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“Del arbol llamado mangle é su fruta, é de los provechos ¢ utilidad que dél se siguen.

Mangle es un arbol de los mejores que en estas partes hay,...Estos arboles se crian en
¢iénegas y en las costas de la mar € de los rios é aguas saladas, y en los esteros 6 arroyos
que salen 4 la mar é gerca della. Son muy extrafios é admirables arboles 4 la vista,
porque de la forma suya no se saben otros que les parezcan en lo que aqui se dira. ...}
hagense innumerables juntos, ¢ muchas de las ramas se tornan 4 convertir en rayges.
Porque non obstante que tienen muchas para arriba con sus hojas y que no declinan
para abaxo € estan altas é destintas unas de otras (como en todos los drboles estin),
dessas mismas ramas proceden otras muchas gruesas é delgadas é sin hojas, que
derechamente declinan é van al agua, pendientes desde lo alto 6 mitad del arbol, é
baxan hasta en tierra penetrando el agua, ¢ llegadas al suelo se engepan en la tierra 6
arena € tornan 4 prender € echan otras ramas, ¢ estdn tan fixas como el mismo pie
pringipal del drbol; de forma, que paresge (y es assi) que tiene muchos pies, é todos
asidos unos de otros.”

Pp. 338-339, en Fernandez de Oviedo y Valdés, Gonzalo. 1531, Historia General y Natural de
las Indias, Islas y Tierra-Firme del Mar Océano, Libro IX, Cap. VI, Ed. Real Academia de la
Historia, Madrid, 1851.

“Among the forms of plants which are sure to attract attention in the tropics are
the mangroves, which grow between tide-marks on coasts and estuaries. These are
low trees with widely-spreading branches and a network of aerial roots a few feet
above the ground; but their most remarkable peculiarity is, that their fruits
germinate on the tree, sending out roots and branches before falling into the muddy
soil..”

p.- 262 in Wallace A. R. 1891. Natural Selection and Tropical Nature. Essays on Descriptive and
Theoretical Biology. MacMillan and Co., London.
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Prefacio

El estudio genético de la biodiversidad responde a la necesidad urgente de documentar el estado de
conservacion de los ecosistemas naturales del planeta. A saber, porque la diversidad genética
constituye el potencial evolutivo de las especies para responder a los cambios en el ambiente,
naturales o antropogénicos. De manera que el conocimiento de la biodiversidad, idealmente, debiera
abarcar hoy dia hasta el nivel genomico. Mientras ese nivel de analisis se generaliza, este estudio
pretende incrementar nuestro conocimiento genético de las especies de manglares de México. ;Por
qué los manglares! Desde hace décadas se planted que los manglares, a pesar de su ubicuidad en las
zonas costeras tropicales de mundo, constituyen un ecosistema fragil, expuesto a cambios naturales
anuales y supra-anuales, propios de la evolucidon geoldgica y tectonica de los continentes, que incluye
eras glaciales. A esto se le suman los disturbios de origen antropogénico, no solo de asentamientos
humanos y establecimiento de zonas portuarias, explotacién petrolera y pesquerias, sino de cambios
en la hidrologia (construccién de presas, contaminacion del agua). Mdas recientemente, se ha
determinado que los manglares son almacenes de carbono atin mas importantes que otros bosques
tropicales, y que el carbono secuestrado en la parte subterranea es aun mayor que la biomasa aérea.
Asi, el mantenimiento de los manglares reduce mucho mas las emisiones de carbono por
deforestacion.

México posee una gran extension de ecosistemas de manglar en sus costas, que lo ubica como
el cuarto a nivel mundial. Por lo mismo, ha asumido un compromiso para la protecciéon y
mantenimiento de estos ecosistemas. Esto se refleja en la creacion del Sistema de Monitoreo de
Manglares de México establecido por la CONABIO, en la inclusion en la categoria de Amenazadas
a las especies de manglar en la Norma Oficial Mexicana de Proteccion Ambiental de Flora y Fauna
(NOM-059-SEMARNAT-2010) y, por supuesto, en el apoyo a la investigacion cientifica con fines de
conservacion por parte de la CONABIO, como lo ejemplifica esta investigacion.

El presente estudio se suma a los realizados por otros cientificos mexicanos y extranjeros sobre
genética de la conservacion. Aqui, se reportan datos genéticos para 31 poblaciones de mangle negro
(Avicennia germinans) y 32 de mangle rojo (Rhizophora mangle), las dos especies de manglar m4s
ampliamente distribuidas en las costas de México. Sin embargo, los estudios futuros deberan abordar
el analisis del mangle blanco (Laguncularia racemosa) y del mangle botocillo (Conocarpus erctus). Los
avances en la secuenciacion masiva y bioinformatica haran posibles los estudios genémicos y
poblaciones selectas de estas especies.

Es necesario dejar constancia aqui de la gratitud que este equipo de trabajo tiene con la
CONABIO bajo la direccion del Dr. José Sarukhin. Agradecemos a la Direccion de Analisis de
Prioridades, Dra. Patricia Koleff y en particular la Subcoordinacion de Especies Prioritarias, Dra.
Maria Esther Quintero, Biol. Armando Lopez Velazquez y Dra. Angélica Cervantes Maldonado; a la
Direccién de Geomatica, Dr. Rainer Andreas Ressl, a la Subcoordinacion de Percepcion Remota,
M. en G. Maria Isabel Cruz Lépez y M. en C. Maria Teresa Rodriguez Zuniga. Agradecemos también
el apoyo del Bidl. Juan Manuel Martinez en la elaboracion de los mapas.
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En algunas localidades de manglar, ademas del equipo cientifico, contamos con la ayuda en
Tabasco y Yucatan de Laura L. Cruz, Laura J. Giraldo, Ad4n Miranda; Costa del Pacifico: Jesus
Torres; Colima y Jalisco, Diana Lopez, Masaru Bamba; Pilar Suarez y Mariana Chavez Pesqueira (La
Pesca, Tamps.); Pablo Hernandez Almaraz, Jonathan G. Ochoa (Isla Espiritu Santo y estero el Merito,
B.C.), Hiram Rosales Nanduca y Anidia Blanco Jarvio (La Paz), Pedro Sdnchez Pefia (Altata, Sin.),
Victor Rosas (Tecpan, Gro.); y Marisol De la Mora, desembocadura del Rio Bravo. Gracias especiales
a la Dra. Didiana Galvez por el apoyo para poder colectar en las playas Bagdad en Matamoros,
Tamaulipas, tan peligroso como uno no bien imagina. Y por supuesto a todos los pescadores de las
costas de México por su ayuda y paciencia durante la colecta. El Museo de la Ballena, en La Paz, B.C.
generosamente nos brindo el apoyo logistico de transportacién y guia, de forma gratuita a la Isla
Espiritu Santo.

Agradecemos el apoyo del Dr. Antonio Gonzilez en andlisis estadisticos; al Dr. Juan Pablo
Jaramillo su valiosa contribucién a la discusiéon de los resultados. En el analisis de los programas
bayesianos, agradecemos el apoyo de Ernesto Campos (CONABIO). En el laboratorio recibimos el
apoyo de Adriana Pérez Salas y Rafael Torres. En lo administrativo, agradecemos al personal del
Instituto de Ecologia.
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Resumen Ejecutivo

Analizamos genéticamente 31 y 32 poblaciones de Avicennia germinans y Rhizophora mangle,
respectivamente, en ecosistemas de manglar identificados por la Comisién Nacional para el
Conocimiento y uso de la Biodiversidad (CONABIO) como de relevancia biolégica y de
rehabilitacion ecoldgica mds importantes de México. Empleamos loci de microsatélites
nucleares y secuencias de ADN con la finalidad de obtener medidas de diversidad y estructura
genética de cada especie. Encontramos una alta diferenciacién genética entre las poblaciones
de ambas costas, lo que sugiere que es justo considerarlas como entidades genealdgicas
independientes. En ambas especies y en ambas costas, la diversidad genética es mayor en las
poblaciones del sur (Peninsula de Yucatin y Oaxaca y Chiapas). Existe un patron de
aislamiento por distancia y se encontro estructuracion dentro de cada costa, aunque los grupos
genéticos identificados difieren para las dos especies. Los resultados implican que la
conservacion de la diversidad genética hace necesaria la proteccion de los manglares en ambas
costas. Ademas, analizamos el efecto de la fragmentacion en la diversidad y estructura genética
de Avicennia germinans, tanto en individuos adultos (pre-fragmentacion) como en plantulas
(post-fragmentacién), en ocho poblaciones con diferente grado de conservacion. Los resultados
muestran niveles semejantes de diversidad entre ambas generaciones, aunque las plantulas
poseen un mayor numero de alelos, lo cual podria deberse a la migracion. Sin embargo las
plantulas tienen niveles de endogamia significativamente mas altos que los arboles,
particularmente en las poblaciones de la Peninsula de Yucatan. Incrementos en la endogamia
se esperan en poblaciones pequenas, fragmentadas, o donde existe apareamiento entre
parientes. Por tanto, es necesario investigar las causas del incremento en endogamia,
particularmente en las poblaciones genéticamente diversas. Este estudio, el mds extenso a la
fecha sobre la genética de los manglares de México y constituye un modelo para el estudio de
especies clave en otros ecosistemas de cara al cambio climético global.
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Introduccién

Los manglares son comunidades vegetales que se desarrollan en la interseccion del medio
acudtico y terrestre, en las margenes de rios, lagunas, esteros, de aguas salobres, de las zonas
tropicales del mundo (Tomlinson 1986). Estas especies estidn adaptadas a ambientes con alta
salinidad y baja concentracion de oxigeno, habitan zonas inundables, y son capaces de dispersar
sus propdgulos a larga distancia por corrientes marinas. Aunque son ecosistemas ubicuos y
estan ampliamente distribuidos en las costas del mundo, constituyen menos del 1% del area
que ocupan los bosques tropicales del mundo (Giri et al., 2011) ya que que forman una delgada
franja de vegetacion en las zonas costeras, dada la especificidad de su hébitat. A pesar de esto,
los manglares son sumamente importantes a nivel de la biosfera; hoy sabemos que son
ecosistemas con mayor secuestro de carbono que otros bosques, particularmente bajo el suelo,
y que su deforestacion constituye el 10% de las emisiones globales (Donato et al., 2011). Son
sumamente importantes en el mantenimiento de las cadenas troficas marinas como terrestres.
Desde el punto de vista humano, los manglares brindan muchos servicios ecosistémicos,
fundamentalmente mantienen las pesquerias lo que les da un valor econémico no bien
apreciado (Aburto-Oropeza et al., 2008), protegen contra inundaciones y reducen dafios por
huracanes.

Los asentamientos humanos, la acuacultura extensiva, la urbanizacion y los desarrollos
turisticos de las zonas costeras reducen, por desgracia, los beneficios de estos ecosistemas, o
bien contribuyen a su deterioro via contaminacién, por lo que es indispensable regular las
actividades destructivas, desarrollar opciones de restauracion e implementar medidas de
proteccion y manejo (Barbier et al., 2011). Se estima que a la tasa de pérdida anual de manglares
es del 1 al 20% de su area, por lo que de continuar esta tendencia, estos ecosistemas se
extinguirian durante el presente siglo (Duke et al., 2007).

La conservacién de los manglares se ha centrado, en la proteccion de los ecosistemas y
regulacion de los desarrollos, en la restauracion de las condiciones hidroldgicas que permitan
su recuperacion, asi como en la introduccion de plantulas y juveniles de ciertas especies en las
zonas degradadas. Sin embargo, uno de los aspectos que ha sido dejado de lado, es la
constitucion genética de las poblaciones a restaurar y el grado de diferenciacion entre ellas.
Esto es relevante debido a que la capacidad de las poblaciones naturales para adaptarse a los
cambios en el ambiente depende de su diversidad genética (St. Clair y Howe, 2011), una
propiedad fundamental de las poblaciones e indispensable para su respuesta evolutiva ante los
cambios, naturales y antropogénicos (Charlesworth y Charlesworth 2010). La pérdida o
reduccion de variabilidad genética acarrea consecuencias negativas para las poblaciones
(Garner et al., 2005). Por ejemplo, las poblaciones genéticamente empobrecidas poseen una
reducida capacidad de adaptarse a los cambios en el ambiente (Hoffmann y Parsons 1997;
Garner et al., 2005), incrementando su probabilidad de extincion (Mills y Smouse, 1994; Lacy,
1997; Frankham et al., 2002; Garner et al., 2005). Por ello, nuestra propuesta (ver Mimura et
al. 2016) hace énfasis en “un monitoreo intensivo de los distintos tipos de variacion genética
de especies selectas”, analizando tanto genes neutrales como genes aquellos potencialmente
adaptativos, lo que permitira hacer las correcciones necesarias para reducir el descubrimiento
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de falsos positivos (cf. Rellstab et al., 2015, 2017). Los esfuerzos actuales deben enfocarse al
estudio y caracterizacion de la variabilidad genética de las especies (y ecosistemas), que permita
tomar medidas que aseguren su conservacion y evolucién contempordnea, asi como su
adaptacion a las condiciones ambientales cambiantes (Stockwell et al., 2003). Por su
importancia en la evolucion de las poblaciones y las especies, el andlisis de la diversidad
genética, en todos sus niveles, debera recibir mayor atencién en el futuro cercano en la
comunidad dedicada al estudio de la biodiversidad (Yahara et al., 2010). Los estudios de
genética de poblaciones de manglares proporcionan informacion sobre su historia evolutiva y
ecoldgica, y tienen implicaciones directas en su manejo y conservacion (Tan et al., 2005).

Los manglares de México

A nivel mundial México destaca por poseer una elevada superficie de manglares a lo largo de
sus costas (ca. 775 mil ha; Valderrama et al., 2017); es el cuarto pais en importancia por la
extension de superficie cubierta por manglar, después de Indonesia, Australia y Brasil (Giri et
al., 2011). Sin embargo, a pesar de su relevancia biologica y econémica, en México, al igual
que en todo el mundo, los manglares se encuentran amenazados por su grado de destruccion
y fragmentacion. Se calcula que cerca del 35% de la superficie de manglar en México se ha
destruido; la reduccion en el periodo 1981 - 2005 se estima en 9.6%, mientras que de 2005-
2010 fue del 1.2% y de 2010-2015, del 1.4% (Rodriguez-Zuiiga et al., 2013, Troche-Souza et
al., 2016). De seguir estas tendencias en 100 afos, se habran perdido todos los servicios
ecosistémicos y la diversidad bioldgica asociada a ellos (Duke et al., 2007).

En México, los manglares se encuentran formados de cuatro de las aproximadamente
65 especies de mangles descritas a nivel mundial (Polidoro et al., 2010). De estas cuatro
especies, Avicennia germinans (mangle negro) y Rhizophora mangle (mangle rojo) son las mas
ampliamente distribuidas. Sin embargo, debido a la presién ligada a las actividades
antropogénicas, estas especies estan incluidas dentro de la Norma Oficial Mexicana de
Proteccion Ambiental de Flora y Fauna (NOM-059-SEMARNAT-2010) en la categoria de
amenazadas (A). Practicamente no existe ecosistema de manglar en México que no esté sujeto
a perturbacién, reduccion de su area y/o riesgo de extincion. En este contexto, es apremiante
la generacion de conocimiento bésico que contribuya a su proteccién, conservacion y
restauracion, no sélo desde el punto de vista ecolégico y ambiental, sino también a partir de
su cuantificacion en el nivel m4s elemental de organizacién, que es el de la diversidad genética.
Este analisis sera relevante para los tomadores de decisiones en lo referente al desarrollo en las
zonas costeras de México. En el presente proyecto, analizamos la estructura y diversidad
genética de dos especies de manglar (Rhizophora mangle y Avicennia germinans), en CONABIO
(2009), asi como otros no incorporados aun bajo esa denominacion (ver Capitulos I y II).
También, presentamos los resultados sobre el efecto de la fragmentacion del habitat en la
estructura y diversidad genética de Awvicennia germinans en ocho ecosistemas de manglar
(Capitulo III). Finalmente, acompana a este informe las bases de datos (ver Apéndice VIII) con
las coordenadas geograficas y los mapas (Shape files).
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Capitulo I

Estructura y diversidad genética del mangle negro,
Avicennia germinans (Avicenniaceae) en las costas de
México'

Resumen

Los estudios de genética de poblaciones son esenciales para la evaluacion de la
cantidad y distribucion de la variabilidad genética de las poblaciones naturales
porque de ella depende su potencial evolutivo. La cantidad y distribucién de la
variacion genética estd gobernada por distintos factores, especificamente para las
especies de mangle su estructura genética se ve fuertemente influenciada por su
historia geologica, oscilaciones climaticas y por el efecto de barreras al flujo
genético. El objetivo del presente es determinar qué factores pueden estar
influenciando la distribucion de la variacion genética de Avicennia germinans en
poblaciones del Atlantico y Pacifico mexicano y sus implicaciones en la
conservacion de la especie.

Encontramos que tanto factores historicos como contemporaneos han
influenciado la cantidad de variacién y distribucion de la diversidad genética en
las poblaciones mexicanas del mangle negro. Por un lado, el Istmo
Centroamericano constituye una fuerte barrera geografica para la dispersion de
los propagulos de A. germinans, por lo tanto, las poblaciones del Atlantico y
Pacifico de México constituyen unidades evolutivas independientes. Dentro de
costas, la distribucion de la variacion estd relacionada con las oscilaciones
climdticas ocurridas durante el Pleistoceno por lo que las poblaciones al norte de
su distribucion son las menos diversas. El patron de flujo genético estd regido
principalmente por el aislamiento por distancia, pocos eventos de dispersion a
larga distancia y potencialmente por la dindmica de las corrientes marinas, las
cuales muestran un patrén distinto en cada costa. Las poblaciones de manglares
de la costa Atlantico poseen mayor diversidad genética, son menos estructuradas
y poseen valores de migracion relativa mayores que los de la costa Pacifico.

Palabras clave: Diversidad genética, estructura genética, flujo genético, Istmo
Centroamericano, corrientes ocedanicas, Avicennia germinans.

1 Este estudio es parte integral de la Tesis Doctoral de la Dra. Maried Zavala Ochoa en el Posgrado en Ciencias
Bioldgicas, UNAM
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L. INTRODUCCION

Considerando el rol fundamental de la diversidad genética en los procesos evolutivos, los
estudios de genética de poblaciones se han enfocado en generar informacion necesaria para la
conservacion de las poblaciones remanentes (Kumar y Kandasamy, 2012). Los analisis de datos
genéticos permiten identificar poblaciones de una especie en particular que deban considerarse
prioritarias para la conservacion. Dado que no todas las poblaciones son equivalentes en
términos de su capacidad para responder adaptativamente a las condiciones ambientales
futuras, los datos genéticos deben asegurar un uso efectivo de los recursos disponibles al

considerar el potencial evolutivo de las poblaciones que pueden ser sujetas a conservacién

(Lugo et al., 2014).

La cantidad y distribucion de la variacion genética estd regulada por distintos factores,
entre ellos, el sistema de apareamiento, el mecanismo de dispersion del polen y semillas dentro
y entre poblaciones, asi como por la interaccion de los procesos evolutivos (Eckert et al., 2008)
que a su vez, operan dentro de un contexto historico y ecolégico dependiendo de cada especie.
Especificamente para las especies de mangle, su estructura genética se ve fuertemente
influenciada por su historia geografica (Liao et al., 2007; Nettel y Dodd, 2007). La compleja
historia geologica de las costas mexicanas sugiere una dinamica continua en la extincion y
recolonizacion de los manglares debido a las variaciones en el nivel del mar y la temperatura,
asi como por las trasgresiones marinas ocurridas durante el Pleistoceno y por el efecto de las
formaciones de barreras geograficas como el levantamiento y cierre definitivo del Istmo
Centroamericano (CAl), el cual provoco fuertes cambios medioambientales (2012, et al., 2015)
y estimulé procesos de diversificacion debido a la interrupcion del flujo genético entre
diferentes poblaciones de organismos (Bowen et al., 2009; Dodd et al., 2002; Nettel y Dodd
2007; Ceron-Souza et al., 2012; Takayama et al., 2013). En el ambiente marino las corrientes
ocednicas pueden facilitar o restringir la dispersion de propagulos (White et al., 2010)
constituyendo un factor clave en la formacion, mantenimiento o ruptura de los patrones

genéticos (Nanninga et al., 2014; Affinito et al., 2015).
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El ecosistema de manglar crece a lo largo de la zona intermareal en las costas tropicales
y subtropicales del mundo (Tomlinson, 1986) aproximadamente entre los 30° N y 30° S. Se
encuentran en 120 paises y cubren 15 millones de hectareas alrededor del mundo (Lugo et al.,
2014). Se conocen aproximadamente 65 especies de manglares de los cuales, 40 se encuentran
en el sureste de Asia, 15 en Africay 10 en América (Kumar y Kandasamy, 2012). México posee
una superficie de manglar estimada de ca. 775 mil ha (Valderram et al., 2017) y las especies
mas caracteristicas son Rhizophora mangle (mangle rojo, Rhizophoraceae), Avicennia germinans L.
(mangle negro o madre de sal, Avicenniaceae), Laguncularia racemosa (L.) Gaerth. (mangle
blanco, Combretaceae) y Conocarpus erectus L. (mangle botoncillo, Combretaceae), sin
embargo, se han encontrado poblaciones de Rhizophora harrisonii Leechm.y Awvicennia bicolor
Standl., exclusivamente para México, en el estado de Chiapas (Tovilla-Herndndez, 20omun.
Pers. 2015).

El mangle negro o madresal, Avicennia germinans (L.) L., se distribuye actualmente en la
costa oeste de Africa desde Mauritania hasta Angola, en la costa Atlantica de América desde el
sur de Brasil hasta las Bermudas y a través de la costa Pacifico de América desde México hasta
Peru (Tomlinson, 1986). El sistema de apareamiento de la especie es predominantemente por
fertilizacion cruzada (Nettel-Hernanz et al., 2014). Sus flores perfectas son las mas grandes en
el género, son muy pequenas y sésiles, poseen organos femeninos y masculinos (especie
monoica) y ademas son protidndricas (Tomlinson, 1986). La especie es polinizada por abejas
(Tomlinson, 1986; Nettel-Hernanz et al., 2014) aunque también recibe la visita de avispas y
moscas de la familia Syrphidae (Lemus-Jiménez y Ramirez, 2003) y mariposas. Tiene un tiempo
generacional de cinco afos aproximadamente (Nettel y Dodd, 2007), produce pequenios
propagulos ovoides criptoviviparos con una longevidad de cuatro meses, proporcionando un
intervalo de tiempo suficiente para la dispersiéon a larga distancia (LDD) por medio de las
corrientes ocednicas (Nettel y Dodd, 2007) para colonizar nuevos habitats favorables. El
objetivo del presente trabajo es determinar qué factores pueden estar influenciando la
distribucion de la variacion genética de Awvicennia germinans en poblaciones del Atlantico y
Pacifico mexicano, que ademds son ecosistemas de manglar identificados por la Comisién
Nacional para el Conocimiento y uso de la Biodiversidad (CONABIO) como de relevancia

biolodgica y de rehabilitacion ecoldgica mas importantes de México.
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1. MATERIALES Y METODOS
IL.I Colecta y muestreo.
Para estudiar la estructura y diversidad genética de A. germinans seleccionamos 29 sitios de
colecta a lo largo de las costas de México en el Océano Pacifico (subdividido en Pacifico Norte
PN, Pacifico Centro PC y Pacifico Sur PS), Golfo de México (GM)y Mar Caribe (Peninsula de
Yucatdn PY) (Fig. 1; Tabla 1). En cada sitio se tomaron muestras de tejido foliar de
aproximadamente 40 individuos adultos con una distancia entre los mismos de 10 a 50 metros
dependiendo de la abundancia de los individuos en el sitio. De cada arbol colectado e incluido
en la muestra se obtuvo su posicion geografica mediante GPS (Garmin mod. Oregon 550). Se
colectaron hojas jévenes para la extraccion del ADN, se etiquetaron, se guardaron en bolsa de
polietileno y se almacenaron en nitrégeno liquido; de cada individuo se colectd ademds una
muestra de al menos 20 hojas para los wouchers, se prensaron y etiquetaron para su
transportacion al laboratorio de Genética Ecoldgica y Evolucion en el Instituto de Ecologia de

la Universidad Nacional Autonoma de México (Apéndice I).

