ello es la aparicion de propagulos
albinos provocando el deterioro del ecosistema (Duke & Watkinson 2002).
Sumado a lo anterior, si los individuos con los que se esta reforestando
provienen de una sola fuente, se corre el riesgo de que estos desplacen a las
variantes genéticas presentes en el medio natural. Es por ello que los
programas de reforestaciébn deben conducirse con precaucién, principalmente

6



donde se desconoce la identidad genética de la poblacidén nativa, para evitar un

deterioro de su diversidad genética y por consiguiente del ecosistema.

En el presente estudio se evalud la diversidad y estructura genética de A.
germinans y R. mangle en las costas de México. En la costa del Pacifico se
analiz6 desde su limite norte de distribucion en el Golfo de California hasta la
frontera con Guatemala, mientras que en el Atlantico se evalué a las
poblaciones del Golfo de México, Peninsula de Yucatan y Mar Caribe. La
informacion generada sirve para promover el desarrollo integral de un plan de
manejo y conservacion de las especies de mangle teniendo como meta la
preservacion de la diversidad genética y de especies en los ecosistemas de

manglar en México.



2. Antecedentes generales

Durante las ultimas décadas, se han desarrollado diferentes tipos de
marcadores moleculares los cuales han aportado informacién valiosa sobre la
variabilidad, estructura genética y relaciones taxonémicas de las especies en
las poblaciones naturales (Parker et al. 1998; Triest 2008). Estudios
moleculares en pastos marinos (McMillan 1982) marcaron la pauta para su
aplicacién en las especies de mangle y han mostrado gran utilidad para
descifrar la filogeografia y estructura genética poblacional de las especies

(Triest 2008).

El uso de las técnicas moleculares en las especies de mangle es
relativamente reciente, siendo los géneros de Avicennia y Rhizophora los mas
estudiados. Goodall y Stoddart, (1989) detectaron a través de 14 sistemas
enzimaticos (aloenzimas) una baja diversidad y estructura genética en
poblaciones australianas de Rhizophora stylosa. Este mismo patron fue
observado por McMillan (1986) en poblaciones de A. germinans analizadas en
la region del Golfo de México, Mar Caribe y Pacifico de Panama. En una escala
mas amplia, estudios sobre la variabilidad enzimética de las especies de
Avicennia alrededor del IWP han revelado que cada una de las variedades
consideradas para A. marina corresponden a grupos particulares de individuos

gue llegaron y se establecieron en diferentes eventos de colonizacion,



aumentando la diversidad genética por introgresion (Duke et al. 1998b).El
analisis de alozimas también ha sido utilizado para evaluar el estrés ambiental
de A. marina en suelos contaminados con hidrocarburos y desechos urbanos en
Sidney, Australia (Melville & Burchett 2002). Los resultados mostraron mayor

diversidad genética en A. marina de suelos no contaminados.

En general, la diversidad genética en manglares y otras especies
acuaticas ha mostrado valores inferiores al reportado para las angiospermas
terrestres (Triest 2008). Por ejemplo, Ge & Sun (1999) reportaron una
heterocigosidad esperada (Hg) de 0.026 in A. corniculatum, mientras que Sun et
al. (1998) reportaron en Kandelia candel un valor de Hg = 0.033. Goodall &
Stodart (1989) reportaron niveles muy bajos de polimorfismo en R. stylosa, solo
2 de 28 loci fueron variables. Ademas de los bajos niveles de diversidad,
Nufiez-Farfan et al., (2002) reportaron altos niveles de endogamia Yy

diferenciacion genética en R. mangle en el Pacifico y Golfo de México.

Otros marcadores como RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNA) y
AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphism), han mostrado mayor
diversidad que las alozimas en especies de mangle (Triest 2008). Por ejemplo,
Abeysinghe et al., (2000) reportaron altos niveles de diversidad de RAPDs (1-13
fragmentos amplificados por cada par de cebadores) en especies de Bruguiera

del suroeste de Sri Lanka. De igual forma, Giang et al., (2003) reportaron altos



niveles de diversidad (232 loci polimérficos de AFLPsS) en poblaciones de A.

marina en Vietnam.

Por otro lado, el analisis de secuencias de ADN del cloroplasto (cpDNA)
han mostrado ser muy informativos en especies de mangle, principalmente en
estudios filogenéticos. Por ejemplo, Chiang et al. (2001) mediante el analisis de
cpDNA revelaron la presencia de dos linajes distintos de K. candel en la region
del sureste de China y Vietnam (Taiwan, Japon) y otro mas hacia la region sur
del mar de China (Sarawak), con bajos niveles de diferenciacién genética entre
las unidades filogeograficas, reflejando una baja efectividad de flujo génico.
Kado et al. (2004) evaluaron la regién del matK (1500 pb) en tres especies de
mangle, A. marina, K, candel y Lumnitzera racemosa detectando una marcada
diferencia entre las poblaciones de A. marina de Vietham con respecto a las de
Okinawa, Japon. De igual forma, se detecto una clara discontinuidad de
haplotipos de K. candel entre Norte y Sur de Vietnam. Sin embargo, no se

registro variabilidad genética en las poblaciones de L. racemosa

Nettel y Dodd (2007) estudiaron poblaciones de A. germinans en la region
AEP utilizando AFLPs, secuencias de cpDNA y regién ITS (Internal Transcribed
Spacers). Los resultados resaltan la presencia de haplotipos compartidos entre
poblaciones del Este de Africa y Suramérica, sugiriendo una posible migracion
reciente a través del Atlantico. De igual forma, sobresale el hecho de haber

registrado una mayor diversidad de haplotipos en el Pacifico con respecto al
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Atlantico, y el haber detectado mayor diferenciacién genética entre Pacifico y

Atlantico que entre Este y Oeste del Atlantico.

Los microsatélites son uno de los marcadores moleculares que mas se
han utilizado para evaluar la diversidad de las especies de mangle y en algunas
ocasiones para evaluar cuestiones de hibridacién. Estos consisten de
secuencias cortas y variables de ADN de uno a seis nucleétidos, repetidas en
tandem, que se encuentran ampliamente distribuidas y con alta frecuencia en el
genoma nuclear y del cloroplasto (Kalia et al. 2011). Sus principales
caracteristicas son un elevado polimorfismo, herencia co-dominante,
reproducibilidad, abundancia relativa y extensa cobertura en el genoma. Los
microsatélites rapidamente se han convertido en una de las herramientas mas

utilizadas en estudios de diversidad y estructura genética de poblaciones.

Diversos autores han caracterizado loci de microsatélites en especies de
mangle, por citar algunos, Maguire et al. (2000a) para A. marina, Rosero-
Galindo et al. (2002), Takayama et al. (2008) para R. mangle, Teixeira et al.
(2003) para A. alba, Islam et al. (2004) para R. stylosa, Nettel et al. (2005),
Cerdén-Sousa et al. (2006) y Mori et al. (2010) para A. germinans, Geng et al.
(2006) para Aegiceras corniculatum, Castillo-Cardenas & Toro-Perea (2007)

para Pelliciera rhizophorae.
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El disefio de estos microsatélites ha permitido el desarrollo de estudios
enfocados principalmente, a la evaluacién de la diversidad genética, estructura
poblacional e hibridacion. Por ejemplo, Maguire et al. (2000b) analizaron la
diversidad y estructura genética de 14 poblaciones de A. marina a lo largo de su
distribucion geogréfica, encontrando altos niveles de diversidad genética y una
marcada diferenciacion entre sus poblaciones. Giang et al.(2003), analizaron 12
poblaciones de A. marina en las costas de Vietnam, las cuales mostraron
resultados muy similares a los reportados por Maguire et al. (2000b). Arnaud-
Haond et al. (2006) evaluaron la composicion genética y los sistemas de
apareamiento de A. marina en poblaciones de Vietnam, norte de Filipinas y
Australia, encontrando una mayor diversidad y menor estructura genética en las
poblaciones ubicadas a menores latitudes que aquellas encontradas en las

poblaciones cercanas a sus limites de distribucion.

Los estudios con microsatélites en especies de mangle en el continente
Americano, son pocos Y relativamente recientes. Arbelaéz-Cortes et al. (2007)
evaluaron la diversidad genética poblacional de R. mangle en cinco poblaciones
del Pacifico colombiano, mediante tres de los diez microsatélites previamente
disefiados por Rosero-Galindo et al. (2002). Los resultados revelaron altos
niveles de diversidad genética (He = 0.66) y bajos niveles de estructura genética
poblacional (Fst = 0.05), sugiriendo un efectivo flujo genético entre las
poblaciones analizadas. Estudios posteriores sugieren que la alta diversidad de
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R. mangle en Colombia puede atribuirse a una antigua hibridacién entre
especies del genero Rhizophora (Cerén-Souza et al. 2010). Nettel et al. (2008),
evaluaron la diversidad genética de A. germinans y A. bicolor en el Pacifico de
Centroamérica utilizando ademas de microsatélites, la secuencia de la regién
ITS y cpDNA. Los resultados del ITS mostraron evidencias de hibridacion entre
A. germinans y A. bicolor en la regién del Pacifico sur de México. Sin embargo,
los resultados con microsatélites revelaron un aislamiento contemporaneo y
altos indices de diversidad genética que los autores lo atribuyen a una
introgresion por hibridacion antigua entre ambas especies. Salas-Leiva et al.
(2009), evaluaron la diversidad genética de A. germinans en la costas del
Atlantico y Pacifico de Colombia. Los resultados muestran una mayor
diversidad genética en las poblaciones del Atlantico, con respecto a las del
Pacifico y evidencia de estructura genética entre ambas costas (Fst = 0.39).
Los valores de diversidad genética resultaron ser menores a los previamente
reportados por Nettel et al. (2008), lo cual hace pensar a los autores en una
posible disminucion de la diversidad genética de A. germinans debido a la

fragmentacion de los bosques de mangle en la costa Colombiana.

Pil et al. (2011), utilizaron ocho microsatélites previamente disefiados por
Rosero-Galindo et al. (2002) y Takayama et al. (2008) para evaluar la
diversidad y estructura genética en 10 poblaciones de R. mangle a lo largo de la
costa Brasilefia. Las poblaciones mas surefias marcan el limite sur de
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distribucion de R. mangle detectandose la menor diversidad genética. Lo
anterior sugiere que los cambios en temperatura durante los periodos de
glaciacién han influido en la pérdida de diversidad genética de las poblaciones
ubicadas al limite debido a la perdida de alelos durante consecutivos eventos

de colonizacion después de la ultima glaciacion.

México representa el limite Norte de distribucion de las especies de
mangle en el Pacifico oriental (Pacheco-Ruiz et al. 2006) y a lo largo de sus
costas, es posible observar una gran diversidad de habitats y caracteristicas
morfolégicas (Dominguez et al. 1998; Méndez-Alonzo et al. 2008), que sugieren
diferencias genéticas entre sus poblaciones. Actualmente, México cuenta con
aproximadamente 770,057 ha de manglar (Acosta-Velazquez et al. 2009),
incluyendo la costa del Atlantico y del Pacifico y se ubica en el cuarto lugar en
cobertura de manglar a nivel mundial y en el segundo en América, después de
Brasil (Giri et al. 2011). Sin embargo, y debido a su acelerada deforestacion y
fragmentacion del habitat, la necesidad de un plan integral de manejo y
conservacion de las especies se ha hecho cada vez mas evidente (CONABIO

2009).

La ubicacion geogréafica de México lo convierte en un pais privilegiado
donde se conjuntan diferentes climas y areas biogeograficas que dan lugar a
una gran diversidad de habitats, entre los que destacan los ambientes costeros,

dando lugar a mas de 130 lagunas costeras (Lankford 1977; Contreras 1993).
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El litoral mexicano tiene una longitud de aproximadamente 11,500 km de los
cuales el 68% corresponde al Océano Pacifico incluyendo el Mar de Cortés en
el Golfo de California, y 32% al Golfo de México y Mar Caribe en el Océano

Atlantico.

En el Océano Pacifico, el litoral se caracteriza por presentar una fisiografia
de alto relieve, bordeadas por montafias con elevaciones de hasta 3,000 m y
por amplias planicies costeras donde se desarrollan prevalentemente cuatro
especies de mangle (Flores-Verdugo 1992). El litoral del Pacifico comprende
una gran diversidad de habitats y se extiende desde las costas del Alto Golfo de
California, una de las regiones mas aridas del planeta, hasta las costas de
Oaxaca y Chiapas con vegetacion exuberante y alta precipitacion. Debido a su
heterogeneidad, y a las condiciones estructurales de los manglares, el litoral del
Pacifico fue dividido en tres regiones, pacifico Norte, Centro y Sur (CONABIO

2009).

La costa del Océano Pacifico Norte comprende a los estados de Baja
California, Baja California Sur, Sonora, Sinaloa y Nayarit. Esta region es
considerada de gran importancia por ser un area de transicion entre las
regiones tropical y templada, lo que ha favorecido a una gran biodiversidad con
un considerable nimero de endemismos. Asimismo, en esta area se encuentra
el limite norte de distribucién de las especies de mangle (Pacheco-Ruiz et al.

2006; Acosta-Velazquez et al. 2009) y una de las zonas de manglar de mayor
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extension en el Pacifico Mexicano, el sistema estuarino Teacapan-Agua Brava-
Marismas Nacionales, con una superficie estimada de 113,238 ha. (Flores-

Verdugo 1992).

La regidon Pacifico centro comprende a los estados de Jalisco, Colima y
Michoacan. Esta region se caracteriza por presentar una planicie costera muy
estrecha y debido a ello es donde se encuentra la menor extensién de manglar
con 6,590 ha que representan un poco menos del 1 % del total de manglar en

México (Acosta-Velazquez et al. 2009).

Por ultimo, el Pacifico sur esta integrado por los estados de Guerrero,
Oaxaca y Chiapas. Debido a la alta precipitacion y a la gran diversidad de rios,
lagunas costeras y bahias, el Pacifico sur alberga a una gran diversidad de
especies, entre ellas a seis especies de mangle con una extension aproximada
a 66,374 ha que corresponden al 8.6% de la cobertura total nacional (CONABIO

2009).

La zona costera del Atlantico Mexicano cuenta con una amplia planicie
costera lo cual favorece el desarrollo de extensas areas de manglar,
representando el 66% de la cobertura total nacional. De acuerdo a la
clasificacion de Conabio (CONABIO 2009) la costa del Atlantico se compone de
la zona costera de la Peninsula de Yucatédn y el Golfo de México. La primera

estd compuesta por los estados de Campeche, Quintana Roo y Yucatan y
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comprende el 55% de la cobertura, mientras que el Golfo de México, integrado
por los estados de Tamaulipas, Veracruz y Tabasco representa el 11% de la

cobertura nacional (Acosta-Veldzquez et al. 2009).

De acuerdo a lo anterior, y debido a que México cuenta con una amplia
extension costera, la mayoria bordeada por ecosistemas de manglar, es
considerado como uno de los primeros cinco paises con mayor extension de
manglar (Giri et al. 2011). Los bosques con mayor desarrollo estructural se
encuentran en las zonas de alta precipitacion como es el caso del Pacifico Sury
en zonas de amplia planicie costera como el area de Marismas Nacionales
Nayarit y en algunos sitios del Golfo de México. Por el contrario, las regiones
aridas en el Golfo de California y las de planicie costera reducida en el centro
del Pacifico presentan un menor desarrollo estructural con menor cobertura y

mayor fragmentacion.
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3. Genética poblacional de Avicennia germinans en México

3.1 Introduccién

Avicennia germinans (L. y Stearn 1958), comunmente conocido como
mangle negro, es uno de los principales constituyentes en los ecosistemas de
manglar de América. Su distribucién en el Atlantico va desde el norte del Golfo
de México, en Florida (29° 53’ N), hasta Espiritu Santo en Brasil (23° 00’ S). En
las costas del Pacifico, su distribucion inicia en el Golfo de California (Punta
Lobos, Sonora), México (30° 15’ N) hasta el sur de Punta Malpelo, Pera (3° 40’

S) (Tomlinson 1994).

Es una especie de floracién estacional (principalmente en verano), sus
flores son pequefias (1 a 2 cm de ancho) y se desarrollan en inflorescencias
axilares y terminales. La polinizacién ocurre a través de insectos, principalmente
abejas aunque el viento también juega un importante papel. Sus flores
presentan tanto estructuras masculinas como femeninas, sin embargo estas
desarrollan en tiempos diferentes (protandra) lo cual evita la autopolinizacién y
reduce la endogamia. La especie se considera vivipara debido a que la
germinaciéon ocurre cuando el embrién se encuentra aun encerrado dentro del

fruto (Tomlinson 1994).

Los propégulos viviparos se encuentran encerrados en una capsula

ovalada y achatada de 2.2 cm y 1.2 g de peso promedio, al desprenderse de la
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planta pueden flotar y permanecer viables hasta por tres meses, pero una vez
en el sustrato, los propagulos se arraigan rapidamente y empiezan a desarrollar
las primeras hojas en un periodo de alrededor de tres semanas, alcanzando su
estado adulto a los 2-3 afios de vida (Tovilla-Hernandez & Orihuela-Belmonte

2002).

El mangle negro alcanza su maximo desarrollo estructural en ambientes
con bajos niveles de estrés ambiental y antropogénico. Sin embargo, debido a
su alta tolerancia a altos rangos de salinidad y temperatura, es posible
encontrarlos en los limites de distribucion bajo condiciones inhéspitas para la
gran mayoria de las especies de mangle. Sin embargo y debido al estrés
fisiolégico su desarrollo estructural es muy inferior al encontrado en sus
condiciones 6ptimas. Diversos estudios han documentado una gran diversidad
morfoldgica, atribuida principalmente a la gran diversidad de habitats y
condiciones ambientales en las que habita (Méndez-Alonzo et al. 2008; Agraz

Hernandez et al. 2011; Alleman & Hester 2011).

Esta gran diversidad morfolégica contrasta con la baja diversidad genética
gue ha sido reportada para las especies de Avicennia, sobre todo en aquellas
poblaciones ubicadas en los margenes de distribucién (Maguire et al. 2000b;
Arnaud-Haond et al. 2006). Richards et al. (2010) denominaron a esta
diversidad morfolégica, como plasticidad fenotipica y sugieren que ésta

plasticidad puede ser mayor en aquellas especies con un alto rango de
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distribucion y con elevada variabilidad genética. Es por eso que la conservaciéon
de la diversidad genética se ha convertido en uno de los principales objetivos en
los planes de manejo y conservacion de las especies. En la presente
investigacion se evalud la diversidad y estructura genética poblacional, asi
como su grado de conectividad y flujo génico entre poblaciones del mangle

negro en México.
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3.2 Objetivos

Objetivo general

Evaluar la diversidad y estructura genética de Avicennia germinans en

las costas del Pacifico y Golfo de México.

Objetivos Especificos

1. Determinar la composicidén genética de Avicennia germinans en las

costas del Pacifico y Golfo de México.

2. Evaluar la estructura genética poblacional y los patrones de
dispersion de Avicennia germinans en las costas del Pacifico y

Golfo de México.

3. ldentificar la ubicacion geografica de las regiones de mayor

diversidad genética en México.

4. Analizar los principales mecanismos que pudieron haber
intervenido en la composicion y distribucién actual de la diversidad

genética de A. germinans en México.
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3.3 Materiales y Métodos

3.3.1 Area de estudio

Se analizaron individuos de 19 bosques del mangle A. germinans en las
costas Mexicanas dentro de las cinco regiones establecidas en el Inventario
Nacional de Manglares (Pacifico Norte, Pacifico Centro, Pacifico Sur, Golfo de
México y Peninsula de Yucatan) establecido por la Comision Nacional para el

Conocimiento y Uso de la Biodiversidad (CONABIO 2009) (Figura 1, Tabla I).
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Figura 1. Area de estudio y sitios de colecta de A. germinans en las costas del Atlantico y
Pacifico de México. Circulos morados; Region Peninsula de Yucatan, Circulos azules; Regién
Golfo de México, Circulos amarillos; Region Pacifico Sur, Circulos naranja; Region Pacifico
Centro, Circulos verdes; Region Pacifico Norte (Verde obscuro; Subregion Marismas

nacionales, Verde claro; Subregion Golfo de California).

23



Tabla I. Ubicacion geogréfica, entidad y codigo de los sitios de colecta de A. germinans en las
costas del Pacifico y Atlantico. *Subregion Golfo de California; bSubregic’m Marismas
Nacionales.

Sitio de Colecta Entidad Cédigo Latitud Longitud

Pacifico Norte

®Bahia Concepcion Baja California Sur ABC 26°38'23N 111°49'48W

®Bahia Magdalena Baja California Sur ABM 24°45'12N 111°59'06W

®Bahia Balandra Baja California Sur ABL 24°19'20N 110°19'00W

®Bahia Kino Sonora AKI 29°02'28N 112°09'94W

®Guaymas Sonora AGU 27°57'34N 110°58'51W

%El Jitzamuri Sinaloa AJZ 26°18'09N 109°14'27W

®Bahia de Altata Sinaloa AAT 24°37'23N 107°54'38W

"Estero deTeacapan Sinaloa ATP 22°32'10N 105°41'44W

bNoviIIero-Agua Brava Nayarit ANV 22°11'17N 105°34'145W

bLaguna de Mexcaltitan Nayarit AMX 21°55'58N 105°27'68W

®San Blas Nayarit ANA 21°32'01N 105°15'48W
Pacifico Centro

Barra de navidad Jalisco ABN 19°11'46N 104°39'55W
Pacifico Sur

Laguna Joaquin Amaro Chiapas AJA 15°45'37N 93°25'50W

Laguna Mar Muerto Chiapas AMM 15°59'12N 93°54'21W

Laguna Panzancola Chiapas APC 15°05'54N 92°44'59W
Golfo de México

Laguna Tamiahua Veracruz ALT 21°15'30"N 97°26'21"W

Laguna Alvarado Veracruz ALA 18°48'05"N 95°41'26"W
Peninsula de Yucatéan

Puerto Telchac Yucatan APT 21°19°'59”"N 89°20'10"W

Puerto Morelos Quintana Roo APM 20°53'18N 86°52'19"W
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3.3.2 Colecta de material foliar

Se colect6 material foliar de aproximadamente 20 individuos de A.
germinans en cada uno de los 19 sitios de colecta en las costas del Pacifico y
Atlantico de México (Tabla I, Figura 1). Las muestras fueron tomadas de
especimenes separados por una distancia minima de 30 m entre individuos,
con el objetivo de reducir la probabilidad de muestrear individuos con cierto
grado de parentesco. La excepcion fue en Bahia de Kino (AKI), donde se
colectaron individuos a una distancia de 10 m debido al reducido tamafio del
manglar. Las muestras colectadas se deshidrataron y se almacenaron con gel

de silica hasta la extraccion del ADN.

3.3.3 Extracciéon de ADN

El ADN genomico fue extraido a partir de 20 mg de tejido foliar utilizando
el método de CTAB/PVP (hexadecil trimetil amonio bromuro/polivinil pirrolidona)
modificado por Mufiiz-Salazar et al.(2005). El método consistio en homogenizar
el tejido con hielo seco y resuspender en 0.85 volimenes de CTAB/PVP para
después incubar a 65°C durante 6 h. Posteriormente el homogenizado fue
extraido con aproximadamente 0.6 volumenes de cloroformo/ alcohol isoamilico
(24:1 viv) y centrifugado a 13,000 rpm por 10 min. para separar las fases. El

ADN fue precipitado con 0.7 volumenes de isopropanol a -20°C durante 12 h. Al
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final, el ADN obtenido fue re-suspendido en 100 yL de TE 1X y almacenado a -

20°C hasta su posterior analisis.

La eficiencia de la extraccion fue evaluada mediante una electroforesis
en gel de agarosa al 1.4% tefiida en una solucion al 10% de Gel-Star® para
visualizar el ADN a través de luz ultravioleta. La calidad del ADN se evalu6 al
considerar a una banda bien definida como ADN de buena calidad y a las
bandas barridas como ADN degradado. La cantidad de ADN se evalu6 al
comparar con la intensidad de las bandas de un marcador comercial de

concentracién conocida.

3.3.4 Analisis genético

Se amplificaron siete loci de microsatélites especificos de A. germinans,
seis de éstos, caracterizados por Nettel et al. (2005) y uno mas, el locus
CA 002, caracterizado por Ceron-Sousa et al. (2006), cuyos cebadores fueron
etiquetados con distintos fluorocromos (Tabla Il). Posteriormente, éstos fueron
amplificados mediante una reaccién en cadena de la ADN polimerasa (PCR)
conteniendo 1X Buffer (10mM Tris HCIl, 50 mM KCI, pH 8.3, SIGMA), 2.5 mM
MgCl,, 0.2 mM de dNTPs, 0.15 uM de cada cebador, 1 unidad de Tagq ADN
polimerasa (SIGMA) y 20 ng de ADN gendémico en un volumen final de 20 yL de

reaccion.
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Tabla II. Microsatélites de A. germinans utilizados para el analisis genético poblacional. Al final
de la secuencia de cada cebador F se indica el fluorocromo con el que fueron etiquetados, T °C:
indica la temperatura de alineacion utilizada en la PCR para cada cebador.

Secuencia 5'-3’
Locus Tipo de repeticion T°C
F: forward / R: reverse

F: CAAGATTTTGATCAATTATG "
AgT4 (CATA)sCATG(CATA)q 50

R: ACGTGACGCATTGATCTACC

F: CTAAGTAGGACAGTAATGCGACN®
AgT7 (CAT), (AT)s (GTAT)s 50
R: AATCATCAGAATCCCTCAAGTGC

F: ACACAACGCAGATAAATCCY'®
AgT8 (TGTA)s 50
R: AATGATGCGCTGTCTCCGTC

F: GAACCTGATTAAATGGTTGCN"
R: TCAAATTGCTTGTAGAGG

F: TATATGGAAACCAACCATGC™
R: GATGGTGCGGGCTGTC

F: TTCACCTATATGAATGGCGCAC™
AgD13 (CA)10 55
R: GGAGCACGCGATAACAAGAGC

F: AGCCCTGGTGATAGTGACAG"®
CA002 (CA)1 55
R: AACAGCAAAATGTAAAGTGGCATC
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3.3.4.1 Amplificacién de loci de microsatélites

Las reacciones de la PCR se llevaron a cabo en un termociclador
Mycycler Biorad. Todos los loci de microsatélites fueron amplificados con el
mismo perfil de temperatura, con excepcién de la temperatura de alineaciéon de
los cebadores, la cual se modificé de acuerdo a la temperatura 6ptima de cada
cebador (Tabla Il). En general, el perfil de amplificacién consistié de un periodo
de desnaturalizacion inicial de 5min a 95°C seguido de 35 ciclos de 30 s a
95°C, 30 s a la temperatura 6ptima de alineacion de cada cebador, 45 s a 72°C

y una extension final de 30 min a 72°C.

La concentracion de los productos amplificados se evalué utilizando una
regla molecular de concentracién conocida mediante una electroforesis en gel
de agarosa al 2%, tefiida en una solucion al 10% de Gel-Star® y visualizada
con luz ultravioleta. Posteriormente, las muestras se ajustaron a una
concentracion de 2 ng/ul, que es la requerida para el analisis de fragmentos en

el secuenciador automatico.

Para asegurar la reproducibilidad y consistencia en el proceso de
amplificacion, el 5% de las muestras fueron re-amplificadas y en cada reaccién
de PCR se incluyd un control negativo para detectar problemas de
contaminacioén. Los productos de amplificacion de PCR fueron separados por

electroforesis capilar mediante un secuenciador automatico de ADN Applied

28



Biosystems 310 Genetic Analyzer. El tamafio de los alelos se determiné con el
programa GeneMarker 1.85 (Softgenetics) y el programa Microchecker

(Oosterhout et al. 2004) para detectar la presencia de alelos nulos.

3.35 Analisis de datos

3.3.5.1 Diversidad genética

El analisis de diversidad genética, en el que se incluye al nimero y
frecuencia de alelos, asi como al grado de heterocigosis en cada poblacién, fue
calculado mediante el programa GDA 1.1 (Lewis & Zaykin 2001). La riqueza
alélica por locus y por poblaciéon fue calculada usando el FSTAT 2.9.3 (Goudet
2001). Por otra parte, la prueba global para detectar desviaciones al equilibrio
de Hardy-Weinberg, asi como el andlisis de desequilibrio en el ligamiento entre
todos los pares de loci fue analizado utilizando GENEPOP 4.0 (Raymond &
Rousset 1995; Rousset 2008). La significancia para todas las pruebas multiples

se fij6 en 0.05, con la correccion de Bonferroni (Rice 1989).