ILII Extraccién de ADN.
La extraccion del ADN se realizo usando el protocolo DNeasy Plant Mini Kit de Qiagen
(Apéndice II) y se amplificaron 10 marcadores microsatélites nucleares: Agerm_CT_003
(Cerén-Souza et al., 2006), Agerm_CT_004, Agerm_GA_003, Agerm_GT_006 (Ceron-Souza
et al., 2012), Agerm-25, Agerm-22, Agerm-18 (Mori et al., 2010), AgD6, AgT9 y AgT4 (Nettel
et al., 2005). Ademads, inicamente para la costa Pacifico se utilizd6 un primer adicional (AgD37)
desarrollado por Nettel et al., (2005; ver detalles en Patron de flujo genético de esta misma
seccién). No fue posible lograr la amplificacion de este microsatélite en individuos del
Atlintico probablemente por mutaciones en la region flanqueante. Para consultar las
condiciones de amplificacion ver Apéndice III. Los cebadores forward se marcaron con
fluorescencia 6-FAM, VIC, PET y NED (Applied Biosystems Inc.) y se enviaron a la
Universidad de Illinois en Urbana-Champaign para el analisis de los fragmentos de ADN para

posterior genotipificacion por medio del programa GeneMarker software (v.6.5; Softgenetics®,

State College, PA, USA).
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ILIIT Condiciones de amplificacién de secuencias para A. germinans.

La seleccion de marcadores moleculares de cloroplasto se baso inicialmente en la literatura
reportada que se menciona mas adelante. Hubo que hacer modificaciones para que
amplificaran en Avicennia germinans, ya sea en la temperatura y tiempos de pegado o en la
concentracién de MgCl,, un cofactor de la DNA Taq polimerasa.

Se montaron las condiciones de amplificacion para las siguientes regiones de
cloroplasto atpH/atpl (Shaw et al., 2007), pipet (Lohne y Borsch, 2005) y rbcL (Lakshmi et al.,
2002), de diferentes poblaciones de Awicennia germinans del Pacifico, Golfo de México y
Peninsula de Yucatin. En las tablas 3 y 4 del Apéndice IV se muestran las condiciones y los
cebadores utilizados para estas amplificaciones, asi como los niumeros de acceso en el GenBank

(NIH) de los alelos detectados.

I1.IV Andlisis de datos de microsatélites.

Diversidad genética— U'tilizamos MICRO-CHECKER version 2.2.3 (Van Qosterhout et al.,
2004) para detectar evidencia de alelos nulos (null alleles), la amplificacion predominante de
alelos pequenos (allele dropout) y de corrida electroforética (stuttering). Después de la
correccion, la base de datos final se sometio a un analisis de diversidad genética con el
programa ARLEQUIN version 3.5. (Excoffier y Lischer, 2010) con 10,000 permutaciones para
obtener los estimados de numero de alelos promedio por locus (A), heterocigosidad observada
y esperada (Ho y Hpg, respectivamente), indice de endogamia (Fjs), numero total de loci
polimorficos (Pr), porcentaje de loci polimorficos (%P), la prueba de equilibrio de Hardy-
Weinberg (HWE) por locus por poblacion y el desequilibrio de ligamiento (LD) entre pares de
locus. La riqueza alélica por locus (AR), numero total de alelos por poblacion (AT) y el niumero
de alelos exclusivos (P) se realizd con el programa FSTAT version 2.9.3.2 (Goudet, 2002). El
tamano efectivo poblacional (N,) se estimo con el programa NeESTIMATOR V.2.01 basado
en el método de desequilibrio de ligamiento (Do et al., 2014). Para inferir cambios en la
diversidad genética a lo largo de la linea de costa, realizamos una correlacion de Spearman
entre la latitud y la Hg realizado en R (R core Team, 2017). Adicionalmente se empleo la
funcion sHe del paquete Biotools version 3.0 para predecir la diversidad genética espacial (en

un radio de 110 km) por medio de un enfoque individual (da Silva et al., 2017).
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Posteriormente, se extrajo la informacién de la diversidad genética espacial usando como

mascara la distribucion de manglar en México (Conabio, 2016).

Estructura genética — Inferimos la estructura genética de A. germinans entre costas (i.e., Pacifico
vs Atlantico) y dentro de cada costa en analisis independientes con un método basado en
agrupamiento bayesiano implementado en STRUCTURE version 2.3.4.( Pritchard et al., 2000)
Este método estima la pertenencia de los individuos (Q-values) a un nimero especifico de
poblaciones (K) y estima frecuencias alélicas por medio de cadenas de Markov tipo Monte
Carlo (MCMC). Escogimos el modelo de mezcla (admixture) con frecuencias alélicas
correlacionadas. Cada corrida consistio en 10000 interacciones de MCMC con 10 réplicas
para cada grupo K definido entre 1y 10. Se determin¢ el nivel mas alto de estructura genética
por medio del método de Evanno et al. (2005). Para explorar la distribucion de la variacién
genética —de acuerdo a los grupos determinados con STRUCTURE- se realizo un Analisis de
Varianza Molecular (AMOVA) entre costas y dentro costas en cuatro niveles jerarquicos:
variacion entre grupos (Fcr), variacion entre las poblaciones dentro de los grupos (Fsc),
variacion entre individuos dentro de poblaciones (Fjs) y variacion dentro de individuos (Fr).
Ademais se estim6 Ry, que de manera andloga a Fsr, estima con menor sesgo la fraccion de la
varianza total en el tamano de los alelos atribuible a las diferencias entre poblaciones (Slatkin,

1995). Estos ultimos analisis se realizaron con ARLEQUIN.

Mapas de diversidad genética — Para estimar la heterocigosidad esperada (He) en el espacio
geografico usamos la funcion sHe del paquete de R 'biotools' (da Silva et al. 2017). Esta funcién
permite predecir la variacién espacial de la He en una cuadricula geografica usando una tabla
de las coordenadas de los genotipos. Para este analisis usamos los genotipos de 1144 individuos
de 29 poblaciones de Avicennia germinans y proyectamos los resultados en una cuadricula
espacial basada en la distribucion de los manglares en México a una resolucion de 0.005 grados

(500 m* aproximadamente).

Arboles de distancias genéticas— Para evaluar las relaciones genéticas entre las poblaciones de

cada costa, se construyeron 4rboles basados en neighborjoining (N]) a partir de los datos
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microsatélites. La construccion de 4rboles y el célculo de las distancias genéticas de Nei (Da,
Nei et al., 1983) se realizaron con POPTREE2 (Takezaki et al., 2010). La confiabilidad de los

nodos del arbol se determiné con el método de bootstrap con 10,000 réplicas.

Patrén de flujo genético—Contempordneo—DPara explorar si el patrén de flujo genético entre
poblaciones dentro de cada costa sigue el modelo de aislamiento por distancia (IBD) se realizo
una prueba de Mantel con matrices pareadas de distancias genéticas (Nei et al., 1983) y
geograficas (estimadas a lo largo de la linea de costa en km con la herramienta regla de Google
Earth) con el paquete ade4 en R (R Core Team, 2016). Utilizamos divMIGRATE (Sundqvist
et al., 2016) para explorar el patron de flujo génico entre pares de poblaciones. Cada poblacién
esta representada por nodos y cada uno de ellos esta hipotéticamente conectado al resto de los
nodos simétricamente (i.e., misma tasa en todas las direcciones), representado los dos
componentes del flujo genético entre cualquier par de poblaciones. Las propiedades de estas
conexiones, tales como su longitud, sombreado y grosor, estain determinadas por la fuerza
relativa del flujo génico. Las poblaciones que intercambian genes a tasas altas localmente pero
a tasas bajas en otros lugares, tienden agruparse en el mismo espacio de la red, proporcionando
asi una ilustracion visual de los patrones de estructuracion genética (Sundqvist et al., 2016).
Para obtener la migracion relativa direccional entre pares de poblaciones se utilizo el método
de Nm de Alcala et al., (2014) con un umbral de 0.3 y 0.1 para visualizar las conexiones entre
poblaciones del Atlantico y Pacifico, respectivamente. Sélo en el caso de la costa Pacifico fue
necesario excluir dos locus de la base de datos debido a que surgi6 un error en la corrida inicial.
Por lo tanto, incluimos un locus adicional que Unicamente amplificé para individuos del

Pacifico; se incluye la base de datos en Excel con el nombre AgD37.

Patrén de flujo genético—Ancestral—Para hacer inferencias respecto a las hipotesis de la direccion
de migracién dentro de cada costa, utilizamos un método de comparacion de modelos con
MIGRATEN version 3.6.4 (Beerli, 2004) y se retomaron los grupos genéticos identificados
previamente dentro de cada costa. MIGRATE-N calcula algunos parametros demograficos
como tamano poblacional (0) y tasas de flujo génico (M) entre poblaciones y se puede utilizar

para probar predicciones acerca de la direccion de la migracion desde un sitio refugio (Barrow
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et al., 2015). Se construyeron distintos modelos con rutas de migracion unidireccional y
bidireccional -asi como modelos de no recolonizacion- desde distintos sitios refugio. Utilizamos
la probabilidad marginal para comparar los distintos modelos y probar la direccionalidad del
flujo génico y la conectividad de las poblaciones. La cantidad y direccién del flujo génico entre
poblaciones se estimo con inferencia Bayesiana, utilizando el modelo de alelos infinitos (IAM)
con tasas de mutacién que pueden variar entre locus (estimados crudamente desde los datos).
Los priors para 6 y M se determinaron previamente experimentando con el modelo nulo (full
model). El programa se corrio con un esquema de static heating usando 4 cadenas cortas, 50,000
iteraciones, 2 repeticiones y diferente ‘seed’ por cada modelo. Cada corrida se realizé con un
sistema operativo Centos 7.2, con 4 procesadores Intel Xeon E7-4809 V3 (20M Cache,
2.00GHz), 8 cores y 32 hilos de ejecucion total. Se calculé el factor de Bayes (BF) como el radio

de la probabilidad marginal para calcular la probabilidad posterior de cada modelo.

I1.V Andlisis de secuencias de ADN.

Alineamientos y edicion de secuencuencias—Ios productos de PCR fueron purificados y
secuenciados en el Psomagen, Inc. Maryland, USA. Las secuencias con mayor calidad se
analizaron con el programa bioinformatico Geneoius prime v2021.0 (Kearse et al., 2012). Se
obtuvieron las secuencias sentido y antisentido de cada muestra, se editaron para retirar los
cebadores o primers y los fragmentos de nucledtidos de poca calidad generados al principio y
al final de cada secuencia. Una vez editadas, se procedio a ensamblar ambas secuencias para

obtener una secuencia consenso de cada muestra.

A partir de las secuencias consenso se realizaron alineamientos tipo BLAST para
compararlas contra otras secuencias en la base de datos del NCBI Genbank, y asi, corroborar
que las secuencias obtenidas eran homologas a las regiones previamente reportadas, ademads de
encontrar las secuencias de especies relacionadas con A. germinans para los andlisis posteriores.
Posteriormente para identificar los sitios polimorficos de cada marcador se realizaron

alineamientos con todas las secuencias consenso por marcador con el Programa Mega-X v

10.1.8
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11.VI Estimadores de diversidad genética.

Debido al nimero de muestras de cada poblacion, se decidio realizar los analisis de estimadores
de diversidad genética (AMOVA) estructurando las muestras en dos grupos: el Grupo 1-Costa
Pacifico est4 integrado por las poblaciones que se distribuyen a lo largo del Pacifico Mexicano
(Pacifico Norte, Pacifico Centro y Pacifico Sur) y el Grupo 2- Costa Atlantico conformado por

las poblaciones de la Peninsula de Yucatidn y del Golfo de México.

Diversidad genética y haplotipica. —El estimador D de Tajima toma en cuenta la diversidad
genética y el numero de sitios variables en una secuencia, para probar expansion demografica.
Los valores de D significativos pueden deberse a cuellos de botella, efectos selectivos, expansién
de la poblacién o tasas de mutacion heterogéneas (Tajima 1996). Los valores de Fu (Fu 1997)
usan la informacion de distribucion de los haplotipos para probar expansion demografica y
son mas sensibles al crecimiento poblacional que la D de Tajima.

El numero de haplotipos (h), la diversidad haplotidica (hd), el nimero de sitios segregantes (S),
la diversidad nucleotidica (1), asi como las pruebas estadisticas de neutralidad de Tajima (D)
(Tajima 1989) y las pruebas de Fu (F) (Fu, 1997) con los valores de significancia asociados se
calcularon para cada region usando los programa DnaSP version 6 (Librado y Rozas, 2009)

Arlequin 3.5.1.2 (Excoffier et al., 2005) y Mega-X v 10.1.8.

Andlisis Molecular de Varianza (AMOVA) —Para analizar la distribucion jerarquica de la
variacion genética entre y dentro de los grupos se realizo un analisis de Varianza Molecular
(AMOVA) con el programa ARLEQUIN v. 3.5.1.2 (Excoffier et al., 2005). Analizando la
variacion entre y dentro de las costas (Pacifico sur, centro y norte; Golfo de México y Peninsula

de Yucatan).

Reconstruccion del patrén filogeogrdfico. Se realizd un andlisis de inferencia Bayesiana para obtener
la reconstruccién filogenética y obtener los valores de probabilidad a posteriori utilizando el

software Beast v1.8.4 (Drummond et al., 2012); se utilizaron dos corridas paralelas, una en
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cadena fria y dos en cadena caliente para 20,000,000 generaciones, confirmando cada 10,000
mil generaciones, hasta que la desviacion estdndar fuera < 0.01.

Las secuencias se concatenaron en un sélo alineamiento para cada individuo y se
analizaron con los mismos criterios empleados para los genes individuales. Sin embargo, los
alineamientos fueron particionados por genes cloroplastos y analizados bajo el modelo de
mejor ajuste T92+G+], empleando el criterio de Akaike, corregido con el jModelTest 2
(Darriba et al., 2012). Se calculé un arbol consenso de ambos métodos utilizados. Se obtuvo
un arbol consenso de todas las secuencias concatenadas.

Construccion de la red haplotipos — Se reconstruy6 la red de haplotipos identificados mediante
el software DNAsp (Rozas et al., 2017) que fueron verificados con el software Haplotyper (Niu

et al, 2002). La red fue creada y editada con el programa NETWORK V. 10.2.0.0.

(www.fluxusengineering.com) mediante un algoritmo correspondiente a cada marcador.

Los grupos de haplotipos se clasificaron segtin la red y el arbol obtenido. Para investigar
la relacién entre las secuencias de una poblacién intra-especifica, se construyd una red de
haplotipos por método de median joined (Nabdelt et al., 1999) se concatenaron las secuencias
de tres marcadores de cloroplasto de Avicenia germinans (atpH-atpl-pipetrbcL) todo se realizo con

el programa NETWORK 10.2.0 (www.fluxusengineering.com).

III. RESULTADOS

[11.I Andlisis de datos de microsatélites.

Diversidad genética— Se genotiparon en total 10 marcadores microsatélites, sin embargo, dos
ellos (Agerm_CT_003 y Agerm_GA_003; marcados en color amarillo en
BdDGene_A.germinans) se excluyeron de los analisis después de detectar altas frecuencias de

alelos nulos (> 0.20) en m4s de la mitad de las poblaciones en ambas costas.

Las poblaciones mexicanas de A. germinans poseen un total de 81 alelos con un
promedio de 10.125 alelos por locus. Las costas Atlantico y Pacifico constan de 59 y 57 alelos

con un promedio de 7.3 y 7.1 alelos por locus, respectivamente. Dentro de la costa Atlantico
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la Ho y Hg variaron de 0.212 (La Pesca) a 0.514 (Pom-Atasta) y de 0.245 (La Pesca) a 0.5 (Sian
Ka’an), respectivamente. Los indices de endogamia variaron de -0.146 (Pom-Atasta) a 0.226
(Delta del Rio Bravo). Las poblaciones mas diversas fueron Cozumel, Sian Ka’an y Pom-Atasta
con un promedio de 4.1 alelos por locus y 27 alelos en total; en contraste, Delta del Rio Bravo
con 2.4 alelos por locus en promedio y un total de 15 alelos fue la poblacion menos diversa.
El LD (del ingl. Linkage disequilibrium, desequilibrio de ligamiento) se observé en la mayoria de
las poblaciones, el nimero de pares de locus con LD va de 1 a 19 de 28 pares posibles (P<0.05).
Las poblaciones con mayor numero de pares de locus con LD fueron Coatzacoalcos y Sistema
Lagunar Alvarado. Asi mismo, de 1 a 4 locus presentaron desviaciones en HWE (P<0.05)

siendo Rio Lagartos la poblacion con mayor niumero de locus con desviaciones al equilibrio

(Tabla 2).

Dentro de la costa Pacifico la Ho y Hg varié de 0.032 (Bahia Concepcion) a 0.476 (La
Encrucijada) y de 0.047 (Bahia Concepcién) a 0.498 (La Encrucijada), respectivamente. El
indice de endogamia varié de -0.037 (Barra de Tecoanapa) a 0.647 (Estero el Sargento). La
poblacion mds diversa fue la de la Reserva de la Biosfera La Encrucijada con 4 alelos promedio
por locus y 26 alelos en total. La poblacién menos diversa fue Estero el Sargento con un total
de 9 alelos y un promedio de 2 alelos por locus. El numero de pares de locus con LD va de 1
a 13 de 28 pares posibles (P<0.05). Las poblaciones con mayor numero de pares de locus con
LD fueron Bahia de Altata y Mar Muerto. Asi mismo, de 1 a 5 locus presentaron desviaciones
en el HWE (P<0.05) siendo Mar Muerto y Bahia de Altata las poblaciones con mayor nimero

de locus con desviaciones al equilibrio (Tabla 2).

En ambas costas se pudo observar una clara disminucién de la diversidad genética (Hg)
hacia las poblaciones de latitudes mayores, manifestado por la transicién de rojo a amarillo
claro en la Figura 2. Cabe destacar que Delta del Rio Bravo y La Pesca —en la costa Atlantico—
, Estero el Sargento y Bahia Concepcion —en la costa Pacifico— son las poblaciones que
presentan ademds, menor superficie de manglar. Mientras que las poblaciones en latitudes
menores como La Encrucijada en el estado de Chiapas y Sian Ka’an en Quintana Roo

corresponden a los ecosistemas que tienen mayor cobertura de manglar en el pais. Sin embargo,
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a pesar de esta tendencia, la correlacion entre la latitud y diversidad genética resultd

significativa para la costa Pacifico (Fig. 2A) pero no para la costa Atldntico (Fig. 2B).

Estructura genética— De acuerdo al anilisis bayesiano implementado en STRUCTURE vy
tomando en cuenta el enfoque de Evanno et al. (2005), K=2 fue el nivel mas alto de estructura
genética entre costas. El numero de grupos genéticos que se identificaron corresponde por un
lado a todas las poblaciones de la costa Atlantico y por el otro, las poblaciones del Pacifico
mexicano (Fig. 3C). En cuanto al an4lisis dentro de costas, se identificaron 3 y 5 grupos para
el Atlantico y Pacifico respectivamente. Dentro de la costa Atlantico el grupo 1 (C1) esta
representado por Delta del Rio Bravo y La Pesca, ambos en el estado de Tamaulipas. El segundo
grupo genético (C2) lo conformaron Coatzacoalcos, Sistema Lagunar Alvarado,
Sontecomapan, Tuxpan, La Mancha, Laguna de Mecoacin, Pom-Atasta y Los Petenes,
finalmente el grupo 3 (C3) estuvo formado por poblaciones que se ubican en la Peninsula de

Yucatan, éstos fueron Rio Lagartos, Yumbalam, Cozumel y Sian Ka'an (Fig. 3B).

En la costa Pacifico en el grupo 1 (C1) se encuentran Estero el Sargento, Bahia
Concepcion y Topolobampo. El grupo 2 (C2) lo constituyé Bahia Magdalena, La Paz, Bahia
de Altata, El Caimanero y Marismas Nacionales. Punta Pérula y Barra de Navidad en el estado
de Jalisco formaron el tercer grupo (C3). En los estados de Guerrero y Oaxaca se ubico el cuarto
grupo (C4): Técpan de Galeana, Barra de Tecoanapa y Chacahua-Pastoria. Finalmente las
poblaciones de Mar Muerto y La Encrucijada formaron un grupo discreto (C5) en el extremo

sur del Pacifico mexicano en el estado de Chiapas (Fig. 3A).

Aunque se pudieron distinguir grupos genéticos propios dentro de cada costa, los
valores de Q sugieren alto flujo genético entre las poblaciones que se ubican en el centro de
cada costa, por lo que a la vez, los grupos genéticos que se encuentran bien definidos (valor de
Q > 0.50 y > 0.60 Pacifico y Atlantico, respectivamente) son aquellos que se ubican en los
extremos norte y sur de cada costa (C1 y C5 para Pacifico y C1 y C3 para Atlantico, Figs. 3A'y

3B, respectivamente).
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El analisis de AMOVA entre costas (Tabla 3A) indicé que el mayor porcentaje de la
varianza se le atribuye a las diferencias existentes entre las costas Atldntico y Pacifico de México
(75.2%, Fr=0.88 P<0.001). El analisis de varianza molecular dentro de la costa Atlantico revelo
que existe poca variacién entre los grupos identificados con analisis Bayesiano (6.4%,
Fcr=0.064, P<0.01) y que el mayor porcentaje de la varianza se encuentra dentro de los
individuos (76%, F;7=0.24, P<0.001) (Tabla 3C). Los valores de R¢r en esta costa variaron de
0.016 a 0.38, donde la mayor diferenciacion se encontré entre Delta del Rio Bravo y el resto
de las poblaciones, asi como, entre La Pesca y el resto de las poblaciones, sugiriendo que ambas
contribuyen en gran medida a la poca, pero significativa diferenciacion encontrada (Tabla 4).
Contrastantemente, en la costa Pacifico el andlisis de AMOVA revel6 que el mayor porcentaje
de la varianza se encuentra entre grupos (49.5%, Fcr=0.49%, P<0.001) y en menor medida
dentro de individuos (38.3%, F;i=0.61, P<0.001) (Tabla 3B). Los valores de Rsr variaron de
0.040 a 0.926; se observo una fuerte diferenciaciéon entre las poblaciones de Estero el Sargento,
Bahia Concepcion y Topolobampo con el resto de las poblaciones al sur de México (Tabla 5).
En general, tanto con analisis de AMOVA y valores de Rsr pareados (mas del 90% de los valores
de Ry fueron distintos de cero en ambas costas; P <0.05) se encontrd alta estructuracion
genética poblacional de A. germinans en México.