3.3.5.2 Asignacion poblacional

Para determinar la estructura poblacional de A. germinans en las costas
del Pacifico y Atlantico de México y simultdneamente asignar individuos a las

areas geograficamente definidas se utilizé el método de agrupamiento
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Bayesiano implementado en el programa STRUCTURE 2.2.3. (Pritchard et al.
2000). Este consisti6 de un andlisis exploratorio para inferir la estructura
genética poblacional y asignar los individuos probabilisticamente dentro de K

grupos de acuerdo a sus similitudes en frecuencia y numero de alelos.

Las simulaciones se hicieron con base en 5x10° interacciones después
de un calentamiento inicial de igual longitud, suponiendo frecuencias alélicas
correlacionadas y bajo el modelo de poblaciones mezcladas (admixture model).
Con el objetivo de asegurar la convergencia en las cadenas de Markov y la
reproducibilidad del analisis, se corrieron 10 replicas para cada K grupo. El
numero mas probable de K grupos fue aquel que tuvo el mas alto valor de
Pr(X|K) (Pritchard et al. 2000). Posteriormente, el nimero de grupos fue

ajustado de acuerdo al algoritmo AK descrito por Evanno et al. (2005).

3.3.5.3 Estructura genética poblacional

La distribucion de la variacion genética de los grupos obtenidos del
analisis del programa STRUCTURE fue estimado mediante un andlisis de
varianza molecular, AMOVA (Excoffier et al. 1992) bajo el modelo de alelos
infinitos (Infinite Allele Model; IAM) y el de mutacién por pasos (Single-Step
Mutation Model; SMM) empleando el programa Arlequin 3.5 (Excoffier & Lischer
2010). La variacion genética fue cuantificada utilizando cuatro niveles

jerarquicos: entre grupos, entre poblaciones dentro de grupos, entre individuos
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dentro de poblaciones y entre individuos. La significancia estadistica fue
evaluada a través de 10,000 permutaciones no paramétricas con base en los
estadisticos F de Wright: Fst, Fis y Fir; (Wright 1965). Se calcularon los
coeficientes de diferenciacion genética Fst y Rsr, el primero sélo considera la
frecuencia de los alelos detectados mientras que el segundo considera ademas
de su frecuencia, la distancia genética molecular entre éstos. El valor de
significancia para todas las pruebas multiples se fijé en 0.05, con la correccién

de Bonferroni (Rice 1989).

3.4 Resultados

3.4.1 Diversidad genética

El analisis de siete microsatélites registré 93 alelos diferentes en los 448
individuos de A. germinans examinados, de los cuales 27 fueron compartidos
entre Pacifico y Atlantico, 33 fueron exclusivos del Pacifico y 33 del Atlantico. El
namero total de alelos por poblacién varié de 7 (AKl) a 31 (AJA, AMM) en el

pacifico y de 23 (APM) a 42 (APT, ALA) en el Atlantico.

La mayor diversidad genética se observd en la costa del Atlantico (RA =
3.64) y ademas no se observo diferencia significativa (P > 0.05) entre los cuatro
sitios analizados. En contraste, en la costa del Pacifico, la diversidad genética
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fue mayor en la regién del Pacifico sur (AMM, AJA, APC; RA = 3.34), seguido
por la regiéon de Marismas Nacionales (AAT, ATP, ANV, AMX, ANA; RA = 2.06),
centro del Pacifico (ABN; RA = 1.56) y la region del Golfo de California (ABC,

ABL, ABM, AKI, AGU AJZ; RA =1.22) en el norte.

La mayoria de los loci fueron polimérficos en todas las localidades
analizadas, con excepcién de AKI. La Hop varié de 0.00 (AKI) a 0.51 (APC) en el
Pacifico y de 0.37 (ALT) a 0.48 (APT) en el Atlantico (Tabla Ill). El nimero total
de alelos por locus varié de 4 (AgT8) a 23 alelos (AgD13) con uno y seis alelos
privados, respectivamente y una heterocigosidad observada que varié de 0.06

(AgT9) a 0.34 (CA_002).

El nimero de alelos privados (AP) varié de 0.0 (ABC, ABM, AKI, AAT,
ANA, AMM) a 2.0 (ABL, ABN, AJA, APC) en el Pacifico y de 1.0 (APM) a 5.0
(ALA, ALT, APT) en el Atlantico, con un namero total de 29 alelos privados en
ambas costas (Tabla Ill). La riqgueza alélica (RA) varié de 1.00 (AKI) a 3.51
(APC) en el Pacifico y de 3.26 (APM) a 4.14 (APT) en el Atlantico, con un
promedio de 2.3 alelos por locus en los 19 sitios de colecta. Los sitios de
colecta ubicados en la regién norte del Golfo de California (ABC, ABL, ABM,
AKI, AGU, AJZ) mostraron la menor rigueza alélica (RA < 1.3), principalmente
aquellos localizados en la Peninsula, donde se observo la fijacion de un sélo

alelo en tres (AgT7, AgT8 y AgD13) de los siete loci analizados. Ademas, donde
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se ubico el sitio de muestreo mas nortefio (AKI) en el Golfo de California, se

observo nula variabilidad genética.

Los siete loci analizados se comportaron de manera independiente, y no
se registré la presencia de genes ligados o la presencia de alelos nulos en
ninguno de los sitios de colecta (P > 0.05). La prueba global de Hardy-Weinberg
reveld un déficit de heterocigotos (P < 0.05) en siete de los 19 sitios analizados.
Tres se localizan en la costa Pacifico (ANA, AMM, AJA) y cuatro en la costa del

Atlantico (ALA, ALT, APT, APM).
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Tabla Ill. Diversidad genética de A. germinans en términos del niumero total de alelos (A),
proporcién de loci polimérficos (P), riqueza alélica (RA), alelos privados (PA), heterocigosidad
esperada (HE) y observada (HO), y coeficiente de endogamia (FIS). (*) Fuera del equilibrio de
Hardy-Weinberg (P < 0.05)

Region Localidad N A P RA AP He Ho Fis

Costa del Pacifico

ABC 18 10 0.28 1.29 0 0.08 0.07 0.19
ABL 30 0.28 1.15 2 0.02 0.02 -0.04
ABM 34 0.28 1.08 0 0.01 0.01 -0.01
AKI 29 7 0.00 1.00 0 0.00 0.00
Pacifico Norte AGU 24 14 057 141 1 007 006 0.10
AJZ 30 15 0.71 1.37 1 0.05 0.05 -0.01
AAT 30 19 1.00 1.94 0 0.21 0.21 0.02
ATP 30 22 1.00 212 1 0.24 0.24 0.00
ANV 24 24 1.00 221 1 0.25 0.22 0.12
e AMX_ 17 18 071 203 1 022 018 017
ANA 30 19 0.85 1.96 0 0.23 0.18 0.19*
Pacifico Centro
e ABN 10 12 057 156 2 010 010 -0.05_
AMM 16 31 1.00 3.32 0 0.42 0.36 0.14*
Pacifico Sur AJA 20 31 0.85 3.18 2 0.38 0.35 0.10
e APC . 10 .28 100 351 2 051 051 000
Promedio Pacifico 0.68 1.94 0.19 0.17 0.07
_Costadel Atlantico
Golfo de México ALT 28 41 0.85 3.52 5 0.43 0.36 0.16*
R ALA 30 42 100 362 5 045 041 008"
Peninsula de Yucatén APT 30 42 0.85 4.14 5 0.56 0.48 0.15*
o APM 8 23 08 326 1 055 044 021
Promedio Atlantico 0.88 3.64 049 0.42 0.15*
Total 448 93 1.00 23 29 0.26 0.23 0.11
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El locus AgT8, mostré el menor nimero de alelos (A = 4) y sélo tres
fueron detectados en el Pacifico y Golfo de México. De los cuatro alelos
detectados (106, 110, 114, 118; longitud en Pb), el alelo 118 se detectd sélo en
el sitio APM, al sureste de la Peninsula de Yucatan. La frecuencia en la que
éste fue detectado (18.75 %) sugiere que es un alelo real y no un artefacto

durante el proceso de genotipado, lectura y/o asignacion de alelos.

Se registr6 una marcada diferencia entre la frecuencia de los alelos
detectados en las costas del Pacifico y Atlantico (Fig. 2). En la costa del
Pacifico se detectaron tres alelos, siendo el alelo 110 el mas frecuente (83 %).
Mientras que en la costa del Atlantico se registraron 4 alelos, siendo el alelo 114
el mas frecuente (65 %). El alelo mas frecuente en el Pacifico, se encuentra
escasamente en el Atlantico (8 %) y ademas se observé una tendencia
decreciente hacia el interior del Golfo de México hasta desaparecer en el sitio
mas nortefio (ALT). Por el contrario, el alelo 114 fue el mas frecuente en el
Atlantico (65 %) y en el Pacifico su frecuencia fue considerablemente menor (25
%). El alelo 106 no fue detectado en el noroeste de México. Sin embargo, si fue
detectado en algunos individuos colectados en el sur del Pacifico y Golfo de
México, alcanzando su maxima frecuencia en la Peninsula de Yucatan (44 %).
En ambas costas se observé una tendencia hacia la fijacion del alelo mas
comun conforme se acercaban hacia el Golfo de California en el Pacifico y
hacia el Golfo de México en el Atlantico.
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Figura 2. Frecuencias alélicas de los cuatro alelos detectados mediante el locus AgT8. En cada
gréfico de pastel, los colores indican alelos diferentes y la proporcion de colores indica la
frecuencia de cada uno de los alelos en los sitios de colecta.

36



El locus AgT9 esta representado por ocho alelos. Sin embargo, la
diversidad en la region norte y centro del Pacifico estuvo representada por sélo
cuatro alelos, de los cuales, uno de ellos (237 Pb) con un porcentaje superior al
95 %. Por otro lado, en la costa del Atlantico s6lo se observaron dos alelos, uno
de ellos exclusivo de ALA pero con una frecuencia muy baja (2 %), ya que fue
detectado en soélo un individuo, mientras que el resto de individuos colectados
en el Atlantico fueron clones (Fig. 3) y homocigotos para el alelo (228 Pb),
consecuentemente, fue el locus que registré el mayor porcentaje de individuos

homocigotos.

Es importante resaltar que el individuo que registré el alelo privado fue
re-analizado para corroborar la longitud del alelo y su presencia en el sitio. El
resultado fue positivo y por ende fue considerado como un alelo real y no un

artefacto del proceso de amplificacion y/o genotipado.
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Figura 3. Frecuencias alélicas de los ocho alelos detectados mediante el locus AgT9. En cada
gréfico de pastel, los colores indican alelos diferentes y la proporcion de colores indica la
frecuencia de cada uno de los alelos en los sitios de colecta.
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El locus AgT7 esta representado por 13 alelos. Sin embargo, la
diversidad observada en la costa del pacifico es muy baja ya que solo se
detectd a ocho alelos y mas del 90% de los individuos fueron homocigotos y
clones para uno solo de ellos, observandose la fijacién del mismo en la regién
del Golfo de California (Fig. 4). Por otro lado, en la costa del Atlantico se
registré una mayor variabilidad con 12 alelos en total. El alelo mas frecuente del
Pacifico solo fue detectado en uno de los individuos analizados en el Atlantico
(ALT) y viceversa. Este locus mostré cinco alelos exclusivos de la costa del
Atlantico, dos de ellos estuvieron presentes tanto en la region del Golfo de
México como en la Peninsula de Yucatan, dos fueron exclusivos de la peninsula

de Yucatan (APT) y uno mas de el Golfo de México (ALA).
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Figura 4. Frecuencias alélicas de los 13 alelos detectados mediante el locus AgT7. En cada
gréfico de pastel, los colores indican alelos diferentes y la proporciéon de colores indica la
frecuencia de cada uno de los alelos en los sitios de colecta.
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El locus AgT4, al igual que el AgT7 también esta representado por 13
alelos, siete fueron exclusivos del Pacifico y dos del Atlantico con un total de 10
y 6 alelos, respectivamente (Fig. 5). La regién del Pacifico Norte y centro se
caracterizé por presentar un alelo en comun con una frecuencia mayor al 90%.
Este mismo alelo se detectd en la region Pacifico sur, pero en menor frecuencia
(10 — 20 %). Por el contrario, este mismo alelo no estuvo presente en ninguna
de las localidades analizadas en la costa del Atlantico (Fig. 5). En el caso de la
region Pacifico sur, el alelo con mayor frecuencia (> 55 %) fue registrado con

una frecuencia muy similar en la costa del Atlantico.
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Figura 5. Frecuencias alélicas de los 13 alelos detectados mediante el locus AgT4. En cada
gréfico de pastel, los colores indican alelos diferentes y la proporcion de colores indica la
frecuencia de cada uno de los alelos en los sitios de colecta.
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Los loci AgD6 y AgD13 mostraron un patrén muy similar al observado en
el locus AgT4, donde los alelos mas representativos en el Pacifico difieren de
aquellos alelos mas representativos del Atlantico. Es importante destacar que el
locus AgD6 (Fig. 6) mostro seis alelos privados, tres en la peninsula de Yucatan
(APT), dos en el Golfo de México (ALA, ALT) y uno en el Pacifico sur (AJA). El
locus AgD13 registr6 el mayor niumero de alelos (A = 23). Sin embargo, la
mayor parte de éstos fue detectada en la costa del Atlantico, sélo seis alelos
fueron detectados en el Pacifico, de los cuales, uno que domina en el Pacifico
norte y otro que domina en el centro y sur del Pacifico (Fig. 7). Ademas, es
importante mencionar que éste locus, presentd desviaciones al equilibrio de
Hardy-Weinberg por déficit de heterocigotos en toda la costa del Atlantico, asi
como en una localidad de Marismas Nacionales (ANV) y en una del Pacifico Sur
(AJA), principalmente debido a la baja frecuencia en la que aparecieron la

mayor parte de sus alelos.
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Figura 6. Frecuencias alélicas de los 17 alelos detectados mediante el locus AgD6. En cada
gréfico de pastel, los colores indican alelos diferentes y la proporcion de colores indica la
frecuencia de cada uno de los alelos en los sitios de colecta.
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Figura 7. Frecuencias alélicas de los 23 alelos detectados mediante el locus AgD13. En cada
gréfico de pastel, los colores indican alelos diferentes y la proporcion de colores indica la
frecuencia de cada uno de los alelos en los sitios de colecta.
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El locus CA_002 mostré 15 alelos, siete de ellos privados, dos en la
entrada del Golfo de California, uno en la peninsula (ABL) y otro en la costa de
Sinaloa (AJZ), dos mas en Marismas Nacionales (ATP, AMX), uno en el
Pacifico centro (ABN) y otro mas en el Pacifico Sur (APC), mientras que en el
Atlantico sélo un alelo privado fue registrado en la region del Golfo de México
(ALA). Es importante destacar que el alelo mas frecuente detectado en el Golfo
de México (40-60%), también se registré en el Golfo de California (ABC) con
una frecuencia similar, mientras que en el resto del Pacifico la frecuencia fue

menor (3 - 15%; Fig. 8).
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Figura 8. Frecuencias alélicas de los 15 alelos detectados mediante el locus CA_002. En cada
gréfico de pastel, los colores indican alelos diferentes y la proporcion de colores indica la
frecuencia de cada uno de los alelos en los sitios de colecta.
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3.4.2 Asignacion Poblacional