Arboles de distancias genéticas —Para evaluar las distancias genéticas (D) entre poblaciones de
A. germinans dentro de costas, se construyeron arboles de NJ (Fig. 4) (Nei et al., 1983) los cuales

son mas eficientes que otras medidas, como Dsr, para obtener la topologia correcta para datos

de microsatélites (Takezaki y Nei 1996, 2008).

Para su comparacién, los colores de cada grupo para K = 3 (Atlantico) y K = 5 (Pacifico)
de STRUCTURE se sobrepusieron en los nodos de los arboles (Fig. 3). Los resultados fueron
comparables con los grupos de poblaciones identificados por STRUCTURE (Fig. 3) y similar
a éste, los grupos con mayor soporte de bootstrap (>60%) son aquellos que se encontraron en
los extremos norte y sur de cada costa (Fig. 4). Las distancias genéticas obtenidas (D) revelaron
un patréon muy similar al obtenido con Rsr, donde las distancias genéticas mayores se

encuentran entre poblaciones del norte y sur de México. Las relaciones guardadas entre las
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poblaciones de C2 del Atlantico (Fig. 4A); C2, C3 y C4 en el Pacifico (Fig. 4B) resultaron ser

mucho m4s ambiguas.

Patrén de flujo genético—Contempordneo— El analisis de IBD con la prueba de Mantel (Fig. 5)
reveld que existe una significativa correlacién entre las distancias geograficas y genéticas para
ambas costas siendo mayor para la costa Pacifico (r = 0.80, P <0.01) que para la costa Atldntico
(r = 0.51, P <0.01). DivMigrate identificé un patrén similar de agrupacién al identificado
previamente con STRUCTURE dentro de cada costa y en general, el patrén de flujo génico

en ambas costas es complejo.

Dentro de la costa Atlantico, divMigrate sugirié migracion relativa alta entre
poblaciones de un mismo grupo genético y migracién relativa baja hacia otras poblaciones. Se
encontro que existen poblaciones clave que estan manteniendo el contacto entre grupos de
poblaciones. La Pesca mantiene el contacto con las poblaciones del Golfo de México (C2) y,
por dispersion a larga distancia, Tuxpan conecta el grupo identificado en la Peninsula de
Yucatan (C3) (Fig. 6A). Ademss, dentro del grupo de la Peninsula de Yucatan (C3) las
poblaciones PY81-PY70 estan mejor conectadas entre si que con PY65-PY77 y viceversa (Fig.
6B).

Dentro de la costa Pacifico el patron de flujo génico resultdé mucho mas complejo que
en la costa Atlantico y la tasa relativa de migracion en general fue menor. Similar a la costa
Atlantico, algunas poblaciones, conectan ambos extremos del Pacifico tales como PNO6 y
PC15-PC11 (Fig. 6C). Ademas, si excluimos a las poblaciones que constituyen C2, C3 y C4,
las poblaciones del norte y sur del Pacifico se aislan completamente (Fig. 6D).
Conjuntamente, identificamos discontinuidades genéticas potenciales dentro de cada costa.
Las poblaciones que estdn claramente aisladas son la Peninsula de Yucatin (C3) dentro de la
costa Atldntico y las poblaciones que se ubican dentro del estado de Chiapas (C5) en la cuenca
del Pacifico, ambos casos ademds presentaron un soporte de booststrap > 90% en el arbol de

NJ (Fig.a 4) y constituyen grupos de poblaciones bien definidos en STRUCTURE.
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Realizamos un acercamiento a la migracion relativa de mayor magnitud (umbral 0.5) y
se observo que el flujo génico se da predominantemente entre poblaciones vecinas que entre
poblaciones distantes en ambas costas (Fig. 6E, F), sin embargo, en la costa Pacifico también
se observaron eventos de LDD —como entre Barra de Navidad y Chacahua-Pastoria— aunque

probablemente sean menos frecuentes (Fig. 6F).

Patrén de flujo genético—Ancestral—Encontramos evidencia de migracion historica hacia
latitudes nortefias en ambas costas de México. El modelo mejor sustentado por los datos para
ambas costas se muestra en la Figura 8. En la costa Atlantico los estimados de migracion van
de 1.86 (del Golfo de México (C2) hacia Tamaulipas (C1) a 1.93 que ocurre entre la Peninsula
de Yucatan (C3) al Golfo de México (C2) y viceversa. El modelo mejor sustentado por los datos
en la costa Atlantico (Fig. 7A) expresa recolonizacion hacia el grupo mas norteio (C1) y
migracion por stepping stones.

En la costa Pacifico el flujo genético va de 2.8 a 3.3 y se restringe desde el estado de
Jalisco hacia los grupos C2 y C1, y la mayor tasa de flujo genético ocurrio entre C3 y C4 (3.3
individuos por generacion). El patron de migracion de este modelo (Figura 7B) expresa el
patréon encontrado con STRUCTURE y un umbral ecolégico encontrado por Cavanaugh et

al. (2015) para manglares.

[11.1I Analisis de secuencias de ADN.

Estimadores de diversidad genética de secuencias.

Diversidad genética y haplotipica—Ios marcadores de cloroplasto usados para los anélisis fueron
atpH-atpl, pipet y rbcL, cuyas longitudes son 1500, 1200 y 250 respectivamente. No obstante, el
fragmento analizado 176, 833 y 736 pb. El numero de individuos secuenciados para cada
secuencia fue variable, debido a deficiente secuenciacion, sin embargo éste fue > 252 (ver
Tablas 3 y 4 en Apéndice IV). La secuencia concatenada de los tres marcadores, atpH-atpl-pipet-
tbcL, tuvo una longitud de 1749pb y se obtuvo para 222 individuos. Se encontarron un total
de 21 haplotipos, con 10 en el Atlantico y 12 en el Pacifico, no obstante la Penisula de Yucatin

y el Pacifico Norte tuvieron el mayor numero de haplotipos (8), mientras el el Pacifico Sur el
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menor (3), debido al menor niimero de pobalciones analizadas para esta region, y también
debido al menor namero de individuos con secuencia completa para los tres marcadores (Tabla
6a).

La diversidad nucleotidica fue mayor para el Atlintico, principalmente debido a la
Peninsula de Yucatan, y la menor en las poblaciones del Golfo de México (Tabla 6b).
Analizando cada marcador por separado arroja resultados similares para el caso de atpH-atpl,
contrastantes para el caso de pipet (i.e., el Pacifico muestra mayor diversidad nucleotidica), y

similar para rbcL (Tabla 7 a,b,c, respectivamente).

Andlisis Molecular de Varianza (AMOVA) —Los analisis de variacién molecular (AMOVA;
Excoffier et al., 1992) para cada marcador se realizaron para determinar cémo esta distribuida
la variacidon genética entre las costas de México. Los resultados indican que entre el 52% (atpH-
atph() y el 92% (pipet) de la variacion se debe a la diferenciacion entre costas (Tabla 7), lo que
refuerza los resultados encontrados con la variacién en loci microsatélites. Por otra parte, la

variacion contenida en cada poblacién va del 16 al 42% (Tabla 7).

Distancia genética y red haplotipos — Distancias genéticas de las poblaciones de Avicenia germinans
inferidas a partir de la combinacion de las secuencias concatenadas de cloroplasto (atpH-atpl-
pipet- bcL). Las poblaciones del Atlantico son las mas basales de ambas costas de México. Los
cuadros indican el soporte estadistico de los nodos >85%. Las ramas corresponden a cada
region: Golfo de México, Peninsula de Yucatan, Pacifico Norte, Pacifico Centro y Pacifico Sur.
Se detectaron un total de 21 haplotipos de las secuencias concatenadas de tres
epaciadores/genes de cloroplasto de A. germinans (1749 pb). La riqueza haplotipica no es muy
elevada dado que se encontraron 10 y 12 haplotipos en cada costa (Atlantico y Pacifico), y la
diversidad haplotipica promedio es similar (Hd = 0.519), Dos factores pueden afectar la
estimacion, el numero de secuencias por poblacion (por ejemplo, en el Pacifico Sur), y el
numero de poblaciones muestreadas en cada costa. Mientras que el hl domina en las
poblaciones del Golfo de México y Peninsula de Yucatan, h6 y h10 dominan en el Pacifico. El

h19 es exclusivo de la Peninsula de Yucatan y varios son exclusivos del Pacifico (Fig. 9).
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IV DISCUSION

Diversidad genética

Hemos identificado patrones claros de estructura y diversidad genética en las poblaciones
mexicanas de A. germinans. Los andlisis realizados con AMOVA y STRUCTURE mostraron
que las poblaciones del Atlantico y Pacifico estan genéticamente diferenciadas. Los analisis
dentro de cada costa indicaron que la cuenca del Pacifico estd mas diferenciada genéticamente
que la costa Atlantico. El 49.5% de la variacion genética en el Pacifico se explica por las
diferencias entre los grupos genéticos identificados, en comparacion con 6.4% de la variacion
genética entre grupos de poblaciones en el Atlantico. Los analisis de diversidad genética
indicaron que la cuenca del Pacifico es menos diversa que la costa Atlantico. Se identificd que
las poblaciones que se encuentran en el extremo norte de cada costa son menos diversas en
comparacion con las poblaciones al sur del pais identificindose una correlacion entre la latitud
y la He. Se encontré ademas que estas poblaciones son las que mas divergen genéticamente

(basados en distancias genéticas) dentro de ambas costas.

Similar a lo encontrado para A. germinans y R. mangle (Ceron-Souza et al., 2012) en
poblaciones panamenas, a lo largo de la region Atlantico-Este Pacifico (AEP; Takayama et al.,
2013) y para otras especies marinas (McCartney et al. 2000; Bowen et al., 2009), nuestros
resultados sugieren que el levantamiento del CAI produjo una diferenciacion entre
poblaciones de ambas costas y que éstas han estado evolucionando de manera independiente

desde que el cierre definitivo tuvo lugar hace aproximadamente 3.5 ma (O’Dea et al., 2007).

Estructura genética

La estructura genética de los manglares puede estar fuertemente influenciada por las
oscilaciones climaticas. Hemos encontrado un patrén de disminucion de la diversidad genética
con la latitud, el cual constituye una firma genética caracteristica de expansion post-glacial
desde latitudes menores (Hewitt, 2004; Maggs et al.,, 2008). Sin embargo, ésta no fue
significativa para la costa Atldntico. En teoria las expansiones lineares bajo un patron de flujo

genético de stepping stones, como anteriormente lo han reportado Pil et al. (2011) y Sandoval-
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Castro et al. (2014), deben resultar en una disminucion de la diversidad genética con la latitud
(Hewitt, 1996), no obstante, es probable que otros factores estén influyendo en la significancia
de la prueba estadistica de esta costa, tal como la forma de la curvatura caracteristica del Golfo
de México. Nuestros resultados, tanto con Rsry arboles de NJ, sugieren que las poblaciones
del norte de ambas costas se han diferenciado significativamente de aquellas poblaciones al sur
de México, probablemente debido a extinciones locales por la falta de habitat adecuado al
norte del pais durante el ultimo méximo glacial (Woodroffe y Grindrod, 1991) vy

potencialmente recolonizadas recientemente desde poblaciones mas surefias.

La menor diferenciacién genética encontrada en el Atlantico podria deberse a la
distribucion de los manglares mayormente continua en la costa Atlantico que en el Pacifico
(Dinerstein et al., 1995). Esto podria promover el flujo genético entre poblaciones y por lo

tanto, disminuir la estructura genética dentro de esta costa.

Las poblaciones de A. germinans en México muestran niveles de diversidad genética de
bajo a moderado. Los estimados de heterocigosidad son semejantes a los reportados
anteriormente por Sandoval-Castro et al. (2014) [Ho - 0.23, Hg- 0.26 en el Atlantico; Ho - 0.17,
Hg - 0.19 para la costa Pacifico], Ceron-Souza et al. (2012) para poblaciones panamenas, para
otras especies de mangle como Pelliciera rhizophorae [Ho - 0.238, Hg - 0.372 en el Pacifico; Ho -
0.059, Hg - 0.133 en el Caribe (Castillo-Cardenas y Toro-Perea, 2012)] y para algunas especies
del género Rhizophora en la region del Indo-Oeste Pacifico [TWP] (0.124 - 0.645, 0.138- 0.650

de Ho y Hg, respectivamente (Yan et al., 2016).

Las poblaciones al sur de México, las cuales poseen mayor diversidad genética y mayor
extension de cobertura de manglar (Rodriguez-Zudiga et al., 2013), son foco de atencién para
su proteccién tanto por su extension como por la variabilidad de sus poblaciones, mientras
mas diversas son, mayor es el potencial evolutivo de las poblaciones es decir, mayor es la
probabilidad de que se adapten a los cambios futuros en el ambiente (Garner et al., 2005), sin
embargo, aquellas poblaciones al limite norte de México y que son menos diversas, de acuerdo

con Eckert et al., (2008) podrian mantener la diversidad si éstas son selectivamente divergentes
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del resto de las poblaciones debido a las diferentes presiones selectivas y al reducido flujo

genético.

Patrén de Flujo genético

El patron de flujo genético entre poblaciones dentro de cada costa siguio el modelo de
aislamiento por distancia en ambos casos. La aproximacion de flujo génico, medida como
migracion relativa, produjo patrones complejos de conectividad dentro de cada costa. Dentro
de la costa Atlantico se observd mayor migraciéon entre poblaciones que estin cerca
geograficamente aunque no necesariamente con la poblacion vecina pero predominantemente
dentro de una regién. Se observo que hay poblaciones que impiden el completo aislamiento
de grupos de poblaciones y éste puede ocurrir por LDD (i.e. Tuxpan y la Peninsula de Yucatan).
En la Peninsula de Yucatin, aunque se encontro evidencia de flujo genético con el Golfo de
México, existen dinamicas particulares que operan dentro de este grupo de poblaciones, las
cuales se explicardn mas adelante. Dentro de la costa Pacifico los estimados de migracion
relativa fueron menores que en la costa Atldntico y similar a ésta, la migracion relativa fue
mayor entre poblaciones que se encuentran geograficamente cerca, sin embargo, también se
observaron eventos de LDD. La conectividad entre grupos también estuvo representada por
algunas poblaciones (PN06, PC15-PC11). En ausencia de las poblaciones intermedias entre el

norte (C1) y sur (C5) de México éstas exhibieron un claro aislamiento.

El complejo patron de flujo genético de A. germinans encontrado en ambas costas puede
estar relacionado con varias lineas de evidencia. Nuestros resultados indican que la mayoria de
las poblaciones de A. germinans tienen flujo génico predominantemente con poblaciones que
se encuentren cercanas a ellas (dispersion corta), ajustindose a un modelo de aislamiento por
distancia, tales resultados sugieren que existen restricciones locales para la dispersion del polen
y las semillas (Cerén-Souza et al., 2012). Recientemente se ha sugerido que factores como la
velocidad del agua (Nathan et al., 2008), la retencion de los propagulos por las raices (Van der
Stocken et al., 2015) o los neumatoforos de arboles madre o cercanos a ellos y las mareas, son
factores que pueden limitar el movimiento de los propagulos y explicar el limitado flujo génico

encontrado en la mayoria de las poblaciones. Bajo este modelo las poblaciones lejanas podrian
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diferenciarse simplemente por el aislamiento por distancia (Wright 1938, 1940), sin embargo,
creemos que aunque las poblaciones en ambas costas estan relacionadas por un modelo de

stepping stones, no es el unico factor que puede regular la conectividad entre poblaciones.

Debido a las caracteristicas de los propdgulos de A. germinans éstos ocasionalmente
pueden tomar ventaja de las corrientes superficiales y lograr dispersarse a largas distancias
(Nettel y Dodd, 2007). Aunque la dispersién a larga distancia es tedricamente posible tanto en
plantas como en animales, estos eventos tipicamente ocurren con una probabilidad
extremadamente baja, no obstante cuando ésta ocurre, puede alcanzar distancias
extremadamente largas (Jordano, 2017). Aunque las corrientes ocednicas son estacionalmente
variables y es dificil predecir qué poblaciones estin limitando el flujo genético via corrientes
ocednicas, hemos identificado dos discontinuidades genéticas sobresalientes en ambas costas
que potencialmente podrian vincularse a los sistemas de corrientes que circulan en el Golfo de
México y mar Caribe, asi como frente al Golfo de Tehuantepec. La corriente de Yucatan, fluye
desde el sur de la isla Cozumel, atraviesa la parte oeste del canal de Yucatan y entra al Golfo
de México, donde posteriormente se convierte en la corriente del Lazo (Athié et al., 2011). La
corriente del Lazo es alimentada por una corriente de agua caliente del Caribe que entra en el
Golfo, entre la Peninsula de Yucatan y Cuba. Esto forma la corriente del Lazo del Golfo, que
curva al este y al sur a lo largo de la costa de Florida y sale a través del estrecho de la Florida
(NOAA, 2017). Por su parte, en el Golfo de Tehuantepec, en la costa Pacifico, se originan
eddies oceanicos con giros anticiclonicos de 100 a 450 km de didmetro que pueden permanecer
durante meses y diseminarse hacia el oeste del Pacifico (Clarke, 1998; McCreary et al., 1989,
Miuiller-Karger y Fuentes-Yaco, 2000). Ambos sistemas de corrientes en el Atlantico, y los eddies
ocednicos en el Pacifico, poseen el potencial de condicionar la dispersion de los propagulos
entre las poblaciones de un mismo grupo genético y/o restringir la conectividad con otros

grupos de poblaciones, reflejaindose en la estructura genética de A. germinans.

Distancias genéticas y red haplotipos — Los andlisis filogenéticos indican que las poblaciones de

de Atlantico (Golfo de México y Mar Caribe) son basales respecto de las poblaciones de A.
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germinans del Pacifico (Fig. 8). Este resultado es apoyado por la red de haplotipos, de tres
marcadores moleculares de cloroplasto concatenados; sélo un haplotipo es compartido entre

costas (Fig. 9).

V CONCLUSION

El patrén de estructura y diversidad genética de las poblaciones mexicanas de A. germinans esta
influenciada por con un conjunto de factores que actiian a diferentes escalas temporales. Por
un lado, el Istmo Centroamericano constituyd una fuerte barrera geografica para la dispersion
de los propagulos de A. germinans, por lo que las poblaciones del Atlantico y Pacifico de México
han evolucionado de manera independiente desde el cierre definitivo del CAIL. Dentro de
costas, la distribucion de la variacion estd relacionada con las oscilaciones climaticas durante
el Pleistoceno asi como por un complejo patrén de flujo genético regulado principalmente por
el aislamiento a distancia y pocos eventos de dispersion a larga distancia, relacionados con la
dindmica de las corrientes marinas. La costa del Atlantico posee mayor diversidad genética,
estd menos estructurada y posee valores de migracién relativa mayores que los de la costa

Pacifico.
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Tabla 1. Ecosistemas de manglar que fueron objeto de estudio para Avicennia germinans.

Region # IDCONABIO Nombre de las poblaciones Estados Latitud Longitud N
1 PNO2 Bahia Concepcion Baja California Sur 26.762133 -111.881583 40
2 PNO3 Bahia Magdalena Baja California Sur 24.794183 -112.11565 40
3 PNO4 Estero el Sargento-Isla Tiburén Sonora 29.328517 -112.329183 40
4 PNO6 Topolobambo Sinaloa 25.582191 -109.123528 40
Pacifico Norte 5 PN10 Marismas Nacionales Sinaloa-Nayarit 22.374467 -105.640367 40
6 PN11 Bahia de Altata Sinaloa 24.615667 -107.869833 40
7 Lab PNO5 La Paz Baja California Sur 24.181593 -110.299852 40
8 Lab PN12 El Caimanero Sinaloa 22.882208 -106.062556 40
9 *LabPN15 Espiritu Santo Baja California Sur 24.437186 -110.356318 15
10 PCl11 Barra de Navidad Jalisco 19.195532 -104.672246 40
11 PCl15 Punto Pérula Jalisco 19.592027 -105.12519 40
Pacifico Centro
12 *LabPC18 El Salado Sinaloa 21.571754 -104.987591 10
13 LabPC19 Técpan de Galeana Oaxaca 17.213935 -100.792113 40
14 PS17 Barra de Tecoanapa Oaxaca 16.4978 98.724133 40
Pacifico Sur 15 PS20 Chacahua - Pastoria Guerrero 16.0114 97.591833 40
16 PS24 La Encrucijada Chiapas 15.168367 92.831017 40
17 PS29 Mar Muerto Guerrero-Chiapas 16.0104 93.846033 40
18  GM36 Coatzacoalcos Veracruz 18.0971 94.431383 39
19  GM37 Delta Rio Bravo Tamaulipas 25.946133 97.15795 40
20 GM40 El Morro de la Mancha Veracruz 19.586167 96.384783 34
21  GM41 La Pesca Tamaulipas 23.776083 97.74145 40
Golfo de México
22 GM46 Laguna de Mecoacin Tabasco 18.419626 93.115455 35
23 GM53 Sistema Lagunar de Alvarado Veracruz 18.73285 95.78225 41
24 GM54 Sontecomapan Veracruz 18.508417 95.024717 34
25 GM56 Tuxpan Veracruz 20.9807 97.3415 40
26 PY65 Cozumel Quintana Roo 20.555633 -86.913633 40
27 PY66 Los Petenes Campeche 20.158917 90.371583 41
Peninsula de Yucatin 28 PY67 Pom-Atasta Campeche 18.5745 92.104 40
29  PY70 Rio Lagartos (Punta Holchit) Yucatan 21.6102 -88.1282 40
30 PY77 Sian Ka“an Quintana Roo 20.110967 -87.470917 40
31 PY81 Yumbalam Quintana Roo 21.443583 -87.202967 40

Todos son sitios prioritarios de manglar (Rodriguez-Zuiga et al. 2013) con excepcion de Bahia de Altata, Sinaloa. Los sefialados con la palabra Lab significa que para el ecosistema de manglar

no se encontro identificador del sitio en Manglares de México, por lo tanto, asignamos un ID al azar. * Poblaciones que se utilizaran inicamente para secuencias, N, tamafio de muestra.
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Tabla 2. Estimadores de diversidad genética de Avicennia germinans en las costas Atldntico y Pacifico de México.