El analisis de agrupamiento revelé que la variabilidad genética de A.
germinans en México se encuentra heterogéneamente distribuida. De acuerdo
al andlisis bayesiano realizado en el programa STRUCTURE vy a la correccién
sugerida por Evanno et al. (2005), la variabilidad genética de A. germinans se
encuentra distribuida en seis diferentes grupos (K = 6, Fig. 9). Los sitios con el
porcentaje de asignacion individual (>90%), fueron APM, APT, ALA, ALT en el

Atlantico y APC, AJA, AMM en el Pacifico sur (Fig. 9).
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Figura 9. Resultados del andlisis bayesiano (K = 6). En el grafico, las barras verticales
representan al porcentaje de asignacion de cada uno de los individuos de A. germinans
analizados. Cada color representa a un grupo diferente y su distribucioén en la costa de México.
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El andlisis de agrupamiento bayesiano detecté la presencia de cuatro
grupos en la region norte y centro del Pacifico (Fig. 9). En cada uno de los
grupos el porcentaje de asignacion individual fue menor al 50 % excepto en el
grupo 1 (Fig. 9) donde el porcentaje fue mayor al 60 %. Este bajo porcentaje de
asignacion sugiere que los grupos no se han separado del todo, o bien que
permanecen en contacto mediante flujo génico actual. Por otro lado, el alto
porcentaje de asignacion individual de los manglares en el Atlantico, respecto a
los de toda la costa del Pacifico sugiere que éstos se comportan como unidades
independientes y aunque comparten gran parte de su composicién genética, la
frecuencia de sus alelos es muy diferente, posiblemente debido su aislamiento
desde la elevacion del Istmo de Panama hace aproximadamente 3 millones de

anos.

3.4.3 Estructura Genética

El AMOVA, aplicado a cuatro niveles jerarquicos de diferenciaciéon
genética (Tabla IV) mostré que el mayor porcentaje de la variacion molecular
corresponde a la diferencia entre los seis grupos establecidos por el andlisis
bayesiano (Figura 9), (Fst = 52; Rst = 81%) (P < 0.05), soportando los
resultados del analisis de agrupamiento e indicando una fuerte estructura en la

distribucion de la composicion genética de los bosques de mangle a lo largo del
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Pacifico y Golfo de México. En el analisis de comparaciones pareadas entre los

grupos, todas las comparaciones mostraron diferencias significativas (Tabla V).

51



Tabla V. Analisis Molecular de Varianza (AMOVA) jerédrquico, aplicado bajo dos
aproximaciones al modelo de mutacion de los microsatélites (IAM y SMM) en los bosques del
mangle A. germinans del Pacifico y Atlantico; % Var., Porcentaje de variacion explicado por el
nivel jerarquico; *, Estadisticamente significativo (P<0.05).

IAM SMM
Fuente de Variacion
% Var. Fst % Var. Rst
Entre Grupos 52.95* 0.52* 81.00* 0.81*
Entre poblaciones dentro de grupos 5.67* 0.12* 2.35* 0.12*
Entre individuos dentro de poblaciones 4.33* 0.10* 2.79* 0.16*
Entre individuos 37.05* 0.62* 13.86* 0.86*

Grupo 1 (ABC); Grupo 2 (ABL, ABM, AKI, AGU, AJZ); Grupo 3 (AAT, ATP, ANV, AMX); Grupo 4
(ANA, ABN); Grupo 5 (AJA, AMM, APC); Grupo 6 (APM, APT, ALA, ALT)
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Tabla V. Comparaciones pareadas entre los grupos establecidos de acuerdo al analisis en

STRUCTURE. Bajo la diagonal, distancias calculadas en base al modelo de alelos infinitos (Fsr)

y sobre la diagonal, con base en el modelo de mutacion por pasos (Rsr).

Grupol Grupo?2 Grupo3 Grupo4 Grupo5 Grupo6

Grupol  ---- 0.20 0.05 0.17 0.66 0.83
Grupo2 059 - 0.10 0.27 0.85 0.91
Grupo3 0.25 0.24 - 0.04 0.75 0.86
Grupo4  0.28 0.28 0.08 - 0.70 0.84
Grupo5  0.39 0.62 0.39 0.27 - 0.60
Grupo 6 0.56 0.74 0.58 0.55 045 -

Grupo 1 (ABC); Grupo 2 (ABL, ABM, AKI, AGU, AJZ); Grupo 3 (AAT,
ATP, ANV, AMX); Grupo 4 (ANA, ABN); Grupo 5 (AJA, AMM, APC);
Grupo 6 (APM, APT, ALA, ALT)
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3.5 Discusién

351 Diversidad Genética

Los niveles mas bajos de diversidad genética en este estudio se
registraron en la region del Pacifico Norte, principalmente en el Golfo de
California donde se ubica el limite norte de distribucion de las especies de
mangle del Pacifico oriental. Diversos estudios han documentado que las
poblaciones cercanas a su limite de distribucién se caracterizan por presentar
bajos niveles de diversidad y altos niveles de estructura genética (Maguire et al.
2000b; Arnaud-Haond et al. 2006; Triest 2008; Pil et al. 2011). La principal
explicacion que han dado es que estas poblaciones se encuentran alejadas de
la poblacién ancestral y que las condiciones ambientales no son las mas
propicias para el reclutamiento y éptimo desarrollo de la especie. En este
estudio la poblacion de Bahia de Kino (AKI) es la mas nortefia y present6 nula
diversidad genética, ya que los 29 individuos analizados son genéticamente

idénticos.

La diversidad genética en la costa del Pacifico mostré una tendencia
decreciente hacia las poblaciones mas nortefas, lo cual puede deberse a que
las condiciones ambientales que favorecen al desarrollo de las especies de
mangle se tornan méas desfavorables hacia el limite de su distribucion y por

ende su cobertura y desarrollo estructural es menor. Otra hipotesis es que las
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poblaciones actuales fueron recolonizadas a partir de un nimero reducido de
individuos provenientes de las poblaciones mas surefias siguiendo el modelo de
migracion por pasos, (Kimura & Weiss 1964b) y a que durante cada evento de
colonizacion hacia el norte la diversidad genética fue reduciéndose debido a
repetidos eventos fundador, de tal manera que las poblaciones mas nortefias
contienen una menor proporcion del pool genético ancestral (Broders et al.

1999; Hedrick et al. 2001; Abdelkrim et al. 2005).

La baja diversidad genética que caracteriza a las poblaciones cercanas a
su limite de distribucion se debe a diversos factores histéricos, biogeograficos y
ecoldgicos. Las poblaciones mas nortefias son las mas afectadas por eventos
histéricos de extincién y recolonizacion debido a los periodos de glaciacién
(Hewitt 2004). Estos eventos de re-colonizacion o expansion del habitat a partir
de poblaciones ancestrales pudieron haberse dado a partir de un numero
reducido de individuos de diversidad genética lo que explica la baja diversidad
genética de las poblaciones mas norteflas analizadas en este estudio. Este
mismo patrén ya ha sido reportado para A. germinans en la regién AEP (Dodd
et al. 2002; Nettel & Dodd 2007) y para A. marina en la region IWP (Maguire et

al. 2000a; Maguire et al. 2000b; Giang et al. 2003; Arnaud-Haond et al. 2006).

En contraste, el efecto de los periodos de glaciacién sobre la diversidad
genética de las especies de mangle no ha afectado a las poblaciones ubicadas

en el centro de distribucion, debido a la alta biodiversidad registrada
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actualmente, especialmente para el area de la costa Pacifico de Colombia,
Panama y Costa Rica (Duke et al. 1998a), considerada como una zona de
refugio de las especies costeras tropicales durante los periodos glaciares. De
acuerdo a lo anterior, se sugiere que la diversidad y estructura genética de las
especies de mangle en esta regién esta compuesta por la mayor parte del pool
genético ancestral, ademas de las nuevas variantes que han surgido a lo largo
de su historia. Esta hip6tesis concuerda con los resultados obtenidos por Salas-
Leiva et al. (2009) quienes reportan una mayor diversidad genética en la costa

colombiana con respecto a lo reportado en este estudio.

En general, los valores de diversidad genética fueron mayores en la
costa del Atlantico que en la del Pacifico. Este mismo comportamiento fue
reportado por Salas Leiva et al. (2009) en poblaciones colombianas de A.
germinans (Pacifico RA = 3.7, HO = 0.27; Atlantico RA = 5.6, HO = 0.43). Es
importante resaltar que Salas-Leiva et al. (2009) evaluaron la diversidad
genética y los niveles de flujo génico utilizando nueve loci de microsatélites, de

los cuales, cinco son los mismos utilizados en este estudio.

En la costa del Pacifico Mexicano, la mayor diversidad genética de A.
germinans se encuentra en la region Pacifico sur, la cual ha sido reportada
como una zona de hibridacion (Nettel et. al. 2008). La alta diversidad de
especies taxonémicamente emparentadas que cohabitan en espacio y tiempo

promueve los procesos de hibridacién (Mallet 2005), incrementando el pool
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genético original. Nettel et al. (2008) reportaron un incremento de la diversidad
genética de A. germinans debido a una antigua hibridaciéon con A. bicolor. Sin
embargo, ademas de la hibridacion, las extensas zonas de manglar y la
conectividad de los ecosistemas costeros de la region Pacifico sur también

contribuyen significativamente en la elevada diversidad genética que contienen.

En el caso de los sitios analizados en la costa del Atlantico, los valores
de diversidad genética fueron muy similares a los detectados en el Pacifico Sur.
Dos de los tres sitios de colecta en el Pacifico Sur y los cuatro del Atlantico
mostraron indicios de endogamia debido al déficit de individuos heterocigotos
(Tabla III). Estos resultados son consistentes con lo reportado por Salas-Leiva
et al. (2009), quienes reportaron indicios de endogamia en el Pacifico y
Atlantico de Colombia. Estos autores atribuyen el elevado indice de endogamia
a la fragmentacion de los bosques de mangle por deforestacion en Colombia.
Sin embargo, en México no se tiene un registro exacto de la tasa de
deforestaciéon de manglar y mucho menos por especie. Se ha reportado de
manera general una reduccién en cobertura de manglar del 12 al 60% (Ruiz-
Luna et al. 2008) lo cual puede estar influyendo en la reduccién y alteracién de

las frecuencias alélicas y genotipicas en las poblaciones de mangle en México.
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352 Estructura Genética.

El analisis de agrupamiento de este estudio demostré6 que las
poblaciones geograficamente mas apartadas tienden a mostrar una mayor
diferenciacion genética y aun cuando comparten la mayor parte de su
composicidbn genética, la frecuencia y organizacion de la misma es
heterogéneamente distribuida. De acuerdo a los resultados, las poblaciones se
agruparon en seis diferentes grupos que mayormente corresponden al origen
geografico de las muestras: Grupo 1) ABC, poblacion mas nortefia en la
peninsula de Baja California; Grupo 2) ABL-ABM-AKI-AGU-AJZ, centro y sur del
Golfo de California; Grupo 3) AAT-ATP-ANV-AMX, subregién de Marismas
Nacionales; Grupo 4) ANA-ABN, region del Pacifico central;, Grupo 5) AJA-
AMM-APC, regién Pacifico sur y Grupo 6) APM-APT-ALA-ALT, regién Golfo de

México y Peninsula de Yucatan en la costa del Atlantico (Figura 9).

La restriccion del flujo genético potencialmente favorece la sub-
estructuracién de las poblaciones, como se observa en los resultados del
presente estudio y como ha sido reportado para otras plantas tropicales
(Hanson et al. 2008). La estructura genética poblacional resulta de la
interaccién de diversos mecanismos como la mutacién, migracion, seleccion y
deriva génica que operan de manera alternada o ininterrumpida a lo largo de la

historia de vida de las poblaciones y especies (Loveless & Hamrick 1984). Las
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especies de plantas debido a su naturaleza sésil, ademas de los mecanismos
mencionados, su estructura genética responde en gran medida a la estructura
espacial de sus poblaciones e individuos (Sousa et al. 2007). A pesar de que
las especies de mangle han sido catalogadas por mantener un alto potencial
para dispersarse a largas distancias (Rabinowitz 1978; Dodd et al. 2002; Nettel
& Dodd 2007), diversos factores locales como patron de vientos, corrientes,
polinizadores, entre otros; pueden influir en las frecuencias de alelos y
genotipos en un determinado espacio, dandole forma a la estructura local del
ecosistema y propiciando la formacion de demos o unidades poblacionales

independientes (Sousa et al. 2007).