1D A P AR AT Ho He Fis Pr %P LD HWE N.
Atlantico

GM37 2.4 (0.894) 0 1.803 15 0.23(0.178)  0.296 (0.217) 0.226* 5 625 0 0 Inf
GM41 2.833(1.169) 1 2242 19 0.212(0.182) 0.245(0.199) 0.137 6 75 2 1 Inf
GM56 4(1.673) 2 3.035 26 0.436(0.157) 0.413(0.164) -0.053 6 75 1 0 Inf
GM40 3429(1.134) 2 2982 25 0.274(0.201)  0.309 (0.24) 0.1 7 815 0 1 19.2
GM53 3.75(1.832) 3 3336 30 0.231(0.209) 0.271(0.2) 0.104 8 100 14 2 Inf
GM54 3(1.265) 1 2457 20 0.295(0.252) 0.28(0.221) 0.064 6 75 2 0 Inf
GM36 3.25(1.753) 1 3.05 26 0.287(0.258) 0.307 (0.228) 0.108 8 100 19 3 5.3
GM46 3.714(1.38) 3 3.232 27 0.412(0.19)  0.425(0.196) -0.002 7 815 1 2 Inf
PY67 4.167(1.472) 1 3.22 27 0.514(0.162) 0.463 (0.121) 0.146 6 75 1 0 56.9
PY66 3.571(1.272) 3 3.098 26 0.435(0.256) 0.452(0.24) -0.004 7 815 0 1 Inf
PY70 3.667(0.816) 1 2902 24 0.333(0.273) 0.336(0.214) 0.012 6 75 0 4 21.7
PY81 3571(1.902) 1 2983 26 0.358(0.275) 0.316(0.217) 0.141 7 815 1 1 19.7
PY65 4.167 (1.329) 0 3.241 27 0.491 (0.3) 0.469 (0.202) -0.088 6 75 1 3 Inf
PY77 4.167(1.329) 0 3.262 27 0.493(0.169) 0.5 (0.153) 0.012 6 75 2 2 18
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Tabla 2, continuacion.

ID
Pacifico
PNO04
PNO2
PNO06
PNO3
PNO5
PN11
PN12
PN10
PC15
PC11
PC19
PS17
PS20
PS29
PS24

Desviacion estandar entre paréntesis; A nimero de alelos promedio por locus; AR riqueza alélica; AT numero total de alelos; Ho heterocigosidad observada,
He heterocigosidad esperada; P ntimero de alelos exclusivos; Fis indice de endogamia; Pt numero total de loci polimérficos; %P porcentaje de loci polimorficos.
* P<0.05. LD ntimero de pares de locus ligados; HWE ntimero de loci que muestran desviaciones al equilibrio; N, tamafio efectivo poblacional (Inf=infinito).

A

2(0)
2.2(0.447)
2.667 (1.211)
2(0)
3(0)
3.375(1.061)
3.143 (1.464)
4(1.732)

3 (1.155)
2.5(0.837)
4(1.8206)
3.833(2.229)
3.333(1.033)
4.5(2.619)
42

P

0
0
0
1
0
2
2
3
0
2
0
0
0
2

2

AR AT
1.123 9
1.47 14
201 18
1487 13
1.627 14
2.861 27
2389 13
2906 29
1.88 16
1.78 17
2339 20
2525 15
2592 122
3.858 36
3.052 26

Ho

0.05 (0)
0.032 (0.011)
0.141 (0.114)
0.117 (0.194)
0.241 (0.18)
0.202 (0.161)
0.163 (0.143)
0.214 (0.176)
0.307 (0.221)
0.132(0.234)
0.437 (0.18)
0.27 (0.255)
0.358 (0.148)
0.349 (0.293)
0.476 (0.286)

He

0.14 (0)
0.047 (0.024)
0.142 (0.1)
0.159 (0.192)
0.287 (0.195)
0.291(0.221)
0.177 (0.138)
0.276 (0.233)
0.331(0.2)
0.145 (0.171)
0.443 (0.16)
0.269 (0.23)
0.405 (0.197)
0.405 (0.295)
0.498 (0.272)

FIS

0.647*
0.365*
0.006
0.094
0.161
0.291*
0.095
0.197*
0.05
0.078
0.012
-0.037
0.124*
0.128*
0.046

¥

o0 NN OB~ ~J00 WU oN

6

%P

12.5
62.5
75
62.5
37.5
100
87.5
87.5
50
75
50
75
75
100
75

LD

WO O OO N~ OO~ DO

—_
W

1

Inf
Inf
Inf
Inf
Inf
99.8
50.2
Inf
Inf
0.2
Inf
Inf
11.5
Inf
4911.2
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Tabla 3. Estructura genética poblacional de Avicennia germinans en México. Andlisis de varianza molecular (AMOVA) A) Entre costas, B)
Dentro de la costa Atlantico y C) Dentro de la costa Pacifico ***P<0.001, ** P<0.01

Fuente de variacion

A) Entre costas
Entre Atlantico vs Pacifico
Entre poblaciones dentro de costas
Entre individuos dentro de poblaciones
Dentro de individuos

Dentro de cada costa

B) Pacifico
Entre grupos
Entre poblaciones dentro de grupos
Entre individuos dentro de poblaciones
Dentro de individuos

C) Atlantico
Entre grupos
Entre poblaciones dentro de grupos
Entre individuos dentro de poblaciones
Dentro de individuos

Estadistico-F

Fer=0.878***
Fgc=0.446***
Fis=0.109***
Fi1=0.878"**

Fcr=0.495***
Fsc=0.142***
Fis=0.115***
Fir=0.616"**

Fcr=0.064**
Fgc=0.101***
Fis=0.096***
Fi1=0.240"**

Porcentaje de
variacion

15.232
11.057
1.495

12.216

49.482
7.197
4.967

38.353

6.397
9.484
8.125
75.995
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Tabla 4. Valores de Rgr para Avicennia germinans entre pares de poblaciones dentro de la costa Atlantico de México. *P < 0.05

GM37 GM41 GM56 GM40 GM53 GM54 GM36 GM46 PY67 PYe6 PY70 PY81 PY65 PY77

GM37 0.000 . % * * * * * * * * * * *
GM41 0.000  0.000 * * * * * * * * * * * *
GM56 0.119  0.072  0.000 * * * * * * * * * * -
GM40 0.248 0.188 0.080 0.000 * * - * - * * * * *
GM53 0.175 0.135 0.109 0.065 0.000 - * * * * * * * *
GM54 0.278 0218 0.173 0.141 -0.006  0.000 * * * * * * * *
GM36 0.194 0.146 0.074 0.001 0.039 0.092 0.000 - - * * * * *
GM46 0.202 0.175 0.106 0.016 0.088 0.118 0.009  0.000 * * * * * *
PY67 0.158 0.104 0.022 0.013 0.093 0.167 0.022 0.040 0.000 * * * * -
PY66 0.257 0208 0.067 0.045 0.160 0.238 0.065 0.037 0.024 0.000 * * * *
PY70 0381 0328 0.227 0.068 0.084 0.157 0.070 0.055 0.147 0.153  0.000 * * *
PY81 0.274 0240 0.151 0.180 0.089 0.100 0.166 0.190 0.185 0.210 0.184 0.000 * *
PY65 0.128 0.115 0.061 0.123 0.106 0.122 0.121 0.164 0.097 0.164 0.229 0.091 0.000 -
PY77 0.099 0.075 0.002 0.046 0.052 0.075 0.052 0.09 0.021 0.082 0.149 0.046 0.004 0.000
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Tabla 5. Valores de Ryr pareada de Avicennia germinans dentro de la costa Pacifico de México. *P < 0.05
PNO2 PNO6

PNO4

PNO3

PNO5

PN11

PN12

PN10

PC15

PC11

PC19

PS17

PS20 PS29 PS24

PNO4
PNO2
PNO6
PNO3
PNO5
PN11
PN12
PN10
PC15
PC11
PC19
PS17

PS20

PS29

PS24

0.000
0.024
0.080
0.593
0.596
0.294
0.869
0.695
0.805
0.926
0.766
0.818
0.818
0.853
0.818

0.000
0.066
0.561
0.566
0.267
0.840
0.668
0.780
0.896
0.735
0.795
0.795
0.834
0.798

*
*

*

0.000
0.092
0.206
0.047
0.417
0.292
0.123
0.305
0.298
0.614
0.533

0.000
0.104
0.124
0.120
0.679
0.570

0.000
0.002
0.468
0.347

0.000

0.477
0.352

0.000
0.054
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Tabla 6. Estimadores de diversidad genética de la combinaciones de atpH-atpl-pipetrbcL de Avicennia germinans en regiones del Atlantico y Pacifico de México.

(a)
No. de Sitios No. Pb Varianza
Poblaciones haplotipos variables Hd Secuencias secuencias Hd
Atlantico-
Pacifico 21 0.751 199 1749 0.00045
Costas:
Atlantico 10 14 0.5191 110 1749 0.00307
Pacifico 12 10 0.5194 89 1749 0.00338
No. de Sitios No. Pb Varianza
Regiones haplotipos variables Hd Secuencias secuencias Hd
Golfo de
México 5 6 0.4501 63 1749 0.0052
Peninsula de
Yucatan 11 0.5976 47 1749 0.00625
Pacifico Norte 7 0.5211 44 1749 0.00729
Pacifico
Centro 6 7 0.7905 15 1749 0.00617
Pacifico sur 3 2 0.3425 30 1749 0.00942

Nota: Hd, diversidad de haplotipos; pb, pares de bases.
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Tabla 6 (b)
m S Ps 0 - D c v PI S Fuand Lis Fu an*d Li's
D F
Atlantico +
Pt 222 7 0.00766703 000128262 0.00183557 090399403  906/913  7/913 6/913 1,913 016971  0.50985
aclrico
L'L L’L
Costas m N Ps (0] T D C |4 PI S Fu a]r)\d s | Fu a}r:*d "
Atléntico 127 4 000438116 0.00080871 0.00034552  -1.0913029  909/913  4/913 3913 1/913 031638  -0.67074
Pacifico 95 4 000438116 000085472 0.00018153 -1.5758416  909/913  4/913 2913 2/913 145168  -1.75314
Regiones
;O,H,Ode 66 2 000219058 0.00046028  0.0001297  -1.2018473 911913  2/913 1913 1913 096809  -1.20899
€X1Co
?n“ﬁ“hde 61 3 0.00328587 0.00070213  0.00050276 -0.5614496  910/913  3/913 1913 2/913  -1.80338  -1.66103
ucatan
Pacifico Norte 49 3000328587 0.00073694 0.00030176  -1.2258409  910/913  3/913 2913 1/913 040751  -0.76129
Pacifi
thlco 15 1 000109529 0.00033685 0.00014604 -1.1594459  912/913  1/913 0 1913  -142646  -1.54266
entro
Pacifico sur 31 0 0 0 0 n/c 913/913 0 0 0 0 0

Nota: m (Numero de secuencias), S (Numero de sitios segregantes), ps (S/n n = ntimero total de sitios), @ (ps/al), ™ (Diversidad de nucleétidos), D (Prueba de
neutralidad de Tajima s D), C (Conservado), V (Variable), Pi (Sitios informativos en parsimonia) y S (Singleton)



48

Manglares de México

Tabla 7. Estimadores de diversidad genética de (a) atpH-atpl (b) -pipet y (c) rbcL (c) de Avicennia germinans en regiones del Atlantico y Pacifico de México.

(a)
Costas m S Ps e n D Cc "4 Pl )
Atlantico 124 0.004790419 0.00088819 0.000565981 -0.69388915 831/835 4/835 2/835 2/835
Pacifico 127 6 0.007185629 0.00132638 0.000879231 -0.72988727 833/835 | 2/835 2/835 0
Regiones m Ps (2] n D C %4 PI S
Golfo de Méxic 72 0.004790419 0.00098834 0.000632538 -0.75795227 824/835 4/835 2/835 2/835
Peninsula de
Yucatan 53 2 0.00239521 0.00052781 0.000474523 -0.17760417 833/835 2/835 2/835 0
Pacifico Norte 64 4 0.004790419 0.00101315 0.000883946 -0.2747664 824/835 4/835 4/835 0
Pacifico Centrc 27 0.007185629 0.00186426 0.001658222 -0.3239102 822/835 6/835 4/835 2/835
Pacifico Sur 39 4 0.004790419 0.00113305 0.000546276 -1.24389427 826/835 2/835 1/835 1/835
(b)
Costas m S Ps o] m D Cc "4 PI S
Atantico 133 1 0.001358696 0.00024867 6.04E-05 -0.82190058 735/736 1/736 1/736 0
Pacifico 143 2 0.002717391 0.00049081 5.67E-05 -1.27496292 734/736 2/736 1/736 1/736
Regiones m S Ps o] m D (o "4 PI S
Golfo de México 1 0.001358696 0.00028032 0.000110035 -0.74708959  735/736  1/736 1/736 0
Peninsula de Yucatan 0 0 0 0 n/c 736/736 0 0 0
Pacifico Norte 2 0.002717391 0.00068592 0.000181159 -1.50737818 735/736 1/736 0 1/736
Pacifico Centro 8 0.010869565 0.00218903 0.000301094 -2.16247126 734/736 2/736 0 2/736
Pacifico Sur 8 0.010869565 0.00265838 0.000639386 -2.24267082 736/736 0 0 0
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Tabla 6¢c. Continuacién

(c)

Costas m Ps (0] T D | %4 PI S
Atlintico 143 3 001648352 0.00297721 0.00132912 -0.93430199 174/178 3/178 2/178 1/178
Pacifico 129 3 0.01648352 0.00303388 0.00099428 -1.15406581 175/1178 3/178 3/178 0/178
Regiones m Ps (0] T D | % Pr S
Golfo de Méx 69 1 0.00549451 0.00114372 0.00015926 -1.06890547 176/1178 1/178 0/178 1/178
Pacifico Centi 20 1 0.00549451 0.00154873 0.00147484 -0.08610225 176/1178 1/178 1/178 0/178
Pacifico Norte 71 31 0.01648352 0.00341073 0.00161408 -1.00919944 176/1178 2/178 2/118 0/178
Pacifico Sur 41 1 0.00549451 0.0012842 0.00026802 -1.12187325 177/178 0/1178 0/178 0/1178
Peninsula de ° 75 3 001648352 0.00337223 0.00216216  -0.6799539 174/178 3/178 1/178 2/1178
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Tabla 8. AMOVA de las poblaciones de Avicennia germinans divididas entre los grupos Ocedno Atldntico y Ocedno Pacifico.

Especiador-intrén atpH-atpl

Fuente de variacion Grados de  Sumas de Cuadrados Varianza de los Porcentaje de variacion
Libertdad componentes
Entre grupos 1 32.949 0.25912 52.47
Entre Poblaciones dentro de cada grupo 29 11.863 0.02479 5.02
Dentro de las Poblaciones 220 46.196 0.20998 42.52
ol 50 91.008 049389

Espaciador genético pipet

Fuente de variacion Grados de Libertdad Sumas de Cuadrados Varianza de los Porcentaje de
componentes variacion
Entre grupos 1 65.955 0.4783 96.36
Entre Poblaciones dentro de cada grupo 28 0.939 0.0019 0.38
_Dentro de las Poblaciones 246 . 3912 001615 ... 3.25.
total 275 70.866 0.49635
Gen rbcL
Fuente de variacion Grados de Sumas de Varianza de los Porcentaje de
Libertdad Cuadrados componentes variacion
Entre frupos 1 54.864 0.39897 81.72
Entre Poblaciones dentro de cada grupo 25 9.156 0.03419 10.13
Dentro de las Poblaciones 267 20.931 0.07839 16.06

total 271 77.625 0.48819
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Figura 1. Ubicacion geografica de las 29 poblaciones de Avicennia germinans que fueron objeto de analisis con Microsatélites.
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Figura 2. Mapa de calor de diversidad genética (Hg) para Avicennia germinans en México, considerando un radio de 110 km.
Clave de color: de menor (amarillo claro) a mayor diversidad genética (rojo). Correlacién de Spearman para el
A) Pacifico (r,=—0.79, P <0.001) y B) Atlantico (r,= —0.107, P = 0.715) de México.
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Figura 3. Grupos genéticos encontrados con STRUCTURE en A) la costa Pacifico (K=5) y B) la costa Atlantico (K=3) de México en corridas
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Figura 4. Arbol de Neighbor-joining de Avicennia germinans basado en Da de la costa A) Atlantico y B) Pacifico de México. Los colores de los nodos
retoman los grupos de poblaciones encontrados en STRUCTURE.
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Figura 5 Aislamiento por distancia de Avicennia germinans en la costa A) Atlantico (r = 0.51, P<0.01) y
B) Pacifico (r = 0.80, P <0.01).



Genética de manglares de México

57

C D

<EE’ ‘i!'( ‘ii‘;1'l'} PS@L;;EFZ

' p 2 @ .
‘/ ‘

PS170.63p520
; ) }71
3 c19
peir?

N
\ PN10
PNU‘,‘] ( }ss
NOS PN12
0‘i6
PNO3
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Figura 8. Distancias genéticas de las poblaciones de Avicenia germinans inferido de la combinacién de las secuencias concatenadas de cloroplasto (atpH-atpl-pipet- rbcL).
Las poblaciones del Atlantico son las mas basales de ambas costas de México. Los cuadros indican el soporte estadistico de los nodos >85%. Las ramas
corresponden a cada regién Golfo de México, Peninsula de Yucatan, Pacifico Norte, Pacifico Centro y Pacifico Sur. El modelo de evolucion usado para la
construccion de la filogenia fue T92+G+1.
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Capitulo 11

Estructura y diversidad genética de Rhizophora mangle

Resumen

Rhizophora. mangle es la especie de manglar mas ampliamente distribuida en
Méxicoy en el mundo. Esta especie es pionera y ocupa el frente de lagunas costeras
y rios; tolera alta salinidad y puede establecerse, debido a sus raices pivotantes, en
suelos fangosos e inestables. En México estd considerada como especie amenazada
(A) de acuerdo con la NOM-059-SEMARNAT-2010 debido a que sus poblaciones
estan sujetas a grados elevados de perturbacion antropogénica y reduccion de su
drea de distribucion lo que conlleva a la pérdida de diversidad genética de la
especie. Debido a la importancia de los ecosistemas de manglar a nivel biosfera y
estructural de Rhizophora mangle, el presente estudio aborda el andlisis de la
diversidad y estructura genética de esta especie clave en México, que permite
entender su historia evolutiva y producir informacion de valor con miras a la
conservacion y restauracion de estos ecosistemas. En el presente estudio
analizamos 32 poblaciones de la especie a lo largo de las costas de México de las
vertientes del Pacifico y Atlantico (Golfo de México y Mar Caribe). Analizamos a
los individuos para 10 loci microsatélite nucleares y secuencias de cuatro
marcadores de ADN (dos de cloroplasto, de mitocondria y nuclear). Los resultados
de los andlisis de microsdtelites y secuencias indican una fuerte estructuracion
poblacional, con una diferenciaciéon genética marcada entre costas (Pacifico y
Atldntico) y una estructura bien diferenciada en cada costa. En el Pacifico se
diferencian bien dos grupos genéticos (norte y sur), con una zona donde se
mezclan. En el Atlantico, los resultados indican dos grupos genéticos (Peninsula
de Yucatan y Golfo de México). En ambas costas las poblaciones del sur, Oaxaca
y Chiapas en el Pacifico y las de la Peninsula de Yucatin, poseen la mayor
diversidad genética lo que, aunado a su mayor extension, enfatiza su valor como
reservorio de variacion para la especie. El estudio filogeografico sugiere que las
poblaciones del Atlintico serian las ancestrales, lo que seria consistente con la
pérdida de conectividad entre costas producida por el cierre del istmo
centroamericano hace 3.5 m.a.

Palabras clave: Diversidad genética, estructura genética, flujo genético, Istmo
Centroamericano.
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ILI INTRODUCCION

Rhizophora mangle es la especie de manglar mas ampliamente distribuida en México y en el
mundo (Chapman, 1975). Sin embargo, en México es una especie incluida dentro de la Norma
Oficial Mexicana de Proteccion Ambiental de Flora y Fauna (NOM-059-SEMARNAT-2010)
en la categoria de amenazada (A) debido a que sus poblaciones estan sujetas a grados elevados
de perturbacion y reduccién de su area de distribucion y riesgo de extincion, lo que conlleva a
la pérdida de diversidad genética de la especie. La generacion de conocimiento basico no sélo
desde el punto de vista ecoldgico y ambiental, sino también genético, puede contribuir a la
restauracion, proteccién, conservacion y permanencia a largo plazo de sus poblaciones.
Diversos factores histéricos, ecoldgicos, demograficos, fisioldgicos afectan la estructura y la
diversidad genética de las poblaciones de R. mangle (Cerén-Souza et al., 2015). Es necesario
comprender la importancia e influencia relativa de cada uno de ellos, sobre los patrones de

distribucidn genética en las poblaciones actuales (Frankham et al., 2002).

El registro fosil sugiere que los mangles evolucionaron hace aproximadamente 50 m.a.,
durante el Eoceno, y que para los siguientes 10 m.a. alcanzaron una distribucion a nivel
mundial (Takayama et al., 2013). Se calcula que R. mangle lleg6 al Nuevo Mundo durante este
tiempo; en particular, para México el fosil mas antiguo data del Oligo-Mioceno hace 37-49 m.a.
en las costas de Chiapas (Langenheim et al. 1967). De este periodo en adelante, las costas
tropicales y subtropicales de la region AEP (Atlantic-East Pacific) experimentaron una gran
cantidad de cambios geologicos, entre los que destaca la formacion del Istmo Centro
Americano (CAI, Central America Isthmus) hace aproximadamente 3.5 m.a. que separé la costa
del Pacifico de la costa del Atlantico (Duke et al.,2002). Estudios morfologicos y genéticos han
demostrado que éste ha sido uno de los eventos vicariantes con mayor influencia en la
distribucion genética de R. mangle (Ceron-Souza et al., 2012, 2015) y que, en la actualidad,
representa la mayor barrera terrestre en la region AEP (Figura 1) no Unicamente para los
mangles sino también para otras poblaciones de peces y organismos marinos (Cerén-Souza et

al. 2010; Montes et al., 2015; Takayama et al., 2013).
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Figura 1. Rango geografico de las especies de Rhizophora en la region Indo-Pacifico Occidental

(IWP), y en el Atlantico-Pacifico Oriental (AEP). Figura tomada de Lo et al., 2014.