La dispersién a través de polen y semillas en las especies de plantas son
el principal mecanismo de flujo genético que determina la diversidad y
estructura genética (Dick et al. 2003). Sin embargo, la actual diversidad y
estructura genética de A. germinans en México puede atribuirse a diferentes
procesos ecoldgicos, ambientales y a la influencia de actividades humanas
sobre la zona costera a lo largo del tiempo. La polinizacién es uno de estos
procesos y constituye un mecanismo de gran importancia en la historia de las
poblaciones, debido a que representa el intercambio genético entre diferentes
individuos. La dispersion del polen a grandes distancias ayuda a mantener el
flujo genético y potencialmente a reducir la endogamia y estructura genética de
las poblaciones (Hanson et al. 2008), por lo tanto la estructura genética
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dependera parcialmente de los mecanismos de polinizacion y del potencial de

desplazamiento de sus polinizadores.

A. germinans es una especie protandrica, lo cual significa que puede
producir tanto flores masculinas como femeninas. Sin embargo, la maduracion
de sus 6rganos sexuales se lleva a cabo en diferentes etapas para reducir el
riesgo de autopolinizacion (Tomlinson 1994). La polinizacion es principalmente
conducida por abejas (Tomlinson 1994; Tovilla-Hernandez & Orihuela-Belmonte
2002), las cuales tienen la capacidad de dispersarse a largas distancias y por
ende transferir polen entre arboles apartados por varios kilometros (Cain et al.
2000; Ghazoul 2005). Sin embargo, la fragmentacién del habitat puede restringir
la dispersion del polen cuando esta se convierte y actia como una barrera para
el desplazamiento de los polinizadores (Hanson et al. 2008). A pesar de que la
polinizacion puede limitarse a la dispersion local, se ha observado que la
dispersién de propagulos de A. germinans a través de las corrientes marinas
puede asegurar el intercambio de migrantes a largas distancias e incluso
atravesar océanos y mantener en contacto a poblaciones trasatlanticas (Dodd
et al. 2002; Nettel & Dodd 2007). Sin embargo este mecanismo no procede en
presencia de barreras fisicas y oceanograficas como es el caso de la elevaciéon
del Istmo de Panama que interrumpié el flujo genético entre las poblaciones del
Atlantico y las del Pacifico hace aproximadamente 3.5 millones de afios. Este
aislamiento provocado por la elevacion del Istmo de Panam@, ha favorecido a la
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diferenciacion genética de diferentes especies, entre ellas las de mangle y se
ha visto reflejado en los resultados de Dodd et al (2002) y Nettel y Dodd (2007)
con AFLPs y analisis de secuenciacion de ITS y genes del cloroplasto en A.
germinans y son ahora corroborados con andlisis de microsatélites (Este

estudio).

Los resultados de este estudio indican que la diversidad genética de A.
germinans esta significativamente estructurada entre las regiones decretadas
por el andlisis de agrupamiento, pero ademas entre poblaciones dentro de las
regiones. Estos resultados son consistentes con los previamente reportados por
Cerdén-Souza et al. (2005) y Salas-Leiva et al. (2009) en la costa Colombiana,
aunque las poblaciones mexicanas presentaron valores de diferenciaciéon
genética mayor. De acuerdo a lo anterior, se sugiere que el germoplasma que
sea utilizado durante los programas de reforestacion, provenga de una fuente
local y no mezclar con el de otras localidades. Ademas, es importante que los
propagulos con que se va a reforestar un sitio provengan de diferentes arboles

para evitar o reducir el riesgo de endogamia en la poblacién trasplantada.
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4. Genética poblacional de Rhizophora mangle en México.

4 1Introduccidén

Rhizophora mangle L., (Rhizophoraceae) comunmente conocido como
mangle rojo, es un arbol perene considerado como una especie rara debido a lo
restringido de su habitat a la zona intermareal en lagunas costeras y bahias
protegidas de la accion fisica del oleaje y mareas. Este es encontrado desde
México hasta el norte de Ecuador en la costa Pacifico y de México a Brasil en la
costa Oeste del Atlantico (Tomlinson 1994). Esta especie es ademas localizada
en la costa Oeste de Africa desde Angola hasta Mauritania (Tomlinson 1994).
En América, R. mangle tiene su limite norte a los 24°N en el Golfo de México y
a los 29°N en Bahia de Los Angeles en el Golfo de California (Pacheco-Ruiz et

al. 2006).

A pesar de que la especie tiene una marcada especificidad por el habitat,
esta ocurre sobre diversas condiciones ambientales y paisajes
geomorfolégicamente distintos. Estas diferencias en el habitat estdn asociadas
con diferencias locales de hidrologia, salinidad y temperatura del agua; y a una
escala mas amplia con el clima (Duke et al. 2002; Gilman et al. 2008; Krauss et
al. 2008), resultando en una gran diversidad morfologica de los arboles, sus
estructuras reproductivas y del bosque en conjunto (Flores-Verdugo et al. 1990;

Flores-Verdugo 1992; Tomlinson 1994; Dominguez et al. 1998). Con excepcién
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de las grandes extensiones de R. mangle localizadas en los estados de Nayarit
y Sinaloa (Marismas Nacionales), las poblaciones del Pacifico de México son
mas pequefias y mas dispersas que las del Golfo de México y Mar Caribe

(Acosta-Velazquez et al. 2009; CONABIO 2009).

R. mangle es una especie que tiene flores durante todo el afio. Sin
embargo, su maxima floracién ocurre a finales de verano. Sus flores presentan
tanto estructuras masculinas como femeninas y la morfologia general de la flor
permite la autopolinizacion, la cual es llevada a cabo por el viento (Tomlinson
1994). La dispersion de R. mangle es a través de sus propagulos flotantes, los
cuales pueden permanecer viables por periodos de hasta un afio (Rabinowitz

1978; Tomlinson 1994).

Al igual que la mayoria de las especies, el mangle rojo alcanza su maximo
desarrollo estructural en ambientes con bajos niveles de estrés ambiental y
antropogeénico. Sin embargo, debido a su alta tolerancia a altos rangos de
salinidad y temperatura, es posible encontrarlos en los limites de distribucion
bajo condiciones inhéspitas para la gran mayoria de las especies de mangle.
Sin embargo y debido al estrés fisiologico su desarrollo estructural es muy
inferior al encontrado en sus condiciones Optimas, observandose una gran
diversidad morfologica, atribuida principalmente a la gran diversidad de habitats
y condiciones ambientales en las que habita (Dominguez et al. 1998; Agraz

Hernandez et al. 2011).
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Richards et al. (2010) denominaron a esta diversidad morfoldgica, como
plasticidad fenotipica y sugieren que ésta plasticidad puede ser mayor en
aquellas especies con un alto rango de distribucion y con elevada variabilidad
genética. Es por eso que la conservacion de la diversidad genética se ha
convertido en uno de los principales objetivos en los planes de manejo y
conservacion de las especies. En el siguiente capitulo, se pretende evaluar la
variabilidad genética poblacional, asi como su grado de conectividad y flujo

génico poblacional del mangle rojo R. mangle en México.
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4.20bjetivos

Objetivo general

Evaluar la diversidad y estructura genética de Rhizophora mangle en

las costas del Pacifico y Atlantico de México.

Objetivos Especificos

1. Determinar la composicidén genética de R. mangle en las costas

del Pacifico y Golfo de México.

2. Evaluar la estructura genética poblacional y los patrones de
dispersién de R. mangle en las costas del Pacifico y Golfo de

México.

3. ldentificar la ubicacion geografica de las regiones de mayor

diversidad genética en México.

4. Analizar los principales mecanismos que pudieron haber
intervenido en la composicion y distribucién actual de la diversidad

genética de R. mangle en México.
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4.3Materiales y Métodos

4.3.1 Area de estudio

Se analizaron individuos de 22 bosques de mangle R. mangle en las
costas Mexicanas dentro de las cinco regiones establecidas en el Inventario
Nacional de Manglares (Pacifico Norte, Pacifico Centro, Pacifico Sur, Golfo de
México y Peninsula de Yucatan; Figura 1, Tabla VI) establecido por la Comisién

Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad (CONABIO 2009).
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Figura 10. Area de estudio y sitios de colecta de R. mangle en las costas del Atlantico y Pacifico
de México. Circulos morados; Regién Peninsula de Yucatan, Circulos azules; Regién Golfo de
México, Circulos amarillos; Regién Pacifico Sur, Circulos naranja; Regién Pacifico Centro,
Circulos verdes; Regién Pacifico Norte (Verde obscuro; Subregiéon Marismas nacionales, Verde

claro; Subregion Golfo de California).
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Tabla VI. Ubicacion geografica, entidad y cédigo de los sitios de colecta de R. mangle en las
costas del Pacifico y Atlantico. *Subregion Golfo de California; bSubregic’m Marismas

Nacionales.

Sitio de Muestreo Entidad Cdbdigo Latitud Longitud
Pacifico Norte
®Bahia de Los Angeles Baja California RBA 29°02'72N 113°30°1W
®Bahia Concepcion Baja California Sur RBC 26°45'44N 111°53'34W
4Laguna San Ignacio Baja California Sur RSI 26°79'06N 113°15'27W
®Bahia Magdalena Baja California Sur RBM 24°44’25N 112°03'31W
®Bahia Balandra Baja California Sur RBL 24°19'08N 110°18'59W
®Bahia Kino Sonora RKI 28°48'37N 111°55’19W
®Guaymas Sonora RGU 27°57'25N 110°58'31W
%El Jitzamuri Sinaloa RJZ 26°17°07N 109°14'54W
®Bahia de Altata Sinaloa RAT 24°32'15N 107°49'58W
"Estero deTeacapan Sinaloa RTP 22°38'46N 105°42'35W
bNoviIIero-Agua Brava Nayarit RNV 22°11'42N 105°35'14W
bLaguna de Mexcaltitan Nayarit RMX 21°54’'30N 105°27'52W
®La Tovara, San Blas Nayarit RTO 21°32'31N 105°15'23W
Pacifico Centro
Barra de navidad Jalisco RBN 19°11'46N 104°39'55W
Laguna Cuyutlan Colima RCU 18°54’15N 104°01'56W
Pacifico Sur
Laguna Joaquin Amaro Chiapas RJA 15°45'54N 93°30°'30W
Laguna Panzancola Chiapas RPC 15°13'59N 92°54'48W
La Encrucijada Chiapas REC 15°05'22N 92°46'88W
Golfo de México
Laguna Tamiahua Veracruz RLT 21°15'30N 97°26'21W
Laguna Casitas Veracruz RCAS 20°15'64N 96°48'68W
Peninsula de Yucatéan
Puerto Morelos Quintana Roo RPM 20°53'18N 86°52'19W
Telchac-Progreso Yucatan RPT 21°19'59N 89°20'10W
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4.3.2 Colecta de material foliar

Se colectd material foliar de aproximadamente 20 individuos de R.
mangle en cada uno de los 22 bosques analizados en las costas del Pacifico y
Atlantico de México (Tabla VI, Fig. 10). Las muestras fueron tomadas de
especimenes separados por una distancia minima de 30 m entre individuos,
con el objetivo de reducir la probabilidad de muestrear individuos con cierto
grado de parentesco. La excepcion fue en Bahia de los Angeles (RBA) y Bahia
de Kino (RKI), donde se colectaron a una distancia de 10 m debido al reducido
tamafio del manglar. Las muestras colectadas se deshidrataron y se

almacenaron con gel de silica hasta la extraccion del ADN.

4.3.3 Extraccion de ADN

El ADN genomico fue extraido a partir de 20 mg de tejido foliar utilizando
el método de CTAB/PVP (hexadecil trimetil amonio bromuro/polivinil pirrolidona)
modificado por Mufiiz-Salazar et al.(2005). El método consistio en homogenizar
el tejido con hielo seco y resuspender en 0.85 volimenes de CTAB/PVP para
después incubar a 65°C durante 6 h. Posteriormente el homogenizado fue
extraido con aproximadamente 0.6 volumenes de cloroformo/ alcohol isoamilico
(24:1 viv) y centrifugado a 13,000 rpm por 10 min. para separar las fases. El

ADN fue precipitado con 0.7 volumenes de isopropanol a -20°C durante 12 h. Al
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final, el ADN obtenido fue re-suspendido en 100 pL de TE 1X y almacenado a -

20°C hasta su posterior analisis.

La eficiencia de la extraccion fue evaluada mediante una electroforesis
en gel de agarosa al 1.4% tefiida en una solucion al 10% de Gel-Star® para
visualizar el ADN a través de luz ultravioleta. La calidad del ADN se evalu6 al
considerar a una banda bien definida como ADN de buena calidad y a las
bandas barridas como ADN degradado. La cantidad de ADN se evalu6 al
comparar con la intensidad de las bandas de un marcador comercial de

concentracién conocida.

4.3.4 Analisis genético

Se amplificaron seis loci de microsatélites especificos de R. mangle,
previamente reportados por Rosero-Galindo et al. (2002). Los iniciadores de
secuencia fueron etiquetados con distintos fluorocromos (Tabla VII) y
posteriormente, los microsatélites fueron amplificados mediante una reaccion en
cadena de la ADN polimerasa (PCR) conteniendo 1X Buffer (10mM Tris HCI, 50
mM KCI, pH 8.3, SIGMA), 1.5 mM MgCl;, 0.1 mM de dNTPs, 0.15 uM de cada
cebador, 1 unidad de Tag ADN polimerasa (SIGMA) y 20 ng de ADN gendémico

en un volumen final de 20 yL de reaccion.
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Tabla VII. Microsatélites de R. mangle utilizados para el andlisis genético poblacional. Al final de
la secuencia de cada cebador F se indica el fluorocromo con el que fueron etiquetados, T °C:
indica la temperatura de alineacion utilizada en la PCR para cada cebador.

Secuencia 5’-3’
Locus Tipo de repeticion T°C
F: forward / R: reverse

F: TGTTGTGCTACAGACTTCATGCNEP (TA)14 (TGTA), (CA)1; (TA)

Rm?7 50
R: AGAGATACCAATCCAAGAACTGC (GA), (GA),
F: GGTGGGATTTGGTCTGGC™

Rm11 (CT)16 (CA)3 50
R: TTGCTTCCACACAGGAAAGAAG

: TGCCCTCTACGTTGTGAATG"®
R: CTGTCTGAGCTTGCATCATTG

T

: TTGCACTACCACAAACCAACC'®!