El género Rhizophora tiene una distribucion cosmopolita y presenta una distribucion
disyunta entre la region “Indo-West Pacific” (IWP) y la “Atlantic East-Pacific” (EAP), las cuales
se sugieren como centros de diversificacion genética (Duke,et al., 2002, Lo, et al., 2014). Sin
embargo, R. mangle inicamente estd presente en la region AEP. A pesar de que tiene una amplia
distribucion geogrifica, sus poblaciones se restringen a ciertas latitudes (32°N y 40°S) tropicales
y templadas (Stuart et al., 2007). En el continente americano, su distribucion en la costa
Atldntica ocurre desde el norte de las Bermudas (32° N) hasta el sur de Brasil (28°30 S);
mientras que en la costa Pacifico su distribucion es mas restringida debido a las condiciones
climaticas que ocurren a lo largo de las costas de Peru, desde el norte de México (29° N) hasta
el Ecuador (3°30 S).

En América, el patrén de distribucion geografica de R. mangle ocurre en poblaciones
discontinuas. Este patron se ha observado en otras especies de mangles, y se ha explicado por
tres procesos principales: 1) Dispersion histérica a larga distancia: al igual que otras especies
del género, R. mangle presentan una gran capacidad de dispersion a largas distancias. Esto
ocurre debido a que presenta propagulos flotantes capaces de sobrevivir en el agua del mar por
largos periodos de tiempo (hasta un afo) (Rabinowitz, 1978); 2) Colonizacion de nuevos

hébitats y/o eventos vicariantes generados por barreras fisicas que limitan el flujo génico entre
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poblaciones, y facilitan la divergencia poblacional; para R. mangle, la dispersion de los
propdgulos se ve limitada por las barreras terrestres y las corrientes acuaticas. Sin embargo, una
vez que los propdgulos llegan a un nuevo sitio, el crecimiento demografico puede facilitarse
por la capacidad de autofertilizacion de la especie y, 3) Deriva génica (Lo et al.,2014).

Los factores ambientales que limitan principalmente la distribucion y expansion de R.
mangle son: 1) Temperatura del aire y del mar: en general se distribuyen en sitios donde la
temperatura promedio del mes mas frio no excede los 20°C y las corrientes frias no se acercan
a la costa; 2) Litorales someros con poca pendiente y protegidos del oleaje fuerte, y 3) Sustrato
lodoso fino (cieno, arcilla, materia organica). Ademas, se ha observado una relaciéon inversa
entre la diversidad genética y la latitud hacia los limites de su distribucion (Nufez-Farfan et al.,
2002; Pil et al., 2011; Sandoval Castro et al., 2012; Kennedy et al., 2017).

Los estudios realizados para explicar la distribucion de la diversidad genética de R.
mangle en México, han mostrado patrones concordantes con la historia biogeografica del pais.
Uno de los primeros estudios de genética de poblaciones realizado para R. mangle en México,
no mostrd una clara diferenciacion genética entre costas tal como se hubiera esperado (Nunez-
Farfan et al., 2002), quiza debido a la baja tasa de evolucion de las enzimas empleadas; no
obstante, estudios mas recientes han mostrado una alta diferenciacion genética entre las
poblaciones de las dos costas, coincidiendo con lo esperado para la historia biogeografica de la
especie (Sandoval-Castro et al., 2014; Takayama et al., 2013; Nettel y Dodd 2007; Ceron-Souza
et al., 2010, 2012, 2015). Otro estudio realizado tnicamente para la costa noroeste de México
(i.e. Peninsula de Baja California e interior del Golfo de California) confirma que en esta
region existe menor diversidad genética en todas las poblaciones, atribuyendo un fuerte efecto
de las corrientes marinas que ocurren al interior del Golfo de California sobre la estructura
genética poblacional; asi como efectos negativos sobre la diversidad genética debido a los
tamanos poblacionales pequeios, la alta endogamia detectada y las presiones ambientales
propias de una distribucion marginal (Sandoval-Castro et al., 2012). En esta region, las
condiciones ambientales podrian restringir la supervivencia de los propagulos de R. mangle; al
mismo tiempo, las poblaciones son pequenas y marginales posiblemente debido a la ausencia

de rios permanentes que faciliten la formacion de zonas inundables (obs. pers.).
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Dada la importancia de los ecosistemas de manglar a nivel biosfera (Donato et al.,
2011), y estructural de Rhizophora mangle, el presente estudio aborda el analisis de la diversidad
y estructura genética de esta especie clave, que nos permitird entender su historia evolutiva y
producir informacién valiosa de cara a su conservacion y restauracion en México. Pretendemos
ofrecer el estudio mds amplio hasta ahora para que, a partir de esta informacion, se logren
identificar las zonas prioritarias para la proteccién y rehabilitacion desde el punto de vista
genético, que coadyuven a generar estrategias de conservacion de la especie a mediano y largo
plazos.

Empleando marcadores moleculares neutros (loci microsatélites y secuencias de ADN
de cloroplasto, mitocondrial y nuclear), se plantearon los siguientes objetivos: 1) Determinar
la diversidad y estructura genética de las poblaciones de R. mangle a lo largo de las costas
mexicanas, con el fin de identificar a las poblaciones con los valores mas altos y mas bajos de
diversidad genética a partir de un punto de vista historico y contemporaneo; 2) Determinar el
flujo y las distancias genéticas entre poblaciones, con el fin de identificar las relaciones de
conectividad y aislamiento mas importantes entre ellas, 3) Identificar las principales barreras
marinas y terrestres entre las poblaciones, 4) Identificar los principales procesos demograficos,
biogeogrificos y evolutivos como tamafios efectivos (Ne), cuellos de botella, asi como procesos
de vicarianza y deriva génica, que pudieron haber contribuido a la distribucién de la variacién

genética de las poblaciones actuales, y 5) Identificar las Unidades de Conservacion Genética.

ILII MATERIALES Y METODOS

ILIL.I Especie en estudio

Rhizophora mangle L. (Rhizophoraceae), comuinmente conocido como mangle rojo o colorado,
es un 4rbol o arbusto de hasta 30 m de altura, perennifolio, haléfito. Sus flores son
actinomorficas, hermafroditas generalmente de polinizacion anemdfila, aunque también son
visitadas por 4fidos y abejas (Tomlinson 1986). La floracion ocurre todo el afio pero se centra
entre los meses de verano y otono. Las poblaciones presentan tasas de cruzamiento muy
variables, desde altas tasas de autofecundacién que generan elevados valores de endogamia,

hasta elevados valores de cruzamiento (t = O - 41%) (Proffit et al., 2006). Presenta frutos
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viviparos (propagulos) flotantes, que les permite evitar la germinacion en condiciones salinas
desfavorables y dispersarse a largas distancias (Joshi et al., 1972; Dodd et al., 2002). Crece en
ambientes de agua salina o salobre, de poca pendiente y protegidos de fuerte oleaje, con suelos
lodosos y fangosos. Su complejo sistema de raices aéreas le brinda soporte, anclaje y estabilidad

en este tipo de sustratos. Ademds de que presenta glandulas que le permiten eliminar el exceso

de sal.

Sitios de estudio— Se seleccionaron 30 localidades de manglar de entre los 81 sitios prioritarios
identificados por la CONABIO por su relevancia bioldgica y de rehabilitacion ecologica.
Ademas, se seleccionaron otros dos sitios no considerados como prioritarios por CONABIO,
dando un total de 32 sitios de muestreo. Estos sitios se distribuyeron en las cinco regiones
determinadas por esta institucion a partir de un estudio de Regionalizacion para manglares en
México (CONABIO 2009) (Fig. 2). De las 32 poblaciones, 18 pertenecen a la Costa del Pacifico
y 14 ala Costa del Atlantico (Tabla 1). En la Costa del Pacifico se muestrearon diez poblaciones
de la Region Pacifico Norte (PN), tres en la Region Pacifico Centro (PC) y cinco en la Region
Pacifico Sur (PS). En la Costa del Atlantico siete localidades pertenecen a la Region del Golfo
de México (GM) y siete a la Regién Peninsula de Yucatan (PY) (Tabla 1). La localizacién

geografica de cada poblacion se muestra en la Figura 2.

Colecta de tejido de Rhizophora mangle— Para el analisis genético se tomaron muestras de tejido
foliar de aproximadamente 40 individuos por localidad (Tabla 1). En cada sitio se colectaron
las muestras de arboles siguiendo un protocolo establecido, que consistié en tomar individuos
separados entre 10 y 50 metros segiin la abundancia de los individuos en cada poblacion, con
el fin de evitar colectar un mismo genet. De cada arbol colectado, e incluido en la muestra, se
obtuvo su posicion geografica mediante GPS (Garmin mod. Oregon 550). Se colectaron hojas
jovenes que permitieron una mejor extraccion del ADN, se etiquetaron, se guardaron en bolsa
de polietileno y se almacenaron en nitrogeno liquido; de cada individuo se colecté ademas una
muestra con al menos 20 hojas para los vouchers, se prensaron y etiquetaron para su

transportacion al laboratorio para los andlisis morfolégicos.
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[LIL.II Microsatélites

Amplificacién de loci microsatélites—IL_os individuos fueron genotipados con 12 loci microsatélites
(Apéndice V y VI): siete (RM7, RM11, RM19, RM21, RM38, RM41 y RM46) disenados por
Rosero Galindo et al. (2002), y cinco (Brall, Bra20, Bra27, Bra50 y Bra56) disenados por
Ribeiro et al. (2013). Se utilizo el kit para PCR Multiplex de QIAGEN con cuatro mezclas con
distintas combinaciones de loci microsatélites de manera independiente. Los cebadores forward
se marcaron con fluorescencia 6-FAM, VIC, PET y NED (Applied Biosystems Inc.) en todos

los casos.

Andlisis de datos—El andlisis de datos se realizd siguiendo un protocolo general como el
realizado en la especie Avicennia germinans (Capitulo I). En primera instancia se analizaron los
parametros genéticos de Rhizophora mangle comparando de forma global las poblaciones
muestreadas en las dos costas (Costa Pacifico y Costa Atlantica). Posteriormente, se
compararon, en cada costa, las regiones que las integran. Asi, de acuerdo con la regionalizacién
de CONABIO, para la costa del Pacifico se consideraron tres regiones: Region Pacifico Norte
(PN), Region Pacifico Centro (PC) y Region Pacifico Sur (PS); en la costa del Atlantico se
consideraron dos regiones: Region del Golfo de México (GM) y Regién Peninsula de Yucatin
(PY) (Fig. 2, Tabla 1). A continuacion se describen los analisis de diversidad, estructura,

genética, flujo génico, etc. y los programas (software) particulares.

Diversidad genética—Se utiliz6 el programa MICRO-CHECKER (Van Oosterhout et al., 2004)
para detectar alelos nulos en los 12 loci de microsatélites. Las desviaciones del equilibrio de
Hardy-Weinberg se probaron utilizando el programa Arlequin version 3.5. (Excoffier y Lisher,
2010). Los estimadores de diversidad genética, nimero de alelos promedio por locus (A),
numero total de alelos por poblacion (A7), numero total de loci polimérficos (Pr), porcentaje
de loci polimérficos (%P), heterocigosis observada y esperada (Ho y Hg) se estimaron con el
programa Arlequin version 3.5 (Excoffier y Lischer, 2010), con 10,000 permutaciones. La
diversidad alélica (AR), el numero de alelos exclusivos (P), se estimaron con el programa

GenAlEx (Peakall y Smouse 2012). La riqueza alélica se calcula por medio del indice de
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informacion (I) que proporciona el programa, y que es equivalente al indice de Shannon-
Weaver. El tamafo efectivo poblacional (N,) se estimé con el programa NeEstimator v.2.01
(Do et al., 2014), basado en el método desequilibrio de ligamiento con un valor critico de Perit
de 0.01, con intervalos de confianza calculados a partir del método paramétrico implementado

en NeEstimator.

Estructura genética poblacional y métodos de agrupamiento—I_a estructura genética poblacional se
estim¢ a partir de la comparacion entre (1) costas (Pacifico y Atlantico) y (2) entre regiones
dentro de cada costa (Fig 3). Se realizo un andlisis de varianza molecular (AMOVA)
jerarquizado en el programa Arlequin versién 3.5. (Excoffier y Lischer, 2010) con 10,000
permutaciones. El andlisis se realizo locus por locus, basado en el estimador Rgr. Para el analisis
entre costas, se calcularon los estimadores Fer (variacion entre costas), Fsc (variacidon entre las
poblaciones dentro de los costas), Fis (variacion entre individuos dentro de poblaciones) y Fir
(variacion dentro de individuos). Para el analisis dentro de cada costa se estimaron Fcr
(variacion entre regiones), Fsc (variacion entre poblaciones dentro de regiones), Fjs (variacién
entre individuos dentro de poblaciones) y F;r (variacion dentro de individuos) (Wright 1950,
1965).

Ademds se utilizd el algoritmo de agrupamiento Bayesiano implementado en
STRUCTURE V2.3.4 (Pritchard, 2000) para estimar la probabilidad de distribucién de los
genotipos en K numero de grupos. El analisis se corrié en paralelo utilizando el programa
StrAuto (Chhatre y Emerson 2017) que combina el anélisis de STRUCTURE con el método
de Evanno vy la visualizacion de STRUCTURE HARVERSTER (Earl y von Holdt, 2012). Las
simulaciones se corrieron utilizando frecuencias correlacionadas, bajo el modelo de admixia
con un burn-in de 10* iteraciones de MCMC de 10°, y variando K de 1 a 10 (entre costas), 1
a 15 (costa Atlantica), 1 a 19 (costa del Pacifico), usando 10 iteraciones en cada una.

A partir de la frecuencia de los alelos de cada poblacion se construyeron drboles con el
fin de evaluar las relaciones tocogénicas entre las poblaciones. Se utilizé el software PopTree2
con el método Neighborjoining (N]) (Saitou y Nei 1987). El soporte de cada nodo se estimo a
partir de métodos de bootstrap con 10,000 repeticiones (Felsenstein, 1985) y, como medida de

diferenciacion se utilizaron la distancias genéticas de Nei (D,) (Nei et al., 1983).
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Mapa de diversidad genética — Para estimar la heterocigosidad esperada (He) en el espacio
geografico usamos la funcion sHe del paquete de R ‘biotools’ (da Silva et al. 2017). Esta funcién
permite predecir la variacién espacial de la He en una cuadricula geografica usando una tabla
de las coordenadas de los genotipos. Para este andlisis usamos los genotipos de 1124 individuos
de 32 poblaciones de Rhizophora mangle y proyectamos los resultados en una cuadricula espacial
basada en la distribucion de los manglares en México a una resolucion de 0.005 grados (500

m’aproximadamente).

Flujo génico contempordneo —Para evaluar la primera generacion de migrantes y poder estimar
la migracion contemporanea, se utilizd el programa GENECLASS2 (Piry et al., 2004). El
analisis se corrid entre poblaciones dentro de cada costa. Se utilizo un Likelihood ratio tipo
L_home/L_max con el criterio bayesiano Rannala y Montain (1997). Los valores de P se
calcularon con el algoritmo de remuestreo de Paetkau et al., (2004), con 10’ individuos

simulados y un alfa de 0.01.

Factores biogeogrdficos y barreras fisicas—Para saber si la distancia genética entre poblaciones (Rst)
se debia a la distancia geografica (km) entre ellas, es decir, si sigue un patron de aislamiento
por distancia, se compar6 la matriz de distancias genéticas (Rst) con la matriz de distancias
geograficas entre poblaciones pareadas por costa, a través de una prueba de Mantel con el
paquete ade4 en R (R Core Team, 2016). Las matrices de distancias genéticas se construyeron

con las estimaciones de Rq pareadas con el programa Arlequin, con 10,000 permutaciones.

El patrén de distribucion de diversidad genética (He) sobre el paisaje se realizo a partir
de un mapa de calor con la funcion sHe que se basa en el método de Wombling (Manel et al

2007); se utiliz6 el paquete Biotools (da Silva et al., 2017) en R 3.4.3 (R Core Team, 2016).

Para visualizar la estructura genética espacial y la conectividad a lo largo del paisaje
utilizamos el analisis de Population Graphs implementado en el paquete gstudio (Dyer y Nason
2004) y popgraph (Dyer, 2014) en R (R Core Team, 2013). En este analisis grafico, la variacion

genética total es descompuesta geométricamente utilizando la covarianza para determinar la
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topografia con menor configuracion. La estructura genética es representada con nodos que se
conectan por aristas y cuya magnitud es proporcional a la varianza entre poblaciones. Se probd
el aislamiento por distancia fisica y la distancia de las grificas. Se identificaron eventos de
dispersion a distancia y flujo génico restringido con Graph del programa GeneticStudio. Las
aristas cuya longitud es significativamente mayor que la esperada indican eventos de dispersiéon
a distancia, mientras que las aristas con menor longitud que lo esperado indican dispersién

limitada en el paisaje (Dyer, 2015).

Cuellos de botella. —_as pruebas para detectar cuellos de botella recientes en las poblaciones, se
hicieron con el programa BOTTLENECK 1.2.02 (Piry et al.,, 1999; Cornuet y Luikart, 1997).
Se utilizo una prueba de Wilcoxon de una cola para probar el exceso de heterocigocis y se
asumio un modelo de mutacion de microsatélites de dos fases (90% mutaciones stepwise y

10% mutaciones multi-step).

ILILIII Secuencias de ADN
Amplificacién de los genes por PCR. —Para cada una de las muestras se amplificaron los cuatro
genes indicados en el proyecto. Estos corresponden a las regiones intergénicas psbJ-petA, nuclear
26S, mitocondrial matR y una region codificante rbcL. Las reacciones para PCR se prepararon
con reactivos y concentraciones como se describe en la hoja técnica, para una n = 10 por
poblacion. Los primers para cada una de las regiones que se amplificaron, asi como los
numeros de accesoe en GeneBank se describen en la Tabla 5 y 6 del Apéndice VII (Capitulo
2), respectivamente.

Para comprobar si la amplificacion fue correcta, los productos de PCR fueron
visualizados en geles de agarosa al 1%, tefdidos con BrEt y visualizados en el transiluminador
BioDoc-it Imaging Sustems (UVP). Finalmente, los productos de PCR se re-suspendieron en

20uL de agua ultrapura y se clocaron en placas de 96 pozos.

Secuenciacion y edicion de secuencias. —os amplicones (i.e., productos PCR) fueron enviados a
MACROGEN INC. (E.E.U.U., Washington) para su purificacion y secuenciacion. Las

secuencias resultantes fueron editadas en el programa ChromasPro (ChromasPro 2.1,
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Technelysium Pty Ltd, Tewantin QLD, Australia). Las lecturas directas reversas obtenidas de
cada muestra se utilizaron para procesar los cromatogramas, obteniendo un consenso para cada
region. Ademds, se utilizd el programa PHRED para identificar posibles errores en las
secuencias, eliminando regiones en las cuales el cromatograma no es confiable, con un rango

de calidad de 30 PHRED (99.9% de confiabilidad). Posteriormente, se obtuvo la secuencia

consenso para los analisis de datos.

Alineamiento de secuencias. —las secuencias ADN consenso fueron alineadas usando tres
métodos de alineamiento multiple; ClustalX (Thompson et al., 1994) acoplado en el programa
Bioedit (Hall., 1999), Muscle (Edgar, 2004) acoplado al MEGA v. 7 (Tamura et al., 2013) y el
software T-Coffee (Notredame et al. 2000), en linea. Esto nos permitié determinar que las
diferencias a nivel de nucleotidos fueran reproducibles. Se determiné el modelo de sustitucién

nucleotidica que rige la region variable por medio del software Modeltest, ver. 3.0 (Posada y

Crandall 1998).

Estimacion de la diversidad genética. —Para identificar las regiones de variabilidad genética a nivel
intra-poblacional e inter-poblacional se estim¢ la diversidad nucleotidica y haplotidica, nimero
de sitios polimorficos (S), numero de mutaciones reales (1), numero de haplotipos (h), prueba

de neutralidad de Tajima D (Tajima, 1989). Estos analisis fueron realizados con DnaSP v6

(Rozas et al. 2017), MEGA v. 7, y DNA collapser (http://users-birc.au.dk/biopv/php/fabox/).

Diferenciacién poblacional (Fsr). —Para obtener los valores de diferenciacion poblacional (Fst) se
computd la matriz de distancias genéticas usando 10,000 permutaciones con un nivel de
significancia de 0.05. Los analisis fueron calculados con el programa Arlequin v3.5 (Excoffier
y Lisher, 2010). Para probar si existe un patron filogeografico para R. mangle, se analizo la
diversidad genética de las secuencias mitocondriales y cloroplastos. Se realizaron andlisis de
Mixima verosimilitud y Bayesianos. Cada uno de los genes se corrié con su modelo de
evolucion, obtenido en MEGA 7 v.7 (Tamura et al., 2013) para PAUP* 4.0b10 (Swofford,

2002) y Beast v1.8.4 (Drummond et al.,, 2012). Se eliminaron las lagunas durante la
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reconstruccion. Se realizaron bootstraps con 10,000 réplicas para probar la confiabilidad de

los nodos inferidos.

Reconstruccién del patrén filogeogrdfico. — Se realizd un andlisis, con un criterio de Mdxima
Verosimilitud en el software PAUP* 4.0b10 (Swofford, 2002) y MEGA v7.0 (Tamura et al.,
2013), usando la opcion de intercambio de ramas, biseccion y reconexion de arboles. (tree-
bisection-reconnection = TBR). También se realizarén los andlisis se usdé una inferencia
Bayesiana para obtener la reconstruccion filogenética y obtener los valores de probabilidad a
posteriori utilizando el software Beast v1.8.4 (Drummond et al., 2012); se utilizaron dos
corridas paralelas una en cadena fria y dos en cadena caliente para 20,000,000 generaciones,
confirmando cada 10,000 mil generaciones, hasta que la desviacion estaindar fuera de 0.01.

Las secuencias se concatenaron en un sélo alineamiento para cada individuo y se
analizaron con los mismos criterios empleados para los genes individuales. Sin embargo, los
alineamientos fueron particionados por genes mitocondriales, cloroplastos y nuclear y
analizados bajo el modelo de mejor ajuste, empleando el criterio de Akaike, corregido con el
iModelTest 2 (Darriba et al., 2012). Se calculé un arbol consenso de ambos métodos utilizados.
Estimacién de tiempos de divergencia entre poblaciones.—La estimacién del tiempo de divergencia
de R. mangle, se realiz6 mediante el modelo evolutivo de las relaciones filogenéticas de las
poblaciones muestreadas, con el software BEAST 2.1 (Drummond et al., 2012), estableciendo
dos puntos de calibracion derivados de eventos biogeograficos bien fechados. El primer punto
de calibracion ancestral se establecié hace 3.5 millones de afos, fecha que se formé el Istmo
Centroamericano, separando a las regiones del Pacifico y del Atlantico. El segundo punto fue
el evento ecologico que separa a las poblaciones peninsulares del macizo continental, con la
separacion y formacion de la peninsula de Baja California (5.5 m.a; Riddle et al., 2000).

Se obtuvo un arbol consenso de todas las secuencias concatenadas. Las ramas del 4rbol

fueron colapsadas en poblaciones para facilitar su interpretacion.

Andlisis Molecular de Varianza (AMOVA).—Se ejecutd un Anadlisis Molecular de Varianza
(AMOVA), analizando la variacion entre costas, entre regiones dentro de las costas (Pacifico

sur, centro y norte; Golfo de México y Peninsula de Yucatin), y entre poblaciones dentro de
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cada region. Los analisis se corrieron en ARLEQUIN v. 3.5 (Excoffier y Lisher, 2010). Tambien
se utilizo el programa STRUCTURE v. 2.3 (Pritchard et al., 2009), para determinar cudl es el
numero mas probable de poblaciones (K) a nivel genético. Para ello se modificé el formato
FASTA a arp y xfma2struc, para colapsar las secuencias, para esto se uso el software en linea
(DNA COLLAPSER) (http://users-birc.au.dk/biopv/php/fabox/), y asi obtener las secuencias
en el formato necesario para el ARLEQUIN (Excoffier y Lisher, 2010) y STRUCTURE v.2.3
(Pritchard et al., 2000).

Construccion de la red haplotipos — Se reconstruyo la red de haplotipos identificados mediante
el software DNAsp (Rozas et al., 2017) que fueron verificados con el software Haplotyper (Niu
et al, 2002). La red fue creada y editada con el programa NETWORK V. 5.0.0.0.

(www.fluxusengineering.com) mediante un algoritmo correspondiente a cada marcador.

Los grupos de haplotipos se clasificaron segiin la red y el arbol obtenido. La variacion
de nucleodtidos se estimo con las diferencias promedio por pares por sitio entre las secuencias
(p) y la estimacion de Watterson (hW), en funcion del nimero de sitios segregantes (Watterson
1975, Nei y Li 1979). La prueba de neutralidad se probé con la D de Tajima (Tajima 1989).
Para investigar la relacion entre las secuencias de una poblacién intra-especifica, se construyd

una red de unién media (Nabdelt et al., 1999) utilizando el programa NETWORK 5.0

(www.fluxusengineering.com).

Las barreras geograficas se determinaron con el Software BARRIER ver. 2.2 (Manni et
al., 2004), utilizando las matrices de distancia Fsr, Nst, Gsr, linealizada deeSlatkin por pares
entre las poblaciones estimadas con ARLEQUIN 3.5 (Excoffier y Lischer, 2010). El namero
de barreras vario de 1 a 8, el soporte estadistico se determiné a partir de 200 repeticiones de
las matrices de distancias, de los resultados obtenidos solo se mantuvieron las barreras con
alta robustez estadistica (>85%).

La estructura genética se evalué mediante el uso de agrupamientos basados en modelos
bayesianos implementado en el programa STRUCTURE v. 2.3.1 (Pritchard et al., 2009).
Todas las corridas de STRUCTURE usaron una longitud de quemado de 20,000, seguidas por
100,000 repeticiones después del quemado. Para determinar el namero de agrupaciones de

subpoblaciones (K), se us6 el método de Evanno et al., (2005) del programa STRUCTURE
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HARVESTER vA.2 (Earl y VonHoldth, 2012).El valor modal de AK se us6é como un indicador

del numero de agrupaciones de poblaciones ancestrales (Evanno et al., 2005).

ILIII RESULTADOS

ILIILI Microsatélites

Andlisis de datos — En total se desarrollaron 12 marcadores microsatélites, dos de ellos (Rm11
y Rm4) tuvieron una alta frecuencia de alelos nulos, por lo que tnicamente se utilizaron 10

loci para los andlisis subsecuentes.

Diversidad genética y endogamia entre costas, regiones y poblaciones— En general, los niveles de
diversidad genética de R. mangle (Tabla 3), para las 32 poblaciones analizadas, fueron
relativamente altos (H, = 0.30, H,= 0.63). Los valores de diversidad genética observada (Ho)
variaron entre Ho = 0.145 en San Ignacio (PN0O7) y Ho = 0.556 en Mar Muerto (PS29); mientras
que la heterocigosis esperada tuvo valores entre He = 0.196, tanto en Bahia de los Angeles
(PNO1) como en Estero El Sargento-Isla Tiburén (PN04) y, He = 0.619 en Rio Lagartos (PY70).
El namero de alelos promedio por locus de todas las poblaciones varié entre A = 2 en Bahia
de los Angeles (PNO1) y A = 4.3 en La Encrucijada (PS24), con un promedio total para todas
las poblaciones de A= 9.4. El namero de alelos exclusivos mas alto se observo también en la
misma poblacién (PS24: P = 9). La menor AR (Riqueza alélica) detectada ocurrio en la
poblacién de Bahia de los Angeles (PNO1) con AR = 1.316, y la mayor en Cozumel (PY65) con
un valor de AR = 3.857. La poblacion que presentd un mayor numero total de alelos (AT) fue
La Encrucijada (PS24) con 43 alelos, mientras que el menor numero ocurrié en Bahia de los
Angeles (PNO1) y Bahia Concepcion (PN02) con 14y 15 alelos, respectivamente. La poblacion
de Bahia Magdalena (PNO3) present6 el menor porcentaje de loci polimorficos de entre todas
las poblaciones del estudio (%P = 40%). La endogamia dentro de las poblaciones tuvo un rango
entre Fis =-0.695 - 0.316; el promedio total fue de Fis =-0.085. El tamano efectivo poblacional
vari6 entre Ne = 2.3 en la poblacién Estero El Sargento-Isla Tiburon (PNO4) y Ne = 126.1 en
Tuxpan (GM56); mientras que el promedio total fue Ne = 33.425.
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En general, los parametros promedio de diversidad genética evaluados fueron menores
en la costa del Pacifico comparada con la costa Atldntica (Tabla 3).

Entre las poblaciones de la costa Atlantica, la region Golfo de México (GM) fue menos
diversa comparada con la region Peninsula de Yucatan (PY), en particular en los valores de P,
AR, AT, Ho y He (Tabla 4). Las poblaciones con menor heterocigosis esperada (He) ocurrieron
en la region del Golfo (GM) y fueron: La Pesca (GM41: He = 0.283), El Morro de La Mancha
(GM40: He = 0.327) y Pom-Atasta (PY67: He = 0.359), que son las mas nortefias; mientras que
los valores mas altos ocurrieron en la region de Peninsula de Yucatian (PY): Ria Lagartos (PY70)
con He = 0.619, y en Sian Ka’an (PY 77) y Yumbalam (PY81) con He = 0.606. Los valores de
F, indicaron un exceso de heterécigos en seis poblaciones, aunque éstos no fueron
estadisticamente significativos; sin embargo, en tres poblaciones (PY80: Costa Maya, PY65:
Cozumel, y PY81: Yumbalam) se detectaron niveles de endogamia elevados y significativos (Fis
= 0.199, 0.227, y 0.256, respectivamente). La poblacion GM54 mostré el menor tamafo
efectivo poblacional (Ne = 11.2) y la poblacion de Tuxpan (GM56) el mayor con un Ne = 126.1.
En las dos costas se detectaron alelos exclusivos (GM: P = 8; PY: P = 12), y de éstos cinco en
Cozumel (PY65) (Tabla 3).

En la costa del Pacifico se detectaron las poblaciones con los niveles mas bajos de
heterocigosis esperada (He) y porcentaje de loci polimorficos (%P) de todo el estudio. En
general, la region Pacifico Norte (PN) fue la menos diversa genéticamente, seguida de Pacifico
Centro (PC) y por ultimo Pacifico Sur (PS) (Tabla 3). Las poblaciones menos diversas en esta
costa y en todo el estudio fueron, San Ignacio (PNO7: Ho = 0.145), Bahia de los Angeles (PNO1:
Ho = 0.156) y Estero El Sargento-Isla Tiburon (PNO4: Ho = 0.166), ubicadas en la region
Pacifico Norte, y San Ignacio (PNO7) exhibi6 la mas alta endogamia del estudio (Fis = 0.316).
Las poblaciones con mayor diversidad genética dentro de esta costa fueron: Mar Muerto (PS29:
He = 0.617), La Encrucijada (PS24: He = 0.564) y Chacahua-Pastoria (PS20: He = 0.508),
ubicadas en la regién Pacifico Sur. Los tamanos efectivos de las poblaciones fueron muy
variables, desde Ne = 2.3 y 2.9 en Estero El Sargento-Isla Tiburén (PNO4) y Laguna El Caiman
(PC14), respectivamente, hasta Ne = 101.6 en Bahia Concepcion (PNO2). En la region Pacifico

Norte no se detectaron alelos exclusivos (P), con excepcion de Bahia de los Angeles (PNO1: P
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= 1), por el contrario, éstos se concentraron principalmente en la regién Pacifico Sur (P = 18)

y en menor medida en la Pacifico Centro (P = 4).

Estructura genética poblacional —La estructura genética (AMOVA) se analizd a partir de tres
analisis independientes: 1. Comparando entre costas (Atlantico y Pacifico) y, 2. Comparando
entre regiones dentro de cada Costa (Atlantico: Golfo de México y Peninsula de Yucatan,
Pacifico: Sur, Centro y Norte). Los valores de diferenciacion genética entre las dos costas
fueron del 52% (F,, = 0.52), es decir que la mayor parte de la variacién se encuentra distribuida
entre ambas costas (Tabla 4A). La diferenciacion entre poblaciones dentro de cada costa fue
del 14% (F,. = 0.309) y dentro de individuos dentro de poblacion del 34% (F, = 0.66) (Tabla
4A).

En el caso de la costa del Pacifico, las poblaciones tienen una moderada estructuracién
genética, donde la mayor parte de la variacion (63.7%) se encuentra dentro de los individuos
(F. = 0.363), y el 25.24% (F.. = 0.25) entre las regiones (Tabla 4B). La mayor diferenciacién
genética entre las poblaciones de la region Pacifico Norte ocurrié entre Bahia de los Angeles
(PNO1) y El Mérito (LabPN13) con una Rst = 0.78, la cual también fue la més grande observada
entre todas las poblaciones de la costa y el estudio. En esta misma region, la menor
diferenciacion se dio entre Marismas Nacionales (PNO7) y Bahia de Altata (PN11) con una Rst
= 0.027. El valor promedio de diferenciacion para la region PN fue de Rstyom = 0.332,
disminuyendo en la region Pacifico Centro (Rstyom = 0.314) y en la region Pacifico Sur (Rst,om
= (0.120) (Tabla 5A). Para la region Pacifico Centro, la poblacion Laguna de Coyutlan (PC13)
present6 una alta diferenciacion genética con las otras dos poblaciones de esta region (PC11y
PC14), la cual fue atin mayor que la obtenida con las poblaciones de la region Pacifico Sur. En
la region Pacifico Sur, la mayor diferenciacion ocurrio entre las poblaciones de Barra de
Tecoanapa (PS17) y Mar Muerto (PS29) (Rst = 0.263), mientras la menor fue entre ésta ultima

(PS29) y La Encrucijada (PS24) (Rst = 0.009).

En la costa del Atlantico, la estructuracién genética es relativamente baja, la mayor
parte de la variacion se encuentra entre los individuos (78%) (F, = 0.222) y inicamente el 13%

ocurre entre las regiones (PY y GM) (F, = 0.13) (Tabla 4C). La mayor diferenciacion genética
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se observa entre las poblaciones del Golfo de México (Rst,om = 0.205) (Tabla 5B). La poblacion
de El Morro de la Mancha (GM40) es la que presenta mayor diferenciacion genética con la
poblacion de La Pesca (GM46) (Rst = 0.503) ubicada al extremo norte del Golfo de México,
mientras que la poblacion Sistema Lagunar de Alvarado (GM53) y Coatzacoalcos (GM36)
mostraron la menor diferenciacion genética entre ellas (Rst = 0.017). Por el contrario, la
diferenciacion genética entre las poblaciones de la Peninsula de Yucatin es relativamente baja
(Rstprom = 0.114) con la mayor diferenciacion entre Cozumel (PY65) y Yumbalam (PY81) con
una Rst = 0.229, y la menor entre Cozumel (PY65) y Sian ka an (PY77) (Rst = 0.018),
geograficamente cercanas entre si. La mayor diferenciacion entre todas las poblaciones
considerando ambas regiones, ocurrié entre la poblacion Los Petenes (PY66) y Laguna de

Mecoacan (GM46) con una Rst = 0.519; este valor es inesperado dada la cercania geografica.

Los resultados del método de agrupamiento de Structure entre todas las poblaciones
analizadas, indican que el agrupamiento mds probable es en dos grupos K=2 (LnP =-19938.29),
que corresponden a la costa Atlantica y a la costa Pacifica. Asimismo, en cada costa identifica
dos grupos, con mayor probabilidad, costa del Atlantico K=2 (LnP =-9351.03) y la costa del
Pacifico K=2 (LnP =-8997.55) (Fig. 3A y B). En el Atldntico los grupos corresponden a las
poblaciones de la Peninsula de Yucatan (PY) y las del Golfo de México (GM), indicando
admixia entre los grupos, aunque en menor proporcion en algunas poblaciones como La Pesca
(GM41) y Cozumel (PY65) (Fig. 3A). En la Costa del Pacifico uno de los grupos corresponde
a las poblaciones del Pacifico Sur-Centro y el otro grupo a la mayoria de las poblaciones del
Pacifico Norte (PN), exceptuando la poblacion de Marismas Nacionales (PN10) que se agrupa
mas con PC. Las graficas sugieren poca admixia en el grupo de poblaciones del Pacifico Norte,

y mas flujo génico entre las poblaciones de PC y PS (Fig. 3B).

Flujo génico contempordneo— Para la costa del Pacifico se obtuvieron un total de 19 individuos
con una probabilidad por debajo de 0.01, mientras que para la costa del Golfo de México se
detectaron tinicamente 12 individuos con esta probabilidad. En la costa Pacifico el flujo génico
ocurrié de manera separada en dos grandes grupos: 1) entre las poblaciones de la regién

Pacifico Norte (PN) y, 2) entre las poblaciones de Pacifico Sur y Pacifico Centro. Para la Regién
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PN unicamente se detectaron migrantes provenientes de las poblaciones Barra de Navidad,
Cuyutlan y Tecoanapa (PC11, PC13 y PS17, mientras que en el segundo grupo, se detectaron
migrantes con origen en la poblaciéon PN11. En la Costa Atléntica, el flujo génico también
ocurrié Unicamente dentro de las dos grandes regiones (GM y PY). Solo las poblaciones
Petenes, Ria Lagartos y Tuxpan (PY66, PY70 y GM56) mostraron intercambio de migrantes

entre ellas.

Factores biogeogrdficos y barreras fisicas. —La prueba de aislamiento por distancia (IBD) sugiere
que la diferencia genética entre las poblaciones de ambas costas puede ser explicada por las
distancias geograficas entre ellas (Pacifico: r = 0.552, p < 0.001; Atlantico: r = 0.098, p = 0.025)
(Fig. 4). Ademas, los resultados de diversidad genética asociados a la latitud geografica de las
poblaciones sugieren que conforme aumenta la latitud la diversidad de R. mangle disminuye
(Fig. 5). Como ya se menciond, las regiones con mayor diversidad genética se encuentran en el
sur del pais, en la zona del Pacifico Sur, (PS29 y PS24), seguidas por poblaciones de la Peninsula
de Yucatan (PY77, PY70, PY81). Las zonas con niveles intermedios de diversidad son el Golfo
de México (GM) y el Pacifico Centro (PC), finalmente el Pacifico Norte (PN) es la zona con
menor diversidad genética de las cinco regiones estudiadas (Fig. 5).

Las grafica de redes consistio en 32 poblaciones (nodos) conectadas por 104 aristas que
exhiben varianza condicional significativa (Fig. 6). La topologia describe que la variacién
genética esta distribuida en dos grupos principales, la costa del Atlantico y la del Pacifico (Fig.
60). Las aristas conectando a los nodos representan el patron de covarianza genética entre las
poblaciones en cada una de las costas. Se detectaron grupos de aristas extendidas que conectan
poblaciones alejadas, mas alla de lo esperado por covarianza genética, esto sugiere eventos de
dispersion a distancia. En la costa del Atlantico sugiere una arista extendida de Rio Lagartos a
Tuxpan (PY70-GM56), mientras que en la costa Pacifica sugiere muchos mds eventos de
dispersion a distancia entre poblaciones (Fig. 6). Asimismo, la topologia indica aristas
comprimidas, cuya longitud fue menor a lo esperado por las distancias geograficas, sugiriendo
reduccion en la permeabilidad. En la costa Atldntica las aristas comprimidas ocurrieron entre
las poblaciones de La Pesca (GM41) con -Tuxpan (GM56), -Sistema Lagunar de Alvarado
(GM53) y -Sontecomapan (GM54). La topologia también indica la falta de permeabilidad de
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flujo entre las poblaciones del Golfo y El Pacifico: La Pesca (GM41) con El Morro de la Mancha
(GM40) y - Mar Muerto (PS29). Las aristas comprimidas en la costa del Pacifico se detectaron
entre las poblaciones del Pacifico Centro y Sur, entre: Barra de Tecoanapa (PS17)-La

Encrucijada (PS24)- Laguna El Caimén (PC14) (Fig. 6)

Cuellos de botella —Unicamente en dos poblaciones de la costa del Golfo de México (PY70: Rio
Lagartos y PY81: Yumbalam) se detectaron eventos de cuello de botella. Ninguna de las demas

poblaciones mostré un namero de loci con exceso de heterocigotos mas alto que el esperado

(Tabla 6).

ILIILII Secuencias de ADN.

IL.I1.I Secuencias de cloroplasto, nuclear y mitocondrial

Diversidad genética.—El tamano de las secuencias obtenidas de cada arbol de R. mangle, para los
distintos marcadores fue: rbcL 1247 pb y psb]-petA de 346 pb; mitocondria matR de 828 pb y
nuclear 26S de 502 pb, para un tamafo total 2923 nucleotidos por individuo. De la
informacién proporcionada por cada secuencia de ADN, el gen de cloroplasto rbcL tuvo la
menor diversidad tanto haplotipica como nucleotidica, debido a que solamente se encontraron
tres haplotipos para todas las poblaciones (Tabla 7A). Por el contrario, los marcadores psbJ-petA
y matR mostraron un numero de haplotipos de 9 y 8, respectivamente (Tabla 7B).

La prueba de neutralidad de Tajima (D), un estimador del tamafio de la poblacién y de
los procesos de expansion o reducciéon de la diversidad genética sugiere “cuellos de botella”
poblacionales recientes como en muchas de las poblaciones del Pacifico Norte; no obstante,
en todas las regiones geograficas se pueden encontrar valores de D negativos y positivos para el
marcador 26S (Tablas 8-11). De la misma manera que existen poblaciones con niveles
negativos, en todas las regiones analizadas se encontraron poblaciones con valores positivos. El
grupo de poblaciones que conforman el Pacifico Sur tienen la mayoria de estimadores
positivos, lo cual indica que esas poblaciones estan en un proceso de expansiéon genética. Un
caso interesante es el de las poblaciones del Pacifico Centro en donde sus tres poblaciones

muestreadas presentaron estimadores positivos (Tablas 8-12).
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De los 2923 nucleotidos usados en el analisis se encontraron diferencias entre
poblaciones y entre regiones geograficas. Las poblaciones con mayor diversidad genética se
localizan en el Pacifico Sur (PS). Por otro lado, las poblaciones ubicadas en el Pacifico Norte
(PN) tienen los valores de diversidad genéticas mas bajos. La poblacion Tuxpan (GM56) tuvo
el nimero mas alto de sitios polimorficos (19 sitios). Este alto numero de polimorfismos estuvo
directamente correlacionado con una mayor diversidad genética respecto a todas las
poblaciones. Por el contrario, se encontraron tres poblaciones en donde no se encontro
variacion en las secuencias analizadas: Marismas Nacionales (PN10), Petenes (PY66) y Pom-
Atasta (PY67). Esto ocasiond que no se pudieran llevar a cabo los andlisis de diversidad para

esas poblaciones.

Diversidad de haplotipos (Hd) — Se identificaron 34 haplotipos de la combinacién de cuatro
genes (psb)-petArbcL-matR-26S) (Fig. 12), 19 exclusivos de la costa del Pacifico 15 del Atlantico
(Figs. 13 y 14). Estos haplotipos demostraron una estructura filogeografica (NST=0.44500,
GST= 0.0016, NST>GST, P<0.005), incluyendo una ruptura filogeogrificaa entre ambas
costas, con haplotipos privados y compartidos en cada una. Los patrones se estructura genética
y geogrifica encontrados en este trabajo son congruentes con el papel hipotético de la
formacién del Istmo Centroamericano como una barrera geografica en la dispersion de R.
mangle. Nuestros datos sugieren que las poblaciones de R mangle se aislaron a lo largo de
tiempo, acumulando diferencias genéticas debidas a la reduccion en migracion, (Takayama et
al., 2013); por otro lado las discontinuidades genéticas mostraron rupturas genéticas fuertes
entre las poblaciones del Atlantico y Pacifico. Ademads, se identificaron algunas barreras en el

GM y la Peninsula de Yucatin y en el Pacifico Sur y Centro (Fig. 16).

Diferenciacién poblacional (Fsy) .— El andlisis molecular de varianza (AMOVA) indico
diferenciacion significativa entre grupos de poblaciones tanto entre costas como entre
subgrupos (13-17). Se observo una diferenciacion altamente significativa entre costas, 35.85%
(las cuatro secuencias concatenadas; Tabla 17), aunque esta diferenciacion varia entre

secuencias: por ejemplo, para las secuencias de cloroplasto es de mas del 60% (Tabla 16),
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mientras que para matR es del 5% (Tabla 14). De la misma forma, la diferenciacion dentro de
costas es de aproximadamente del 16%, en promedio (Tabla 17).

El analisis de diferenciacion poblacional (Fsr) detectd estructura genética muy definida
entre las poblaciones. El principal factor fue la ubicacion geografica, principalmente entre las
costas (Tabla 18). Se observo la formacion dos grupos principales formados, en el primero se
encontraron las poblaciones presentes en el Atlantico (Golfo de México y Peninsula de
Yucatan). Dentro de este grupo se observa diferenciacion de las poblaciones del Golfo de
México con las de la Peninsula de Yucatin. En el Golfo de México, la poblacion de Alvarado
(GM53) se diferencia de las demas de la misma regién. La region de la Peninsula de Yucatan
incluye dos grupos. Uno conformado por dos poblaciones cercanas entre si geograficamente,
Petenes y Pom-Atasta (PY66 y PY67), de la costa occidental de la peninsula, que tendrian mayor
influencia del Golfo de México. El segundo grupo lo forman las poblaciones Cozumel, Sian
Kaan, Costa Maya y Yumbalam (PY65, PY77, PY80 y PY81), con influencia del Mar Caribe,
por lo que es probable que sus corrientes afecten la conectividad genética entre ellas y
poblaciones de las Antillas y Centroamérica.

Las poblaciones del Pacifico Norte forman un grupo genético, con excepcion de
poblacion de San Ignacio (PNQ7). Esta poblacion se encuentra en la costa occidental de la
peninsula de Baja California, por lo que es muy probable que exista poco flujo génico con las
poblaciones del interior del Mar de Cortés. El Pacifico Centro se diferencia a su vez del Norte
y del Sur. Este grupo lo conforman las poblaciones comprendidas entre Barra de Navidad
(PC11) y Laguna El Caiman (PC14). Finalmente, el Pacifico Sur, forma un grupo genético

desde Barra de Tecoanapa (PS17), hasta la Encrucijada, Chiapas (PS24).