R: TTGCACAAGCACAAGAGCATAC

T

: CTCATGCACACGGATACAGACAC""“
Rm38 (CA)g 50
R: TGTTCCTATTCCTCAAATGATGCC

T

F: ACAGTCCTCCAATCGTGAATY
R: TTTAATTCTGACGGGACCAG
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4.3.4.1 Amplificacién de loci de microsatélites

Las reacciones de la PCR se llevaron a cabo en un termociclador
Mycycler Biorad. Todos los loci de microsatélites fueron amplificados con el
mismo perfil de temperatura. En general, el perfil de amplificacion consistio de
un periodo de desnaturalizacion inicial de 4min a 95°C seguido de 35 ciclos de
20 s a 95°C, 20 s a 50°C y 45 s a 72°C. Los 35 ciclos finalizaron con una

extension final de 30 min a 72°C.

La concentracion de los productos amplificados se evalué utilizando una
regla molecular de concentracién conocida mediante una electroforesis en gel
de agarosa al 2%, tefiida en una solucion al 10% de Gel-Star® y visualizada
con luz ultravioleta. Posteriormente, las muestras se ajustaron a una
concentracion de 2 ng/ul, que es la requerida para el analisis de fragmentos en

el secuenciador automatico.

Para asegurar la reproducibilidad y consistencia en el proceso de
amplificacion, el 5% de las muestras fueron re-amplificadas y en cada reaccién
de PCR se incluyd un control negativo para detectar problemas de
contaminacioén. Los productos de amplificacion de PCR fueron separados por
electroforesis capilar mediante un secuenciador automatico de ADN Applied

Biosystems 310 Genetic Analyzer. El tamafio de los alelos se determiné con el
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programa GeneMarker 1.85 (Softgenetics) y el programa Microchecker

(Oosterhout et al. 2004) para detectar la presencia de alelos nulos.

435 Analisis de datos

4.3.5.1 Diversidad genética

El analisis de diversidad genética, en el que se incluye al nimero y
frecuencia de alelos, asi como al grado de heterocigosidad en cada poblacion,
fue calculado mediante el programa GDA 1.1 (Lewis & Zaykin 2001). La riqueza
alélica por locus y por poblaciéon fue calculada usando el FSTAT 2.9.3 (Goudet
2001). Por otra parte, la prueba global para detectar desviaciones al equilibrio
de Hardy-Weinberg, asi como el analisis de desequilibrio en el ligamiento entre
todos los pares de loci fue analizado utilizando GENEPOP 4.0 (Raymond &
Rousset 1995; Rousset 2008). La significancia para todas las pruebas multiples

se fij6 en 0.05, con la correccion de Bonferroni (Rice 1989).

4.3.5.2 Asignacion Poblacional

Para determinar la estructura poblacional de R. mangle en las costas del
Pacifico y Atlantico de México y simultaneamente asignar individuos a las areas
geograficamente definidas se utilizO el método de agrupamiento Bayesiano
implementado en el programa STRUCTURE v2.2.3 (Pritchard et al. 2000). Este

consisti6 de un analisis exploratorio para inferir la estructura genética

73



poblacional y asignar los individuos probabilisticamente dentro de K grupos de

acuerdo a sus similitudes en frecuencia y numero de alelos.

Las simulaciones se hicieron en base en 5x10° interacciones después de
un calentamiento inicial de igual longitud, suponiendo frecuencias alélicas
correlacionadas y bajo el modelo de poblaciones mezcladas (admixture model).
Con el objetivo de asegurar la convergencia en las cadenas de Markov y la
reproducibilidad del andlisis, se corrieron 10 replicas para cada K grupo. El
numero mas probable de K grupos fue aquel que tuvo el mas alto valor de
Pr(X|K) (Pritchard et al. 2000). Posteriormente, el nimero de grupos fue

ajustado de acuerdo al algoritmo AK descrito por Evanno et al. (2005).

4.3.5.3 Estructura genética Poblacional

La distribucion de la variacibn genética de los grupos obtenidos del
analisis del programa STRUCTURE fue estimado mediante un andlisis de
varianza molecular, AMOVA (Excoffier et al. 1992) bajo el modelo de alelos
infinitos (Infinite Allele Model; IAM) y el de mutacién por pasos (Single-Step
Mutation Model; SMM) empleando el programa Arlequin 3.5 (Excoffier & Lischer
2010). La variacion genética fue cuantificada utilizando cuatro niveles
jerarquicos: entre grupos, entre poblaciones dentro de grupos, entre individuos
dentro de poblaciones y entre individuos. La significancia estadistica fue
evaluada a través de 10,000 permutaciones no paramétricas con base en los
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estadisticos F de Wright: Fst, Fis y Fir; (Wright 1965). Se calcularon los
coeficientes de diferenciacion genética Fst y Rsr, el primero sélo considera la
frecuencia de los alelos detectados mientras que el segundo considera ademas
de su frecuencia, la distancia genética molecular entre éstos. El valor de
significancia para todas las pruebas multiples se fij6 en 0.05, con la correccién

de Bonferroni (Rice 1989).
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4. 4Resultados

44.1 Diversidad genética

Los seis loci analizados se comportaron de manera independiente, y en
ninguno de los sitios de colecta se registrd la presencia de genes ligados o la
presencia de alelos nulos. En general, los seis loci analizados mostraron bajos
niveles de diversidad genética. EI nimero total de alelos por locus varié de 3
(Rm46) a 9 (Rm19), los microsatélites compuestos presentaron la menor
diversidad y los di-nucleétidos con mayor numero de repeticiones la mayor
diversidad genética. En general, los bosques de mangle ubicados en el Golfo de
California registraron la menor diversidad genética, principalmente aquellos
localizados en la Peninsula, donde se observo la fijacion de un sélo alelo en dos

(Rm7, Rm46) de los seis loci analizados.

En total, se detectaron 34 alelos diferentes entre los 600 individuos
examinados, de los cuales 17 fueron compartidos entre Pacifico y Atlantico, 13
fueron exclusivos del Pacifico y 4 del Atlantico. El numero total de alelos por
poblacién vari6 de 8 (RBA) a 22 (RPC) en el pacifico y de 12 (RCAS) a 16

(RPM) en el Atlantico.

Todos los loci fueron polimoérficos en todos los sitios analizados. Sin
embargo, la menor diversidad genética se registré en la subregion del Golfo de

California, sobre todo en las localidades ubicadas en el limite norte de
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distribucion. La heterocigosidad observada varié de 0.06 (RBA) a 0.56 (REC) en
el Pacifico y de 0.20 (RLT) a 0.31 (RPM) en el Atlantico (Tabla VIII). Aquellos
microsatélites que contienen un mayor numero de repeticiones registraron el
mas alto nivel de diversidad genética y alelos privados. ElI namero total de
alelos por locus varié de 3 (Rm46) a 9 alelos (RM19) con uno y tres alelos
privados, respectivamente y una heterocigosidad observada que varié de 0.13

(Rm7) a 0.36 (Rm19).

La riqueza alélica (RA) en las poblaciones analizadas varié de 1.25
(RBA) a 3.09 (REC) en el Pacifico y de 1.92 (RLT) a 2.37 (RPM) en el Atlantico,
con un promedio de 1.97 alelos por locus en las 22 localidades analizadas. El
namero de alelos privados (AP) varié de cero a dos en el pacifico, mientras que
en el Atlantico las cuatro localidades presentaron un alelo privado, registrando

un total de 10 alelos privados en ambas costas (Tabla ViIII).

La prueba global de Hardy-Weinberg revelé desviaciones al modelo de
equilibrio en nueve de las 22 localidades analizadas, RBL por exceso de
heterocigotos y (RSI, RBA, RKI, RTP, RCU) por deficiencia de heterocigotos en
la costa Pacifico. Por otro lado, en la costa del Atlantico, tres de las cuatro
poblaciones analizadas mostraron indicios de endogamia, sélo Laguna Casitas
(RCAS), en Veracruz se encontré en equilibrio. Las tres poblaciones ubicadas
en el limite norte de distribucion en el Pacifico (RSI, RBA, RKI), mostraron la

menor diversidad genética e indicios de endogamia.
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Tabla VIII. Diversidad genética de R. mangle en términos del numero total de alelos (A),
proporcién de loci polimérficos (P), riqueza alélica (RA), alelos privados (PA), heterocigosidad
esperada (HE) y observada (HO) y coeficiente de endogamia (FIS). (*) Fuera del equilibrio de
Hardy-Weinberg (P < 0.05)

Region Ly P

Costa del Pacifico

RBA 48 8 017 125 0 009 006 0.33*
RBC 26 9 050 143 0 012 0.12 0.00
RSI 30 9 050 143 0 013 0.09 0.32*
RBM 30 10 0.67 148 0 018 0.19 -0.04
RBL 30 11 0.67 1.60 1 018 026 -0.44*
Pacifico Norte RKI 27 9 050 133 0 010 0.08 0.18*
RGU 28 13 067 176 1 015 013 0.15
RJZ 28 12 083 187 0 026 026 -0.02
RAT 29 15 1.00 212 1 026 0.27 -0.05
RTP 29 14 100 212 0 032 024 0.25*
RNV 39 14 083 205 0 032 033 -0.06
RMX 26 13 083 2,00 0 031 032 -0.02

RJA 31 17 100 249 0 042 040 0.5

Pacifico Sur RPC 30 22 100 280 2 047 046 0.02
e ___REC_: 11 19 100 309 0 048 056 -019

Promedio Pacifico 0.76 194 0.33 0.26 0.25 0.00

Costa del Atlantico

Golfo de México RLT 30 13 0.83 1.92 1 026 020 0.23*
... RCAs 16 12 083 199 1 025 027 -0.07
Peninsula de Yucatan RPM 28 16 0.83 237 1 038 031 o0.18*
i RPT 27 13 067 208 1 035 027 024"
Promedio Atlantico 0.79 2.09 1 0.31 0.26 -0.07
Total 600 34 1.00 197 10 0.27 0.25 0.06




El locus Rm46 mostrd el menor niumero de alelos (A = 3), uno de ellos
fue encontrado exclusivamente en un individuo colectado en el sitio RPC de la
region del Pacifico sur. Los otros dos alelos, fueron detectados tanto en la costa
del Atlantico como en la del Pacifico. Sin embargo, uno de ellos presenté una

frecuencia mayor en la costa del Atlantico y el otro en la del Pacifico (Fig. 11).

El locus Rm21 estd representado por cinco alelos (Fig. 12), cuya
frecuencia presenté un patron muy similar al observado mediante el locus
Rm46. Ambos mostraron una marcada diferencia entre las costas del Pacifico y
Atlantico. Sin embargo el locus Rm21 mostro la presencia de dos alelos
privados, uno en la regién norte (RBL) y otro en la region centro del Pacifico. De
igual forma, se observé mediante el locus Rm21 que el alelo méas frecuente en
la costa del Pacifico se encuentra fijo en los sitios ubicados en la subregion del
Golfo de California, en el limite de distribucion (RBA, RSI, RKI). Mientras que el
Alelo de mayor frecuencia en la costa del Atlantico, se encuentra fijo en la

region del Golfo de México.
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Figura 11. Frecuencias alélicas de los tres alelos detectados mediante el locus Rm46. En cada
gréfico de pastel, los colores indican alelos diferentes y la proporcion de colores indica la
frecuencia de cada uno de los alelos en los sitios de colecta.
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Figura 12. Frecuencias alélicas de los cinco alelos detectados mediante el locus Rm21. En cada
gréfico de pastel, los colores indican alelos diferentes y la proporcion de colores indica la
frecuencia de cada uno de los alelos en los sitios de colecta.
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El locus Rm7 mostr6 la presencia de cinco alelos, dos de éstos fueron
detectados exclusivamente en la costa del Pacifico (RAT, RPC). En la region
norte y centro del Pacifico el alelo predominante mostré una frecuencia mayor
al 95% (Fig. 13). El alelo identificado como predominante en el Pacifico, fue
detectado también en el Atlantico, aunque su frecuencia en esta costa no fue

mayor al 35%.

El locus Rm11, mostrd la presencia de cuatro alelos. Sin embargo, sélo
en la region del Pacifico sur se logré detectar a los cuatro, ya que en las
regiones centro y Norte del Pacifico sélo se registraron tres y dos en la costa

del Atlantico (Fig. 14).
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Figura 13. Frecuencias alélicas de los cinco alelos detectados mediante el locus Rm7. En cada
gréfico de pastel, los colores indican alelos diferentes y la proporcion de colores indica la
frecuencia de cada uno de los alelos en los sitios de colecta.
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Figura 14. Frecuencias alélicas de los cuatro alelos detectados mediante el locus Rm11. En
cada grafico de pastel, los colores indican alelos diferentes y la proporcién de colores indica la
frecuencia de cada uno de los alelos en los sitios de colecta.
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El locus Rm38 registré6 un comportamiento muy singular ya que el alelo
mas frecuente en la subregién del Golfo de California es el mismo que
predomina en la costa del Atlantico y aunque esta presente en el resto del litoral
del Pacifico su frecuencia no es la mas importante (Fig. 15). Este microsatélite
registré dos alelos privados, uno en la subregién del Golfo de California (RGU)
en la costa del Pacifico y otro en la regién del Golfo de México (RLT) en la costa
del Atlantico. Sin embargo la frecuencia a la que aparecen es muy baja ya que
fue registrada en tan sélo uno o dos individuos de cada localidad en la que

fueron detectados.
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Figura 15. Frecuencias alélicas de los ocho alelos detectados mediante el locus Rm38. En cada
gréfico de pastel, los colores indican alelos diferentes y la proporcion de colores indica la
frecuencia de cada uno de los alelos en los sitios de colecta.
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El locus Rm19 presentd la mayor diversidad genética, en total registré la
presencia de nueve alelos, tres de ellos exclusivos del Atlantico, dos del
Pacifico y cuatro compartidos entre ambas costas (Fig. 16). La subregion del
Golfo de California estuvo dominada por un alelo predominate con una
frecuencia superior al 85% a excepcion de en RBA donde tuvo una frecuencia
del 42%. El alelo mas frecuente de RBA (55%) aunque fue detectado en el resto
del litoral del Pacifico, su frecuencia no superé el 20% en la region norte y
centro. Sin embargo, en la region del Pacifico sur lleg6 al 41%, alcanzando una

frecuencia por encima del 50% en la costa del Atlantico.
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Figura 16. Frecuencias alélicas de los nueve alelos detectados mediante el locus Rm19. En
cada grafico de pastel, los colores indican alelos diferentes y la proporcién de colores indica la
frecuencia de cada uno de los alelos en los sitios de colecta.
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4.4.2 Asignhacion Poblacional