Andlisis de distancias genéticas.—El analisis de relaciones genéticas es congruente con los
resultados de la estructura genética. Debido al gran numero de individuos y poblaciones
analizadas, el arbol fue colapsado en sus ramas principales para poder apreciar las diferencias
entre las costas y las regiones geograficas. En el arbol colapsado, se obtuvo una divisién basal
entre las poblaciones de la Peninsula de Yucatin y el resto de las poblaciones (Figs. 7 -11) para
todos los marcadores individuales y concatenados. La siguiente divergencia separa a las

poblaciones de las dos costas (Pacifico y Atlantico). Posteriormente, la region Pacifico Centro
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se separa de las regiones Pacifico Sur y Norte. Las dos divergencias mas recientes ocurren casi
al mismo tiempo, una en la costa Atlintica entre la region de la Peninsula de Yucatian y el

Golfo de México, y la segunda en la costa Pacifico, entre Pacifico Norte y Sur (Fig. 7).

IL.IV DISCUSION
Los resultados de este estudio demuestran una fuerte estructuracion de la poblaciones de R.
mangle, fundamentalmente entre ambas costas de México, lo cual coincide con los eventos de
vicarianza sefalados en investigaciones anteriores (Takayama et al.,, 2013; Ceron-Souza et al.,
2015; Lo et al., 2014, Sandoval-Castro et al., 2014). Esta fuerte estructuracion es evidente tanto
en loci microsatélites nucleares, como en la variacion en las secuencias de ADN (psbJ-petA, rbcL,
matR y 269S), el cual ha sido atribuido principalmente al cierre definitivo del CAI durante el
Plioceno, hace aproximadamente 3.5 millones de afios (cf. Ceron-Souza et al., 2015). La mayor
parte de la variacion genética se debe a diferencias entre costas, ademads existe estructuracion
genética dentro de cada costa. Por ejemplo, en la costa del Atlantico, las poblaciones del Golfo
de México forman un grupo distinto al de las poblaciones de la Peninsula de Yucatidn, mientras
que en el Pacifico, cuyas costas tienen una mayor extension geografica, se detectaron dos
grupos: uno en el sur, con poblaciones mas diversas y uno en el norte con poblaciones poco
diversas; las poblaciones del Pacifico central parecen haber jugado un papel importante, como
stepping stones, para la colonizacién de las poblaciones del norte. No obstante, en esta region
parece existir una barrera al flujo génico, no insalvable, sin embargo, y posiblemente asociada
a los patrones de las corrientes marinas que han afectado a numerosas especies de animales.
Las poblaciones de R. mangle del Pacifico poseen, en general, menor diversidad genética
que las poblaciones del Golfo de México y Mar Caribe; en particular, la poblacion de Tuxpan,
Ver., mostro la diversidad mas alta, con un mayor numero de sitios polimorficos, de acuerdo
a los analisis de secuencias ( mientras que la poblacién de Marismas Nacionales, la diversidad
a nivel de secuencias de ADN es nula. Esto es sorprendente dado que estas ultimas son los
ecosistemas de manglar mas extensos de México, por lo que es de interés profundizar en el
estudio espacial de este sistema de manglar. Otro resultado importante es que a nivel de
secuencias ADN y microsdtelites, las poblaciones del sur (Chiapas, Oaxaca) son muy diversas,

lo que coincide con las estimaciones obtenidas para la especie en Centroamérica; no obstante,
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es posible también que esa mayor diversidad pueda ser el resultado de eventos de introgresién
con otra especie de Rhizophora (R. racemosa; Ceron-Souza et al., 2010), pero esto por ahora es
una especulacion. En general, en ambas costas se observa un patrén de mayor diversidad en
las poblaciones surefias que en las del norte, limite de distribucion de la especie en México. En
las poblaciones del Pacifico norte se ha encontrado muy poca variacion genética, lo que
coincide con lo esperado en poblaciones marginales, donde posiblemente la deriva génica y la
endogamia tienen un papel preponderante (Sandoval-Castro et al., 2012). Esto constituye un
desafio para su conservacion ya que probablemente no posean la variacion y adaptaciones
fisiologicas necesarias para hacer frente al cambio climatico o a la perturbacion humana.

Los andlisis de distancias genéticas apoyan la hipotesis de un origen Atldntico para las
poblaciones de R. mangle en la costas de México. La hipotesis de las relaciones genéticas, basada
en las secuencias de ADN, sugiere que el Atlantico sea la fuente de colonizacion del Pacifico,
es congruente con los resultados de otros estudios (Takayama et al., 2013; Cerén-Souza et al.,
2015; Lo et al., 2014). Sin embargo, este resultado podria variar dependiendo de los
marcadores empleados en la reconstrucciéon, que difieren en su tasa de evolucién y por tanto
de variacion, asi como de las especies empleadas como “outgroups” y su distribucion geografica.
Este aspecto merece mayor investigacion.

Se ha sugerido que las poblaciones del Atlantico y Pacifico sean consideradas como
entidades genealdgicas separadas, y esto tiene implicaciones importantes para la conservacién
y el manejo de las poblaciones (Takayama et al., 2015) a cada lado de la costa (ver Capitulo 4).
Esta propuesta es apoyada tanto por anélisis de la diversidad como por el origen de las variantes
de las poblaciones. La estructura genética tan fuerte que existe entre ambas costas, indica que
el mantenimiento de la diversidad genética es ain mds complejo que la proteccién de los
manglares, por ejemplo, como ecosistemas de importancia fundamental como sumideros de

carbono y reservorio de diversidad genética de otros grupos de organismos.
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Tabla 1. Poblaciones de estudio de Rhizophora mangle distribuidas en cinco regiones geograficas a lo largo de las costas
Atlantica y Pacifico en México. (N*: tamanos de muestra utilizados en los analisis de loci microsatélites. El tamano de
muestra para la amplificacion de las secuencias fue de N = 10 por cada poblacion).

Region # IDCONA Nombre de las poblaciones Estados Latitud Longitud N*
Pacitico Nort ] j i i
actico Yorte 1 PNO1 Bahia de los Angeles BTGy 26.53255 -113.29126 40
(PN) Sur
2 PNO2  Bahia Concepcién SBa’a California ) ¢ 26213 11188158 39
ur
- Californi
3 PNO3  Bahia Magdalena gi’f California 4 79418 -112.11565 40
4 PNO4 Estero el Sargento-Isla Tiburon  Sonora 2932852 -112.32918 36
5 PNO6 Topolobampo Sinaloa 25.7900 N -109.3218 O F 40
6 PNO7  San Ignacio (Bocana-Ditil) 5‘“"“ California 26656 -113.227 40
ur
7 PN10 Marismas Nacionales Sinaloa-Nayarit  22.37447 -105.64037 40
8 PNI11 Bahia de Altata Sinaloa 24.61567 -107.86983 40
9 LabPN13 El Mérito SBa’a Galifornia 4 30421 -11032378 36
ur
Baja Californi
10 LabPN15 Espiritu Santo si]j California ) 4 43695 11035791 40
Pacitico Centro 11 PCl11 Barra de Navidad Jalisco 19.19553 -104.67225 40
(PC) 12 PC13 Laguna de Cuyutlan Colima 19.59203 -105.12519 40
13 PC14 Laguna El Caiman Michoacan 21.57175 -104.98759 15
Pacitico Sur 14 PS17 Barra de Tecoanapa Oaxaca 164978 -98.724133 40
(PS) 15 PS20 Chacahua - Pastoria Guerrero 16.0114 -97.591833 40
16 PS22 Coyuca_Mitla Guerrero 17.007 -100.205 24
17 PS24 La Encrucijada Chiapas 15.16837 -92.831017 40
18 PS29  MarMuerto Guerrero- 160104 -93.846033 40

Chiapas
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Tabla 1. Continuacion
Region # IDCONA Nombre de las poblaciones Estados Latitud Longitud N*
Golfo de Méxicoj, 19 GM36  Coatzacoalcos Veracruz 18.0971 -94.431383 40
(GM) 20 GM40  ElMorro de la Mancha Veracruz 19.58617  -96.384783 40
21 GM41 La Pesca Tamaulipas 23.77608 97.74145 39
22 GM46  Laguna de Mecoacin Tabasco 18.41963 -93.115455 40
23 GM53  Sistema Lagunar de Alvarado ~ Veracruz 18.73285 -95.78225 40
24 GM54 Sontecomapan Veracruz 18.50842 -95.024717 40
25 GM56  Tuxpan Veracruz 20.9807 973415 40
eninsula de Yucadf, 26 PY65 Cozumel Quintana Roo 20.55563 -86.913633 37
(PY) 27 PY66 Los Petenes Campeche 20.15892 -90.371583 40
28 PY67 Pom-Atasta Campeche 18.5745 92.104 40
29 PY70 Rio Lagartos (Punta Holchit) Yucatan 21.6102 -88.1282 38
30 PY77 Sian Ka"an Quintana Roo 20.11097 -87.470917 40
37 PY80 Costa Maya Quintana Roo 18971 -87.951579 40
32 PY81 Yumbalam Quintana Roo 21.44358 -87.202967 40




86

Manglares de México

Tabla 2. (a) Condiciones de amplificacién de 12 loci microsatélites amplificados en 32 poblaciones de

Rhizophora mangle en México.

Loci  Primer sequences Repeat motif Allel Dye Mi Referenc
1D e size X e
RM1 F: GGTGGGATTTGGTCTGGC (CT)16(CA)3 180 FA 1 Rosero
R: )
1 TTGCTTCCACACAGGAAAGAAG M Galindo
et al.
2002
E:
RM4 TOOAAGOATTOTGOTAATTIGGG (GA)25 210  VIC 1 Rosero
1 R: CATGTGGGTGTGCTCTGGG Galindo
et al.
2002
RM4  F:ACAGTCCTCCAATCGTGAAT - (AT)4(GCGT)8(GT) 195 PET 1 Rosero
6 R: TTTAATTCTGACGGGACCAG g Galindo
(GGAA)2 et al.
2002
E:
RM7 O TTOTOCTACAGACTICATGE (ITA)4(TGTA)2(CA) 1 190 PET 2 goierz
R: alindo
éGAGATACCAAT CCAAGAACTG (T A) 3 (G A) 4(G A)Z et al.
2002
RM1 F: TGCCCTCTACGTTGTGAATG ( AG)26 1 50 VIC 2 Rosero
R: )
9 CTGTCTGAGCTTGCATCATTG Galindo
et al.
2002
E:
Isz TTGCACTACCACAAACCAACC (D12 200 I[\])E 2 ?}Oi‘erz
R: alindo
TTGCACAAGCACAAGAGCATAC et al.
2002
RM3 FE (CA)8 135 FA 2 Rosero
g ETCATGCACACGGATACAGACA M Galindo
R: et al.
TGTTCCTATTCCTCAAATGATG
cC 2002
E: .
Bra20 T AGCACAATACATCAGOACAA (AG) 16 141- FA 3 Ribeiro et
R: GGCGCTATCCATCCTGAGT 175 M al., 2013
Bra27 FTCITITGTCGAAGCCTCTCC  (CT) 3 (TC) 6 (CT)4 140- PET 3 Ribeiro et
R: ATCAAGTTGGCGTTGGAAAA (TC) 3 184 al., 2013
Bra45 FGAAAATGCAAGAGGGCTGAC  (AG) 17 (AGG) 3 128- VIC 3 Ribeiro et
R: CATGGGTCTCTCTCCTCTGC 164 al., 2013
Bra50 FATCOGTGGAAGAACGGGGTTT — (AG) 18 149- FA 4 Ribeiro et
R: TCAAGAAGTCCAGGGTGCTT 215 M al., 2013
E: .
Bra66 T AGCACAATACATCAGGACAA (AG) 19 138- PET 4 Ribeiro et
R: GCGCTATCCATCCTGAGTTT 206 al., 2013
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Tabla 3. Estimadores de diversidad de diversidad genética de Rhizophora mangle en las costas Atldntico y Pacifico

de México. Desviacion estdndar entre paréntesis; A numero de alelos promedio por locus; AR riqueza alélica;

AT numero total de alelos; Ho heterocigosidad observada, Hg heterocigosidad esperada; P niimero de alelos

exclusivos; Fjs indice de endogamia; Pr niimero total de loci polimorficos; %P porcentaje de loci polimérficos.

* P<0.05. N, tamafio efectivo poblacional (Intervalo de Confianza; In=infinito). Prom: Promedios por costa:
CA: Costa Atlantica, CP: Costa Pacifico y region: GM: Golfo de México, PY: Peninsula de Yucatin, PN:
Pacifico Norte, PC: Pacifico Centro, PS: Pacifico Sur.

1D A P AR AT Hp Hg Fis Pr »P N,
Atldntico

GM36| 4.125 (1.356) 2 34325 35 03625 (0.2456) 0.4372 (0.2275) 0.13721 8 80 18.2 (11-32)
GM40| 3.375 (1.061) 0 28229 29  0.3437 (0.3245)  0.3272 (0.2418) 0.00866 8 80 14.2 (7.3-27.7)
GM41| 3.000 (0.756) 1 25411 26 02179 (0.2014)  0.2831 (0.1723) 0.12338 8 80  15.8(7-38.3)
GM46| 4.143 (1.464) 2 31309 32 0.4934 (0.2058) 0.4960 (0.1639) 0.22804 7 70 28.7 (14.4-81)
GM53| 3.125 (0.641) 1 261 27 04437 (0.3005) 0.4146 (0.1668) 0.69536 8 80 954 (24.1'In)
GM54| 3.444 (1.014) 1 3.1767 32 04020 (0.2178) 0.4289 (0.2044) 0.04112 9 90 11.2 (6.1-19.3)
GM56| 3.400 (1.713) 1 33013 34 0.2925(0.2377)  0.3759 (0.2678) 0.3311 10 100 126.1 (36.5-In)
Promgy| 3.516 (1.143) 8 3.0022 31 0.3651(0.2476) 0.3947 (0.2064) -0.1466 8 80 44.2286
PY65| 3.900 (1.370) 5 38572 39 04362 (0.2420)  0.4940 (0.2450) 0.22729*** 10 100 48.6 (24-198.6)
47.2 (20.7-
PY66| 3.444 (1.130) 1 31572 32 0.3820(0.1953) 0.5182 (0.2067) 0.07956 9 90 348.6)
PY67| 3.875 (1.885) 1 32029 39 0.3386(0.2725) 0.3596 (0.2517) 0.13278 8 80 13.6 (7.8-23.8)
PY70| 3.500 (0.756) 0 29885 30 04717 (0.0984) 0.6198 (0.0885) 0.10004 8 80 38 (16.2-255.5)
PY77| 4.250 (0.707) 2 35363 36 0.5285(0.2032) 0.6063 (0.1023) -0.11958 10 100 76.8 (30.1-In)
PY80| 3.800 (1.549) 2 3.7434 38  0.2711(0.1932) 0.4479 (0.2891)  0.19963** 8 80 51.7 (25.4-218)
20.6 (12.2-
PY81| 4.125 (1.553) 1 34208 35 04625 (0.1995) 0.6066 (0.1043) 0.25599*** 8 80 37.9)
Prompy| 3.842 (1.278) 12  3.4152 36 04129 (0.2006) 0.5218 (0.1839) -0.0182 9 90 42.3571
Prom ca 7.6 20 3.2087 33 0.3268 (0.214)  0.4677 (0.2701) -0.0999 10 100 43.29
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Tabla 3, continuacién

D

A P AR AT Hy Hg Fis Py %P N,

Pacifico

PNO1 00 (0.000) 1 13159 14 0.1562 (0.0943)  0.1956 (0.1635)  -0.04688 4 40 21.6 (1-In)
PNO2 50 (0.500) O 14388 15 0.2435(0.1487)  0.2787 (0.1676) 0.04765 4 40 101.6 (2.2-In)
PNO3 00 (1.304) 0 16356 19 0.3450(0.2735)  0.3355(0.2328)  -0.00617 5 50 32.7 (2.5In)
PNO4 |#29(0.787) 0 1.714 20 0.1666 (0.2169)  0.1962 (0.2035)  -0.01928 7 70 2.3 (1.2-5.1)
PNO06 00 (1.000) 0 2.3132 28 0.2805(0.1874)  0.2841 (0.1638)  -0.18517 9 90 13.4 (6.1-28.7)
PNO7 00 (0.837) 0 1.6726 19 0.1450 (0.1315)  0.2658 (0.2469) 0.31603*** 5 50 22.7 (3.81In)
PN10 D00 (1.247) 0 25634 30 0.3343(0.2153) 03933 (0.2290)  -0.30256 10 100 27.4 (11.6-157.6)
PN11 00 (1.969) 0 24982 31 0.3630 (0.2042) 0.4267(0.2408)  -0.01338 10 100 12.7 (6.7-23.6)
LabPN1

3 00 (1.169) 0 1.8148 21 03784 (0.2991)  0.3975(0.2145)  -0.48749 6 60 7.2(2.3-24.2)
LabPN1

5 144 (0.787) 0 1.692 21 03261 (0.1904) 0.3266 (0.2255) 0.00335 7 70 8.4 (2.7-25.1)
Prompy 1752 (0.96) 1 18658 22 0.2738 (0.1961) 0.31 (0.2088) -0.1122 6.7 67 25
PC11 00 (1.317) 2 3.0408 38 0.2175 (0.168) 0.2709 (0.227) 0.03446 10 100 49.5(23.7-238.5)
PC13 33 (1.581) 1 23509 28 0.3532(0.1793) 02797 (0.194)  -0.06554 9 90 27.8(11.7-127)
PC14 71 (0.527) 1 22361 30 02098 (0.3086)  0.2354 (0.1879)  -0.28742 9 90 2.9 (1.322.1)
Prompc B46 (1.142) 4 2.5426 32 0.2602 (0.2186) 0262 (0.2029)  -0.10616 9 93 26.7333
PS17 00 (1.764) 3 3.1236 40 0.4021(0.1830)  0.4751 (0.1769) 0.04504 10 100 38.3(21.590.7)
PS20 00 (1.955) 4 29813 36 04975 (0.1721)  0.5077 (0.1391)  -0.00923 10 100 26.5(15.4-53.7)
PS22 00 (0.994) 0 27168 29 04833(0.2162) 04502 (0.1620) -0.03718 10 100 4.7(2.4-10.2)
PS24 00 (1.567) 9 34934 43 0.5175(0.2068)  0.5642 (0.1063)  -0.08444 10 100 33.5(20.862.7)
PS29 00 (0.816) 2 34833 40  0.5560 (0.1440) 0.6172 (0.1205) 0.12205 10 100 30.3 (18.5-57-8)
Promps 176 (1.419) 18 3.16 38 0.491 (0.184) 0.523 (0.141) 0.007 10 100 26.66
Promcp 7.2 23 2.338 28 0.282 (0.1286) 0.4266 (0.1669) -0.076 9 90 25.75
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Tabla 4 Resultados del analisis de varianza molecular (AMOVA) obtenidos a partir de 10 loci microstélites
de Rhizophora mangle en México. A) Entre costas, C) Dentro de la costa Atlantica y B) Dentro de la costa

Pacifico.

***P<0.001, ** P<0.01

Fuente de variacion

Estadistico-F

Porcentaje de

variacion

A) Entre costas
Entre Pacifico-Atlantico Fer=0.52066*** 52.07
Entre poblaciones dentro de costas Fge=0.30935*** 14.83
Entre individuos dentro de poblaciones Fis=-0.02 0.55
Dentro de individuos Fir=0.66347*** 33.65
Dentro de cada costa

B) Costa Pacifico
Entre regiones Fer=0.252 *** 25.24
Entre poblaciones dentro de regiones Fgc=0.172*** 12.87
Entre individuos dentro de poblaciones Fis=-0.029 -1.81
Dentro de individuos Fir=0.363*** 63.70

C) Costa Atlantico
Entre regiones Fer= 0.12622*** 12.62
Entre poblaciones dentro de regiones Fgc= 0.15821*** 13.82
Entre individuos dentro de poblaciones Fis=-0.05665 -4.17
Dentro de individuos Fir= 0.22279*** 77.72
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Tabla 5. Valores de Rst para Rhizophora mangle entre pares de poblaciones. B Dentro de la costa Pacifico de México,
A. Dentro de la costa Atlantico. Valores en negrita P>0.05. Cada recuadro limita cada una de las regiones

analizadas en esa costa.

A.
PC11 PC13 PCi14 PNO1 PNO02 PN03 PNO04 PNO6 PNO07 PN10 PNI11 LabPN1 LabPn1 PS17 PS20 PS22 PS24 PS29
PC11 0
PC13 0.381 0
PC14 0.073 0488 0
PNO1 0.406 0.715 0529 0
PNO2 0302 0.666 0427 0.275 0
PNO3 0.121 0586 0.221] 0391 0.151 0
PNO04 0377 0.696 0.489] 0.098 0.19 0.326 0
PNO6 0.026 0438 0.092] 0318 0.247 0.104 0.293 0
PNO7 0.136  0.603 0318} 0.772 0.634 0321 0.745 0.218 0
PN10 0.163 0.134 0.293] 0.618 0.555 0423 0.596 0.247 0.348 0
PN11 0.035  0.506 0.15] 0565 0435 0.174 0532 0084 0.027 0.255 0
LabPN1| 0.132 0.601 0.218 0.78 0.659 0.349 0.75 0.181 0.121 0345 0.056 0
LabPN1| 0.036 0504 0.091] 0.406 0.25 0.052 0365 0.079 0.101 0311 0.039 0.137 0
PS17 0.012 0377 0.104 0495 0407 0.218 0471 0.089 0.105 0.133 0.039 0.103 0.095 0
PS20 0.175 0.135 0.3 0,571 0481 0367 0541 0.27 0377 0.075 0.289 0.4 0.283] 0.183 0
PS22 0.101  0.329 0.225 0.664 0.555 0356 0.634 0.223 0213 0.082 0.143 0.261 0.185] 0.054 0.097 0
PS24 0.249 0.058 0338 0.601 0.548 0453 0586 0327 0439 0.055 0356 0442 0.364] 0.231 0.031 0.145 0
PS29 0.26 0.062 0372 0.626 0.553 0458 0.6 0346 0473 0.094 0383 0483 0378]) 0.263 0.014 0.177 0.009 0
GM36 GM40 GM41 GM46 GM53 GM54 GM56 PY65 PY66 PY67 PY70 PY77 PYSO PYSI
GM36 0
GM40 | 0.308 0
GM41 | 0299 0469 0
GM46 | 0025 0502 0409 0
GMs3 | 0016 0303 0312 0.102 0
GMs4 | 0081 0147 0229 0209 0076 0
GMs6 | 0065 01838 0276 0213 0031 0037 0
PY65 0288 0208 043 0426 0292 021 0231 0
PY66 0315 0068 047 0519 0316 0.192 o0.184] 0215 0
PY67 0288 0066 0409 0488 0306 0.28 0.178] 0.195 0083 0
py70 0.78 0091 0385 0374 0.172 0079 0058] 0214 0059 0056 0
PY77 0221 0153 035 0324 0203 0.143 o.162] o017 0151 0159 013 0
PY80 0.114 0133 0373 0265 0.27 0068 006] 0123 0131 0083 004 0083 0
PYS81 0212 0.4 038 0398 0242 0.126 o0.126] 0229 0089 005 0022 0.194 0054 0
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Tabla 6. Prueba de Wilcoxon para probar el flujo génico contemporaneo a través de
la prueba de exceso de heterocigosis en 32 poblaciones de Rhizophora mangle en
México. LHexc: Numero de loci con exceso de heterocigos; P: probabilidad
estadistica del numero de loci con exceso de heterécigos. Los valores significativos
de probabilidad se muestran en negritas.