El analisis de agrupamiento revel6 que la variabilidad genética de R.
mangle en México se encuentra heterogéneamente distribuida. De acuerdo al
analisis bayesiano realizado en el programa STRUCTURE y a la correccién
sugerida por Evanno et al. (2005), la variabilidad genética de R. mangle se
encuentra distribuida en cinco diferentes grupos (K = 5, Fig. 17). Los grupos se
integraron de la siguiente manera: Grupo 1 (RBA, RBC, RKI, RGU); Grupo 2
(RSI, RBM, RBL, RJZ, RAT); Grupo 3 (RTP, RNV, RMX, RTO); Grupo 4 (RBN,
RCU, RJA, RPC, REC) y Grupo 5 (RPM, RPT, RLT, RCAS). El grupo 5,
integrado por los cuatro sitios de colecta analizados en la costa del Atlantico fue
el mejor definido ya que la mayor parte de los individuos colectados,
presentaron un alto porcentaje de asignacion (> 90 %; Fig. 17). En la costa del
Pacifico se observé la formacién de cuatro grupos a lo largo del litoral. Sin
embargo, en promedio los porcentajes de asignacion de cada uno de los sitios
de colecta son bajos (< 70 %) y en algunos casos se observé a individuos con
un porcentaje de asignacion a grupos diferentes al de la region donde fueron
colectados, lo cual sugiere que hay intercambio genético entre las regiones

analizadas (Fig. 17).
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Figura 17. Resultados del andlisis de agrupamiento (K = 5). En el gréfico, las barras verticales
representan al porcentaje de asignacién de cada uno de los individuos de R. mangle
analizados. Cada color representa a un grupo diferente y su distribucién en la costa de México.
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443 Estructura Genética

El AMOVA, aplicado a cuatro niveles jerarquicos de diferenciaciéon
genética (Tabla IX) mostré6 que el mayor porcentaje de la variacion molecular
corresponde a la diferencia entre los cinco grupos establecidos por el andlisis
bayesiano (Fst = 45; Rst = 58%; Fig. 17) seguido por la diferencia entre los 600
individuos analizados (Fst = 45; Rst = 33%) y entre poblaciones dentro de los
grupos (Fst = 7; Rst = 5%; P < 0.05), soportando los resultados del andlisis de
agrupamiento e indicando una fuerte estructura en la distribucion de la
composicién genética de los bosques de mangle a lo largo del Pacifico y
Atlantico de México. En el analisis de comparaciones pareadas entre los
grupos, todas las comparaciones mostraron diferencias significativas. Sin
embargo, se observa una marcada diferencia entre el grupo compuesto por la
costa del Atlantico con respecto a los cuatro grupos en el Pacifico (Tabla X), lo
cual sugiere que actualmente no hay intercambio genético entre ambas costas

debido al aislamiento desde la elevacién del Istmo de Panama.

91



Tabla IX. Analisis Molecular de Varianza (AMOVA) jerérquico, aplicado bajo dos
aproximaciones al modelo de mutacion de los microsatélites (IAM y SMM) en los bosques del
mangle R. mangle del Pacifico y Atlantico; % Var., Porcentaje de variacion explicado por el nivel
jerérquico; *, Estadisticamente significativo (P<0.05).

IAM SMM
Fuente de Variacion
% Var. Fst % Var. Rst
Entre Grupos 44.82* 0.45* 58.50* 0.58*
Entre Poblaciones dentro de Grupos 6.65* 0.12* 5.46* 0.13*
Entre individuos dentro de poblaciones 3.22* 0.06* 0.00 0.00
Entre individuos 45.31* 0.54* 33.37* 0.62*

Grupo 1 (RBA, RBC, RKI, RGU); grupo 2 (RSI, RBM, RBL, RJZ, RAT); grupo 3 (RTP, RNV,
RMX, RTO); grupo 4 (RBN, RCU, RJA, RPC, REC); grupo 5 (RPM, RPT, RLT, RCAS)
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Tabla X. Comparaciones pareadas entre los grupos establecidos de acuerdo al andlisis en
STRUCTURE. Bajo la diagonal, distancias calculadas en base al modelo de alelos infinitos (Fsr)
y sobre la diagonal, con base en el modelo de mutacion por pasos (Rsrt).

Grupol Grupo?2 Grupo3 Grupo4 Grupob5

Grupol  --—--- 0.42 0.82 0.56 0.84
Grupo 2 026 - 0.35 0.11 0.69
Grupo 3 0.54 030 - 0.17 0.85
Grupo 4 0.37 0.20 0.10 - 0.63
Grupo 5 0.71 0.67 0.54 047 -

Grupo 1 (RBA, RBC, RKI, RGU); grupo 2 (RSI, RBM, RBL, RJZ,
RAT); grupo 3 (RTP, RNV, RMX, RTO); grupo 4 (RBN, RCU, RJA,
RPC, REC); grupo 5 (RPM, RPT, RLT, RCAS)
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4 5Discusion

451 Diversidad Genética

Los niveles mas bajos de diversidad genética en este estudio fueron
registrados en la regién del Pacifico norte, principalmente en el Golfo de
California donde se ubica el limite norte de distribucion de las especies de
mangle del Pacifico oriental. La mayor diversidad genética fue observada en la
region del Pacifico sur, donde se observé el mayor nimero de alelos (A = 22) e
individuos heterocigotos (Ho = 0.56) en los sitios REC y RPC respectivamente;
seguido por la diversidad en la subregion de Marismas Nacionales. En estas
dos regiones es donde se ubican los sistemas de manglar con mayor extensiéon
en el Pacifico de México, el sistema de Manglar de la Encrucijada en Chiapas y
el sistema lagunar de marismas Nacionales (Acosta-Velazquez et al. 2009), lo
cual sugiere una relacion entre el tamafio poblacional y la diversidad genética.
Estos resultados son consistentes con los previamente reportados por Nufiez-
Farfan et al. (2002) mediante el analisis de seis isoenzimas en costas
mexicanas y con los reportes de Arbelaes-Cortés et al. (2007) en el Pacifico de

Colombia y de Pil et al. (2011) en Brasil mediante loci de microsatélites.

A pesar de que R. mangle es uno de los principales constituyentes de los
ecosistemas de manglar en el continente Americano, hasta ahora han habido
muy pocos estudios que han evaluado la diversidad y distribucion de su
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composicién genética. Sin embargo, de acuerdo a lo que hasta ahora se ha
reportado, la diversidad genética de las especies de mangle es relativamente
baja con respecto a la de las angiospermas terrestres (Ricklefs et al. 2006). El
primer estudio en R. mangle del que se tiene reporte en Meéxico es
relativamente reciente (NUfez-Farfan et al. 2002) y sus resultados sugieren una
diversidad genética muy reducida (Ho = 0.06). Sin embargo, es posible que esta
baja diversidad encontrada por Nufez-Farfan et al. (2002) se deba a la baja
resolucion molecular que ha caracterizado a las isoenzimas (Triest 2008). De
acuerdo a los resultados aqui presentados, la diversidad genética de R. mangle
en México (Ho = 0.25), se encuentra dentro del rango de diversidad genética
previamente reportado para R. mangle mediante loci de microsatélites, al estar
por encima de los valores reportados por Pil et al. (2011) en la costa de Brasil
(Ho = 0.11), y por debajo de los reportados por Arbeladez-Cortes et al. (2007) en

la costa Pacifico de Colombia (Ho = 0.49).

Es importante mencionar que en los trabajos de Arbelaez-Cortes et
al.(2007), Pil et al. (2011) y en el presente estudio se utilizaron algunos loci de
microsatélites en comun (Rm19, Rm46) previamente disefiados por Rosero-
Galindo et al. (2002) lo cual sugiere que la diferencia detectada entre los
valores de diversidad genética no se debe a la resolucion del marcador si no a
procesos y/o factores naturales o estocasticos actuando en diferente magnitud y
periodicidad a lo largo del rango de distribuciéon de la especie (Duke et al.
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1998a). Tales procesos podrian incluir a la seleccién natural (reduce o mantiene
la variacién), la deriva génica (reduce la variacion genética a nivel local, la
mantiene a nivel global, pero incrementa la diferenciacion al azar entre
poblaciones); flujo génico (en su ausencia, las poblaciones tienden a divergir
genéticamente por deriva o seleccion); sistemas de apareamiento (modifican la
variabilidad genética o genotipica de la poblaciéon y puede actuar de manera
conjunta con la deriva) y a la mutacién (aumenta la diversidad genética y
favorece la diferenciacion, aunque su efecto es generalmente bajo) (Duke 1995;
Duke et al. 1998a; Abeysinghe et al. 2000; Duke et al. 2002; Gienapp et al.

2008; Triest 2008; Cerén-Souza et al. 2010; Pil et al. 2011).

Resulta dificil evaluar el efecto de la seleccion natural y de la mutacién
sobre la diversidad genética de R. mangle (Ricklefs et al. 2006; Gienapp et al.
2008) y mas aun, atribuir a estos dos procesos como moderadores de la
composicion y distribucion de la diversidad genética en México, debido a la
naturaleza neutral del marcador molecular utilizado en el presente estudio y a la
baja tasa de mutacién que se ha reportado para las especies de mangle. Sin
embargo es posible que la diversidad genética actual de R. mangle en México
este modulada no soélo por un factor si no por la interaccidbn entre varios
procesos historicos, bioegeograficos y ecoldgicos, entre los que podrian
destacar la baja efectividad del flujo génico, la deriva génica y los sistemas de
apareamiento de la especie que inducen a la endogamia.
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Los eventos de extincion y recolonizacion han mostrado un marcado
efecto sobre la biodiversidad, la cual puede ser observada desde una escala
espacio-temporal tan pequefia como podria ser la recuperacion de un bosque
después de la devastacion por un huracan (Tovilla-Hernandez & Orihuela-
Belmonte 2004; Piou et al. 2006) o en el otro extremo, a una escala mucho
mayor, a la recolonizacién periédica durante los procesos de glaciacion (Hewitt
2004; Pil et al. 2011). Aunque estos eventos de extincién y recolonizacion
afectan a cualquiera de los tres niveles de diversidad (ecosistemas, especies y
genes), este estudio se ha enfocado en lo que a diversidad genética respecta.
Cualquiera que sea la escala, en la mayoria de los casos tendera hacia un
efecto negativo sobre la diversidad genética. Sin embargo, dicho efecto es casi
imposible de evaluar a una escala espacio-temporal tan baja como el ejemplo
antes citado, sobretodo en poblaciones grandes donde el efecto de la deriva
génica es menor. Esta es posiblemente una de las causas por las cuales a este

tipo de estudios no se le ha dado la importancia debida.

En donde si es facil de apreciar los cambios de diversidad genética debido
a periodos de extincién y recolonizaciébn es a través de una escala mucho
mayor, por ejemplo durante los periodos de glaciacion. El ultimo evento de
glaciacién ocurrid hace aproximadamente 18000 afios (Yokoyama et al. 2000).
Durante este tiempo, grandes capas de hielo en el hemisferio norte se
expandieron considerablemente y las zonas de vegetacion fueron confinadas a
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las regiones ecuatoriales (Clark & Mix 2002; Hewitt 2004). Debido a que la
temperatura es uno de los principales factores que determina la distribucion
latitudinal de las especies de mangle (Duke et al. 1998a) su distribucion durante
aguella época fue muy probablemente restringida a regiones ecuatoriales y a
partir de entonces y a medida que se fue incrementando la temperatura, las
costas se fueron colonizando. Es por ello que en los resultados de éste trabajo
se observOo una tendencia decreciente de la diversidad genética hacia las
localidades mas nortefias, donde se presume que se dio la mas reciente
colonizacion a partir de individuos provenientes de bajas latitudes (Rull 1998;
Graham 2006). y que ademds esta se condujo a partir de consecutivos eventos
fundador, asociados al modelo de mutacién por pasos (step-stone model)
(Kimura & Weiss 1964b), quedando gran parte de sus variantes genéticas a lo

largo de lo que es su actual distribucion.

Resulta facil de entender a través del modelo de dispersién por pasos
como es que la periddica colonizacién resulta en sub-poblaciones con menor
diversidad genética hacia los limites de distribucion de las especies. Sin
embargo, es dificil concebir como es que esta baja diversidad se haya
mantenido durante tanto tiempo. Algunos estudios han mencionado que la
endogamia es una caracteristica comdn en poblaciones de R. mangle (Nufez-
Farfan et al. 2002; Arbelaez-Cortes et al. 2007; Pil et al. 2011) y concuerda con
los resultados de esta investigacion. La habilidad de autofecundacién que
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poseen algunas especies como R. mangle, les favorece para colonizar
rapidamente en nuevas areas (Lowenfeld & Kledowski 1992) aun cuando la
tasa de reclutamiento de propagulos sea muy reducida la nueva colonia puede
facilmente establecerse, pero inevitablemente con una muy baja diversidad
genética. Después de haberse establecido la poblacion, resulta dificil que
posteriores migrantes compitan con los primeros colonizadores y contribuyan
significativamente al pool reproductivo y genético de la poblacion inicial (Hewitt
1996). Lo cual podria explicar, al menos parcialmente el porqué las poblaciones

han mantenido baja diversidad genética durante un largo tiempo.

45.2 Estructura genética

De acuerdo al andlisis de diversidad genética, en el que se observd que
la composicion y abundancia de los alelos que componen el pool genético de R.
mangle es heterogéneamente distribuido, sugiere un alto grado de estructura
genética poblacional. Los resultados del andlisis de agrupamiento bayesiano lo
ratifica y sugieren que la diversidad genética de R. mangle en México esta
distribuida en cinco diferentes grupos de acuerdo a la composicion y frecuencia

de sus alelos (Fig. 17).

Los coeficientes de diferenciacion genética, Fst y Rst (0.45 y 0.58,
respectivamente) fueron elevados en comparacién a los reportados para la
costa de Colombia (Fst = 0.05), en el pacifico (Arbelaez-Cortes et al. 2007), y

99



para la de Brasil (Fst = 0.29), en el Atlantico (Pil et al. 2011). Sin embargo, es
importante aclarar que en este estudio se estan comparando poblaciones tanto
del Pacifico como del Atlantico y que la diferencia entre las poblaciones de
ambas costas hace que la diferenciacion genética medida a través del indice
global de diferenciacion se incremente, evidenciando claramente que la
fragmentacion del habitat contribuye significativamente a la estructura y

diferenciacion genética de las poblaciones.

Es importante mencionar que en este estudio se cubrid a una escala
geografica mayor que la que se analizé para la costa de Colombia y de Brasil.
Como se ha reportado para otros estudios, cuando se analiza una amplia
escala geografica, se ha visto que las poblaciones tienden a presentar una
mayor diferenciacion genética, sobre todo entre aquella poblaciones
geograficamente mas apartadas y con baja efectividad de flujo génico (Triest
2008). Hasta ahora no ha habido estudios que analicen la diversidad genética
de R. mangle a lo largo de su distribucion como se ha hecho para otras
especies de mangle en la region del Indo-Pacifico (Maguire et al. 2000b). La
estructura genética encontrada en R. mangle en México (Fst = 0.45; Rst =0.58)
presenta valores de diferenciacibn muy similares a los reportados para
Avicennia marina (Fst = 0.41; Rst =0.71) a lo largo de su distribucién (Maguire

et al. 2000Db).
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Los resultados de este estudio indican que la diversidad genética de R.
mangle esta significativamente estructurada entre las regiones decretadas por
el analisis de agrupamiento, pero ademas entre poblaciones dentro de las
regiones. De acuerdo a lo anterior, se sugiere que el germoplasma que sea
utilizado durante los programas de reforestacion, provenga de una fuente local y
no mezclar con el de otras localidades. Ademas, es importante que los
propagulos con que se va a reforestar un sitio provengan de diferentes arboles

para evitar o reducir el riesgo de endogamia en la poblacién trasplantada.
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5. Discusion general

Los resultados de este estudio muestran que las poblaciones mexicanas de
A. germinans y R. mangle presentan bajos niveles de diversidad genética con
respecto a lo reportado en otras poblaciones de mangle de las costas de
Colombia {Arbelaez-Cortes, 2007 #3} y Brasil {Pil, 2011 #232}. La mayor
diversidad genética de A. germinans fue detectada en las regiones del Golfo de
México y Peninsula de Yucatan de la costa del Atlantico, mientras que en R.
mangle, los valores mas altos fueron detectados en la regién del Pacifico Sur y
en la subregion de Marismas Nacionales, donde se ubican los ecosistemas de
manglar de mayor cobertura en la costa del Pacifico Mexicano (Acosta-
Velazquez et al. 2009), lo cual sugiere que las poblaciones con mayor
cobertura, albergan a una mayor diversidad genética. En ambas especies, se
observd una tendencia de las poblaciones a reducir su diversidad genética
hacia las poblaciones mas nortefias, observandose la menor diversidad
genética en la regién del Pacifico norte, especificamente en la subregion del
Golfo de California, donde las especies de mangle alcanzan su limite de

distribucion natural (Fig.18).
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Figura 18. Tendencia decreciente de la diversidad genética (Heterocigosidad observada) hacia
el limite norte de distribucién de las especies de mangle (29° N). Arriba, A. germinans; abajo, R.
mangle; circulos rojos, sitios de muestreo del Atlantico; tridngulos, sitios de muestreo en el

pacifico.
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La baja diversidad genética de A. germinans y R. mangle en las
poblaciones cercanas al limite de su distribucion en este estudio, concuerda con
lo reportado para el limite de distribucion de A. marina en la region del IWP
(Maguire et al. 2000b; Arnaud-Haond et al. 2006). La baja diversidad genética
en los limites de distribucibn se debe principalmente a un bajo tamafo
poblacional y a factores historicos, biogeograficos y ecoldgicos. Analizando los
factores historicos en las poblaciones mexicanas de A. germinans y R. mangle
qgue se localizan en el limite norte de distribucion, sugiere que han sufrido
eventos historicos de extincidbn y recolonizacion durante los periodos de
glaciacién, al igual que otras especies de mangle bajo las mismas condiciones
(Hewitt 2004). Estos eventos de colonizacion o expansion del habitat desde las
poblaciones ancestrales, pudieron haberse dado a partir de un nimero reducido
de individuos y por ende de diversidad genética, lo cual explica en parte, la baja
diversidad genética de las poblaciones analizadas. Este mismo patrén ha sido
reportado para el mangle negro A. germinans en la regién biogeografica AEP
(Dodd et al. 2002; Nettel & Dodd 2007), para A. marina en la region
biogeografica IWP (Maguire et al. 2000b; Giang et al. 2003; Arnaud-Haond et al.
2006) y para el mangle rojo, R. mangle en el limite sur de su distribucién en la

costa de Brasil (Pil et al. 2011).

El efecto de los periodos de glaciacion sobre la biodiversidad de las
especies de mangle, aparentemente no ha afectado a las poblaciones ubicadas
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en el centro de distribucion geogréafica, debido la alta diversidad genética y
taxondmica registrada actualmente para esta region, especialmente para el
area de la costa del Pacifico de Colombia, Panama y Costa Rica (Duke et al.
1998a; Triest 2008), lo cual sugiere que en esta region biogeografica, la
diversidad y estructura genética de las especies de mangle esta compuesta por
la mayor parte del pool genético ancestral. Esta hip6tesis concuerda con los
resultados obtenidos por Arbeldez-Cortés et al. (2007) quienes reportaron una
mayor diversidad genética de R. mangle en la costa del Pacifico de Colombia
en comparacién con lo reportado en las poblaciones en el limite norte
analizadas en este estudio y a lo reportado por Pil et al. (2011) en el limite sur
del Oeste del Atlantico. Este mismo patron fue también observado por Cerén-
Souza et al. (2005) en A. germinans al registrar una mayor diversidad genética
en la costa colombiana con respecto a la diversidad genética reportada para

esta misma especie en latitudes superiores (Dodd et al. 2002).

Por otro lado, la diversidad genética de las poblaciones también puede
verse afectada por procesos de hibridacién entre especies que comparten el
mismo habitat (Mallet 2005). En algunos casos, los procesos de hibridacion se
han visto reflejados en un incremento de la diversidad genética, por ejemplo,
Nettel et al. (2008) reportaron un incremento de la diversidad genética en A.
germinans debido a una antigua hibridacion con A. bicolor. Asi también, el
proceso de hibridacién introgresiva antigua y persistente entre las especies de
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Rhizophora (R. mangle, R. racemosa y R. harrisonii) en la region del Pacifico de
Colombia, Panama y Costa Rica se ve reflejado en los valores altos de
diversidad genética reportados para esta region (Arbeladez-Cortes et al. 2007,
Cerén-Souza et al. 2010). En contraste, los valores de diversidad genética
reportados en este estudio, tanto para R. mangle como para A. germinans en su
limite norte de distribucion en la regién del Golfo de California fueron bajos, esto
debido a que a esta latitud, ambos géneros estan representados por una sola
especie, a diferencia de los manglares de bajas latitudes, donde la flora de
manglar es mas diversa y es posible encontrar compitiendo por espacio a dos o

tres especies del mismo género.

Los resultados de diversidad genética mostraron diferencias en
composicién y abundancia de alelos, resultando en una alta y significativa
estructura genética. La mayor divergencia se observd entre las costas del
Atlantico y Pacifico, que entre los sitios de cada una de estas costas, lo cual
sugiere que el aislamiento de las poblaciones desde la elevacion del Istmo de
Panamé hace aproximadamente 3.5 millones de afios (Collins et al. 1996) ha
conducido a la diferenciacién genética entre los manglares de ambas costas.
Estos resultados no concuerdan con los de Nufiez-Farfan et al. (2002) quienes
no registraron diferencias en la diversidad genética de R. mangle de la costa del
Pacifico, con respecto a la del Atlantico. Sin embargo, es importante resaltar
gue en el estudio de Nufiez-Farfan et al. (2002) se utilizaron alozimas como
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marcador molecular, cuya resolucién es mucho menor que la que han mostrado
los microsatélites para estudios de diversidad y estructura genética (Triest

2008).

De acuerdo a los resultados obtenidos del andlisis bayesiano implementado
en el programa STRUCTURE, la diversidad genética se encuentra distribuida
en seis grupos para A. germinans y en cinco para R. mangle, los cuales difieren
en cuanto a los sitios que lo integran y la frecuencia de sus alelos. La excepcién
se observo en la costa del Atlantico, en donde todos los sitios analizados para
ambas especies forman un solo grupo. Con respecto a la costa del Pacifico, la
estructura genética para A. germinas es de cinco grupos y para R. mangle de
cuatro. En ambas especies, la region Pacifico Norte se dividié en tres grupos,
dos de ellos en la subregién del Golfo de California y el tercer grupo lo
constituyen los manglares de la subregion de Marismas Nacionales. Sin
embargo, la region Pacifico Centro fue considerada como un grupo diferente en
A. geminans, mientras que en R. mangle, fue agrupada junto con la region del

Pacifico Sur.

Aungue ambas especies presentaron una patron muy similar de estructura
genética poblacional, la observada en A. germinans es ligeramente mayor a la
registrada por R. mangle. Lo anterior puede deberse principalmente a tres
factores que estan directamente relacionados con las diferencias en el potencial

de dispersion de las especies: 1) la flotabilidad de los propagulos, 2) los
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periodos de floracion y 3) los sistemas de polinizacion. En primer lugar, R.
mangle tiene un mayor potencial de dispersion debido a que sus propagulos
pueden flotar y permanecer viables por periodos de tiempo mas prolongados
gue A. germinans (Rabinowitz 1978). En segundo lugar, A. germinas tiene un
periodo de floracion estacional en verano, mientras que en R. mangle es
posible encontrar flores durante todo el afio aunque su maxima floraciéon ocurre
también en verano (Tomlinson 1994). Esta cualidad hace que se incremente el
potencial de dispersién de R. mangle debido a la disponibilidad de propagulos
durante todo el afo, favoreciendo el intercambio de individuos entre diferentes
bosques de mangle. Por ultimo, la polinizacion en R. mangle es principalmente
anemofila, mientras que en A. germinans es entomdfila, principalmente por
abejas (Tomlinson 1994), por lo tanto la dispersién a través del polen se ve

limitada por el potencial de dispersion de sus polinizadores.

El patrén de estructura genética poblacional registrado en ambas especies
coincide parcialmente con la categorizacion de las regiones de mangle
decretadas en el inventario nacional de manglares (CONABIO 2009). Sin
embargo, debido al grado de diferenciacion genética observado en la region del
Pacifico Norte, es recomendable que se considere la separacion de ésta region
en al menos dos diferentes subregiones de acuerdo a la diversidad genética y
su distribucion en la regién. La primera subregion abarcaria a los manglares de
la region del Golfo de california y Peninsula de Baja California, mientras que la
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segunda subregion abarcaria a los manglares del sistema de manglares de

Marismas Nacionales.

En este estudio, tanto R. mangle y A. germinans mostraron un patron
similar con respecto a la estructura genética poblacional, por lo que, la
posibilidad de que el resto de las especies de mangle, como L. racemosa y C.
erectus, con las que comparten el habitat, muestren un comportamiento
semejante. De esta manera, la informaciéon generada en esta investigacion
puede ser utilizada como base en programas de reforestacion, planeacion y

conservacion de ecosistemas del manglar en México.

La diversidad genética es un aspecto de la biodiversidad que no ha recibido
la importancia que se merece en México y es fundamental en la propuesta de
alternativas de conservacion. Con el fin de obtener una respuesta a las nuevas
interrogantes derivadas del estudio genético, se considera necesario abordar el
problema utilizando varios marcadores moleculares a la vez. Esta perspectiva
es promisoria ya que el presente estudio ha sentado las bases para nuevas
investigaciones sobre la evolucion de A. germinans y R. mangle, sin reducir la
importancia de los estudios sobre conservacion de la diversidad genética ya

gue estan profundamente ligados.
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1.

6. Conclusiones

La diversidad genética de A. germinans y R. mangle en México es baja,
principalmente en la region del Pacifico Norte, en la subregion del Golfo de
California, donde se ubica el limite norte de distribucion de ambas especies

de mangle.

Los individuos de ambas especies de mangle colectados en su limite norte
de distribucion natural, en el Golfo de California, se caracterizan por
presentar un alto grado de endogamia y un alto nimero de individuos

genéticamente idénticos (clones).

La mayor diversidad genética de A. germinans se registro en la costa del
Atlantico, mientras que para R. mangle en la region del Pacifico Sur y en el

area de Marismas Nacionales.

En la costa del Pacifico, ambas especies mostraron una tendencia de
disminucién de la diversidad genética hacia el limite norte (Golfo de

California).

En la costa del Atlantico la mayor diversidad genética de ambas especies

se registro en la Peninsula de Yucatan.

El mayor porcentaje de diferenciacion genética se registr0 para ambas

especies entre poblaciones de la costa del Atlantico y del Pacifico, lo que
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10.

11.

sugiere que la elevacion del Istmo de Panama funciona como una barrera

geografica que restringe de manera efectiva el flujo genético.

La distribucion de la composicion genética de ambas especies se encuentra
organizada en diferentes grupos que mayormente responden a su ubicacién

geografica.

De acuerdo al analisis de agrupamiento bayesiano, la diversidad genética

se distribuye en seis grupos para A. germinans y en cinco para R. mangle.

En la costa del Atlantico, la diversidad genética para ambas especies se
encuentra aleatoriamente distribuida y la diferenciacion genética es no
significativa entre los sitios analizados, por lo que los manglares de la
region del Golfo de México y los de la Peninsula de Yucatan pueden

considerarse como una sola poblacion o una unidad pancmictica.

R. mangle y A. germinans se distribuyen en tres grupos diferentes en la
region Pacifico Norte, uno en la zona de Marismas Nacionales y dos mas

en el Golfo de California.

Para A. germinans, la region Pacifico Centro es significativamente diferente
del Pacifico Sur, en contraste, para R. mangle, ambas regiones formaron un

solo grupo.
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12. Se sugiere que para los programas de reforestacion tanto para A.
germinans y R. mangle se utilicen propagulos que provengan de sitios del
mismo grupo sugeridos en este estudio. De igual forma, se propone que los
propagulos sean colectados de diferentes arboles para evitar la endogamia

de las nuevas generaciones.
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