ID Wilcoxon Sign Rank Test
LHexc esp LHexc obs P

Adintico
GM36 4.59 3 0.97266
GM40 438 2 0.98633
GM41 451 2 0.98047
GM46 4.12 3 0.85156
GM53 4.55 5 042188
GM54 497 3 091797
GM56 5.64 4 0.8623
PY65 5.68 5 0.65234
PY66 5.05 8 0.06445
PY67 4.49 3 0.96289
PY70 4.74 8 0.00195
PY77 4.72 5 037109
PY80 5.46 4 0.72168
PY81 4.61 6 0.00977
PNO1 1.85 1 0.90625
PNO2 2.02 2 0.5625
PNO3 2.59 1 092188
PN04 3.5 1 0.96094
PNO06 496 1 0.99316
PNO7 2.74 1 0.98438
PN10 5.49 4 0.75391
PN11 5.16 2 0.99658
LabPN13 3.23 1 0.97656
LabPN15 3.64 2 0.98047
PC11 5.88 0 1
PC13 4.86 4 0.63281
PC14 492 4 0.82031
PS17 5.55 3 0.93457
PS20 542 7 0.1875
PS22 548 6 0.27832
PS24 5.81 4 0.8623
PS29 5.96 7 0.09668
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Tabla 7. Diversidad mdiversidad nucleotidica Hd-diversidad haplotipica por gen (psb)-petA y
rbcL) en Rhizophora mangle.

A. ATLANTICO

Marcador pshfpetA rbcL
Localidad o4 n TH No. de n TH
haplotipos haplotipos

GM36 2 0.667 0.6 1 0 0
GM40 3 1.6 0.6 1 0 0
GM41 2 0.356 0.356 2 0.181 0.181
GM46 2 0.2 0.2 2 0.467 0.466
GM53 1 0 0 2 0.2 0.2
GM54 1 0 0 2 0 0
GM56 2 0.667 0.6 2 0.467 0467
PC11 2 0.2 0.2 2 0.367 0.466
PC13 1 0 0 2 0.533 0.433
PC14 2 0.2 0.2 2 0.222 0222
PNO1 1 0 0 1 0 0
PNO2 1 0 0 1 0 0
PNO3 1 0 0 1 0 0
PNO4 2 0.2 0.2 1 0 0
PNO6 2 0.067 0.667 1 0 0
PNO7 2 0.067 0.067 2 0.156 0.156
PN10 1 0 0 1 0.156 0.156
PN11 1 0 0 2 0.056 0.055
LPN13 1 0 0 1 0 0
LPN15 2 0.033 0.033 2 0.889 0.069
PS17 1 0 0 2 0.622 0.622
PS20 2 0.436 0.3 2 0.2 0.2
PS22 2 0.522 0.522 2 0.444 0.444
PS24 3 0.933 0.733 2 0.889 0.889
PS29 4 0.933 0.644 2 0.6 0.6
PY65 2 0.556 0.556 2 0.467 0.467
PY66 1 0 0 1 0 0
PY67 1 0 0 1 0 0
PY70 2 0.667 0511 1 0 0
PY77 3 24212 0.645 1 0 0
PY80 2 1.467 0.889 1 0.444 0.444
PY81 2 0.2 0.2 2 0.533 0.533




Genética de manglares de México

Tabla 7. Continuacién

B. PACIFICO
Marcador matR 268
No. de No. de

Localidad haplotipos ™H haplotipos n mH
GM36 1 0 0 2 0.467 0.467
GM40 2 1.889 0.644 1 0.356 0.356
GM41 1 0 0 2 0327 0.167
GM46 1 0 0 2 0.556 0.556
GM53 2 0 0 2 0.956 0.711
GM54 1 0 0 2 0.889 0.711
GM56 2 2 0.5 2 0.467 0.467
PCl11 2 0 0 1 0 0
PC13 2 1.067 0.533 2 0.467 0.467
PC14 2 1.333 0.555 1 0 0
PNO1 2 0.2 0.177 1 0 0
PNO2 2 0.267 0.166 1 0 0
PNO3 2 0.345 0.378 1 0 0
PNO04 1 0 0 1 0 0
PNO6 1 0 0 1 0 0
PNO7 1 0 0 1 0 0
PN10 1 0.267 0.144 1 0 0
PN11 2 0.267 0.144 1 0 0
LPN13 1 0 0 1 0 0
LPN15 1 0 0 1 0.2 0.2
PS17 1 0 0 1 0 0
PS20 2 0.2 0.2 2 0.2 0.2
PS22 2 0.2 0.2 2 0.833 0.533
PS24 1 0.2 0.2 2 0.833 0.533
PS29 2 0.2 0.2 3 1.289 1.289
PY65 2 0.2 0.2 1 0 0
PY66 1 0 0 1 0 0
PY67 2 0.2 0.2 1 0 0
PY70 2 0.667 0.378 1 0 0
PY77 1 0 0 2 0.533 0.533
PY80 2 0 0 2 0.2 0.2
PY81 1 0 0 2 0.533 0.533

93



Manglares de México

Tabla 8. Resultados de m (Numero de secuencias), S (Numero de sitios segregantes), ps (S/n n = numero
total de sitios), ® (ps/al), T (Diversidad de nucledtidos), D (Prueba de neutralidad de Tajima s D), C
(Conservado), V (Variable), Pi (Sitios informativos en parsimonia) y s (Singleton) de psbJ-petA.

Costas m S Ps (0] T D C \% Pi s
Adlantico 140 6 0018018 0.00313 0001674 o0, 340/346 6/346 6/346 0/346
Pacifico 180 8 0.017964 0.003253 0002529 7, 338/346 8/346 8/346 0/346

Regiones m S Ps (©] T D C \% Pi s
ﬁ‘;g:’cfe 70 2 0.005988 0.001246 0.001628 0.507917 344/346 2/346 2/346 0/346
Pacifico 30 3 0.008982 0.002287 0.002212 - 343/346 3/346 3/346 0/346
Centro 0.077741
Pacifico Norte 100 1 0.002994 0.000578 0.000445 ), S0, 345/346 1/346 1/346 0/346
PacificoSur 50 4 0.012012 0.002682 0.003229 0.462625 342/346 4/346 4/346 0/346
Peninsulade 76 4 5611976 0002478 0.00294 0393362 342/346 4/346 4/346 0/346

Yucatan
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Tabla 9. Resultados de M (Numero de secuencias), S (Numero de sitios segregantes), ps (§/n n = nimero total
de sitios), @ (ps/al), T (Diversidad de nucleotidos), D (Prueba de neutralidad de Tajima s D), C (Conservado),
V (Variable), Pi (Sitios informativos en parsimonia) y s (Singleton) de rbcL.

Costas M ps [¢] b4 D C \% Pi s

Atlantico 140 2 0001595 0.000289  0.000107 -0.908211 1252/1247 2/1247 1/1247 1/1247
Pacifico 180 10000797 0.000138 0.000323  1.373073 1253/1247 1/1247 1/1247 0/1247
Regiones M N ps %] b4 D C \% Pi s
Golfo de México 70 2 0001595 0.00033  0.000202 -0.641292 1245/1247 2/1247 1/1247 1/1247
Pacifico Centro 30 0 0 0 0 n/c  1247/1247 0/1247 0/1247 0/1247
Pacifico Norte 100 0 0 0 0 n/c  1247/1247 0/1247 0/1247 0/1247
Pacifico Sur 50 2 0001595 0.00033  0.000202 -0.641292 1245/1247 2/1247 2/1247 0/1247
Peninsula de Yucatan 70 0 0 0 0 n/c  1247/1247 0/1247 0/1247 0/1247
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Tabla 10. Resultados de m (Numero de secuencias), S (Ntmero de sitios segregantes), ps (S/n n = nimero total
de sitios), @ (ps/al), T (Diversidad de nuclestidos), D (Prueba de neutralidad de Tajima s D), C (Conservado),
V (Variable), Pi (Sitios informativos en parsimonia) y s (Singleton) de matR.

Costas M S Ps ] T D C \4 Pi s

Atlantico 140 6  0.007255 0.001315 0.001006 = -0.502839 822/828 6/828 5/828 1/828
Pacifico 180 6  0.006053 0.01051 0.00588 @ -0.856653 823/828 6/828 @ 6/828 0/828
Regiones m S Ps 2] T D C \% Pi s

Golfo de México 70 1 0.001209 = 0.000251 = 0.000469 = 1.073818 827/828 1/828 1/828 0/828
Pacifico Centro 30 1 0.001208 = 0.00027 0.00045 0.896607 827/828 1/828 1/828 0/828
Pacifico Norte 100 2 0.002415 0.000467  0.00023 | -0.780008 826/828 2/828  0/828 2/828
Pacifico Sur 50 3 0.002421 0.000611 = 0.001202 = 1981119 826/828 3/828  3/828 3/828
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Tabla 11. Resultados de m (Numero de secuencias), S (Numero de sitios segregantes), ps (S/n n = nimero total

de sitios),

0 (ps/al), T (Diversidad de nucledtidos), D (Prueba de neutralidad de Tajima s D), C (Conservado), V

(Variable), Pi (Sitios informativos en parsimonia) y s (Singleton) de 26S.

Costas m S Ps 2] T D C \%4 Pi s

Atlantico 140 5 0009091 0.001646 0.002219 @ 0.701727 497/502 5/502 5/502 0/502
Pacifico 180 5 0.009091 0.001578 0.002661 1336591 497/502 5/502  5/502 0/502
Regiones m S Ps [¢] T D C \% Pi s

Golfo de México 70 3 0.005455 0.001129 0.001399 = 0.458822 499/502 3/502  3/502 0/502
Pacifico Centro 30 0 0 0 0 n/c 502/502 0/502 = 0/502 0/502
Pacifico Norte 100 0 0 0 0 n/c 502/502 0/502  0/502 0/502
Pacifico Sur 50 2 0003636 0.000812 0.001484  1.477658 500/502 2/502  2/502 0/502
Peninsula de Yucatin 70 1 0001818 0.000377 0.000814 1431913 501/502 1/502 1/502 0/502
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Tabla 12. Resultados de m (Numero de secuencias), S (Namero de sitios segregantes), ps (S/n n = numero total
de sitios), @ (ps/al), T (Diversidad de nucleotidos), D (Prueba de neutralidad de Tajima s D), C (Conservado),
V (Variable), Pi (Sitios informativos en parsimonia) y s (Singleton) de la combinaciones de psbj-petA, rbcL, matR vy

268S.
Costas m S ps [¢] T D C \% Pi s
Atlantico 140 17 0009351 0.001623 0.001463 -0.256404 @ 1695/2923 17/2923 16/2923 12923
Pacifico 180 18  0.009936 0.001799 0.001709 = -0.135811 1696/2923 18/2923 18/2923 0/2923
Regiones m S bs 2] T D C \%4 Pi s
Golfo de México 70 6  0.003507 0.000726 0.001017 = 0957863 @ 1706/2923 06_2923 06_2923 0/2923
Pacifico Centro 30 5 0002921 0.000744 0.001019 1.017428 1707/2923 5.2923 5_2923 0/2923
Pacifico Norte 100 3 0001752 0.000338 0.000198 -0.744618 @ 1709/2923 03_2923 03_2923 0/2923
Pacifico Sur 50 7 0004091 0.000913 0.001323 = 1.186571 @ 1705/2923 07_2923 07_2923 0/2923
Peninsula de Yucatin 70 10  0.005841 0.001212 0.001506 = 0.653935 1702/2923 10.2923 10_2923 0/1712
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Tabla 13. AMOVA de las poblaciones de Rhizophora mangle divididas entre dos grupos Océano Atlantico y
Océano Pacifico del gen de cloroplasto psbj-petA. Los pardmetros mostraron diferencia estadistica.

Fuente de Suma de Porcentaje de
.. GL Estadistico F P o
variacion cuadrados variacion

Un grupo

Entre poblacior 31 124.225 Fs1=0.60748 0 60.75

Dentro de las

286 70.21 39.25

poblaciones

Dos grupos:
Atlantico vs
Océano

Pacifico
Entre costas 1 82.005 Fer=0.58585 0 58.59

Entre
poblaciones 30 42.22 Fsc=0.32392 0 1341

(costas)

Entre individuc 286 70.121 Fs1=0.72000 0 28
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Tabla 14. AMOVA de las poblaciones de Rhizophora mangle divididas entre dos grupos Océano Atlantico y
Océano Pacifico del gen de cloroplasto rbcL. Los pardmetros mostraron diferencia estadistica.

Fu?nt.e’ de GL Suma de Estadistico F P Porce:ntfij, ede
variacion cuadrados variacion
Un grupo

Entre poblacior 31 123.948 Fs1=0.95232 0 95.23
Dentrg de las 788 5736 477
poblaciones

Dos grupos:

Atlantico vs

Océano

Pacifico

Entre costas 1 84.232 Fer=0.77758 0 77.76
Entre

poblaciones 30 39.716 Fsc=0.86751 0 19.3
(costas)

Entre individuc 288 5.7136 Fs1=0.0.97053 0 295

P>*0.0001
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Tabla 15. AMOVA de las poblaciones de Rhizophora mangle divididas entre dos grupos Océano
Atlantico y Océano Pacifico del gen de mitocondrial matR. Los pardmetros mostraron diferencia
estadistica.

Fuente de Suma de . Porcentaje de
Lo GL Estadistico F P Lo

variacion cuadrados variacion

Un grupo

Entre poblacior 31 38.681 Fs1=0.2873 0 28.73

Dentro de las 288 71.431 7127

poblaciones

Dos grupos:

Atlantico vs

Océano

Pacifico

Entre costas 1 4.197 F1=0.05400 0 5.4

Entre

poblaciones 30 34.484 Fsc=0.26660 0 2522

(costas)

Entre individuc 287 71431 Fs71=0.30620 0 69.38

P>*0.0001
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Tabla 16. AMOVA de las poblaciones de Rhizophora mangle divididas entre dos grupos Océano Atlantico y Océano
Pacifico del gen nuclear 26S. Los parametros mostraron diferencia estadistica.

Fu?nt‘e’ de GL Suma de Estadistico F p Porce'ntflj’ e de
variacion cuadrados variacion
Un grupo 31 389.424 F¢r=0.92714 92.71
Entre poblacior 287 28.2 0 7.29
Dentro de las

poblaciones

Dos grupos:

Atlantico vs

Océano

Pacifico

Entre costas 1 201.47 Fc1=0.633445 0 63.45
Entre

poblaciones 30 187.95 Fs-=0.8630 0 31.54
(costas)

Entre individuc 287 28.2 Fs1=0.94990 0 5.01

P>*0.0001
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Tabla 17. AMOVA de las poblaciones de Rhizophora mangle divididas entre dos grupos Océano
Atlantico y Océano Pacifico de la combinacion de las secuencias concatenadas (psbj-petA, rbcL, matR y
268S). Los parametros mostraron diferencia estadistica.

Fuente de

GL

variacion

Suma de
cuadrados

Estadistico F

Porcentaje de
variacion

Dos grupos:
Atlantico vs
Océano

Pacifico
Entre costas 1

Entre
poblaciones 30

(costas)

Entre
individuos 288

(poblaciones)

60.585

14.99

68.2

For=0.42953

Fs=0.16527

Fs7=0.52381

35.85

16.53

47.62

P>*0.0001
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Tabla 18 A. Diferenciaciéon genética (Fst) entre las poblaciones de Rhizophora mangle del Pacifico y del Atlantico,
en las secuencias concatenadas (psbj-petA, rbcL, matR y 26S). Debajo de la diagonal se muestran los valores de Fsr

pareados.

Atlantico GM36 GM40 GM41 GM46 GM53 GM54 GM56 PY65 PY66 PY67 PY70 PY77 PY80 PY81
GM36

GM40 0.03704

GM41 0.15404 -0.00601

GM46 011111 0 0.03175

GM53 0.2 0.2 0.22222 0.16667

GM54 0.1358 0.02778 -0.02431 -0.00156 0.17889

GM56 0.16667 0.2 0.22222 0.26667 0.24667 0.18889

PY65 0.16667 0.16667 0.28889 0.27778 0.23333 0.25556 031111

PY66 0.056667 0.36667 0.38889 0.27778 0.33333 0.65556 031111 0.42857

PY67 0.16667 0.26667 0.28889 0.27778 0.33333 0.55556 0.53333 0.31507 0

PY70 0.24444 0.24444 0.26667 011111 031111 0.33333 031111 0.27778 0.27778 0.27778

PY77 021111 021111 0.33333 0.27778 0.27778 0.3 0.27778 0.24444 0.34444 0.27778 0.26329

PY80 0.11111 0.11111 0.23333 0.17778 0.17778 0.2 0.17778 0.07005 0.24444 0.27778 0.22222 0

PYS81 0.14444 0.14444 0.26667 0.21111 021111 0.23333 021111 0.06566 0.27778 0.17778 0.15404 0 0.06619
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Tabla 18 B. Continuacién,
Pacifico| PC11 |PC13 |PC14 |PNo1 |PNoz |PNO3 |PNO4 |PNO6 |PN07 |PN10 |PNI1 |LabPN{LabN1§PS17 |PS20 [Ps2z [ps24 [ps20
PC11 + + + + + + + + + + + + + + + + +
PC13 0.15 + + + + + + + + + + + - + + + +
PC14 0.104| 0.233 + + + + + + + + + + - + + +
PNo1 | 0.15| 0422] 0456 - ) . . . . . v . -
PNO2 0.244| 0.367 0.4] -0.082 - B + - + - + + + +
PNO3 05| 0.422| 0456 -0.111] -0.082 - + - + - + + + +
PNo4 | 0.422] 0.344] 0378] 0.015] 0.041] 0015 . - B B - - -
PNo6 | 0.444( 0367 04| 0.066[ 0.085[ 0.066[ 0.041 ; - B B - + +
PNo7 | 0.244| 0.167| 02| 0272] 0225] 0272] 0.199] 0.125 + - - - B . . - -
pN10 | 0678 06| 0.633] o111] 0222 oa11| o0.14s] o122 0258 ) - + . + v -
PN11 | 0367] 0289] 0322 o0.06] 0061] 0.06[ 0023 0061 0.154] 0222 . . . . v .
LabPNT 0.178]  06] 0.633] o111] 0222 o011 o0.a4s] 0222 0.158] 0222 0 . . . v v +
LabN1s 0.289] 0.211] 0.244] 0325| 0276| 0325| 0251| 0276] 0.144| 0314[ 0205( 0214 + . v " .
PS17 | 0304| 0.224] 0259| 0.454| 0396] 0454| 0373] 0.196] 0.29] 0.641] 0316] 0441| 0236 . . . +
ps20 | 0.258] 0182 0.214] 0398] 0344 0398] 0322 0.244| 0.149] 0568| 0.268] 0368] 0.192] 0.163 . +
ps2z | o0211] 0133] oa67| 0356] 03] 0356 0278] 03| o01] 0533 0.222] 0433] 0.144| 0.128] 0.046 +
PS24 0.2] 0.122] 0.156] 0.344] 0.289] 0344] 0267] 0389] 0.189] 0522] 0211| 0422| 0.133] 0.145] o0.105] 0.056 -
ps290 | 0211] 0.133] 0.167] 0356] 03] 0356] 0278] 03] 0. 0533] 0222] 0422| 0.144] 0.147] o.108[ 0.038[ 0.056
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Figuras Capitulo 11
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Figura 2. Localidades de Rhizophora mangle en las costas de México (ver Tabla 1).
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Figura 3. Estructura genética y ubicacion geografica de 32 poblaciones de Rhizophora mangle
en el Atlantico (A) y Pacifico (B), usando 10 loci microsatélites, mediante el programa Structure.
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Figura 4. Analisis de correlacion entre distancia genética y la distancia geografica pareada entre
poblaciones de Rhizophora mangle. A. Costa Atldntica y B. Costa Pacifico.
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Figura 5. Mapa de diversidad genética (He: heterogocidad promedio esperada) en 32
poblaciones de Rhizophora mangle en México. La escala de color se muestra del lado izquierdo
de la figura.
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GMS56

Figura 6. Topografia que representa la distribucion de la covarianza genética de las poblaciones de Rhizophora
mangle en México. La longitud de las aristas (lineas conectando las poblaciones) representa el componente de
variaciéon genética entre las poblaciones. La figura muestra las aristas cuya longitud es proporcional a lo esperado
bajo el modelo de aislamiento por distancia (grises); las aristas extendidas (rojo) que indican eventos de dispersion
a distancia, y las aristas comprimidas (azul) que indican reduccién en la permeabilidad del paisaje.
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Figura 7. Distancias genéticas de las poblaciones de Rhizophora mangle inferidas de la combinacion de los cuatro genes (psb]-petA- rbcL-matR-26S), donde se muestra que
las poblaciones del Atlantico son las mas antiguas de las costas de México. Los circulos indican el soporte estadistico de los nodos >85% de Rhizophora mangle de
Camerun, se usé como grupo externo. Las ramas correspondientes a cada regién fueron colapsadas para facilitar su interpretacion.
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Figura 8. Distancias genéticas de las poblaciones de Rhizophora mangle inferido la combinacién de los cuatro genes(psbJ-petA- rbcL), donde se muestra que las poblaciones
del Atlantico son las mas antiguas de las costas de México. Los circulos indican el soporte estadistico de la rama >85 %. Rhizophora mangle de Cameriin, fue se uso como
grupo externo. Las ramas correspondientes a cada regién fueron colapsadas para facilitar su interpretacion.



Genética de manglares de México 113

R. mucronata

L
A

Peninsula de Yucatan
Golfo de México

Pacifico Sur

-Paciﬂco Centro

Pacifico Norte

Figura 9. Distancias genéticas de las poblaciones de Rhizophora mangle inferidas a partir del marcador de cloroplasto (psbJ-petA). Las ramas
correspondientes a cada region fueron colapsadas para facilitar su interpretacion.
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Figura 10. Distancias genéticas de las poblaciones de Rhizophora mangle inferidas del marcador de cloroplasto (rbcL). Las ramas correspondientes a cada region fueron
colapsadas para facilitar su interpretacion
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Figura 11. Relaciones entre las poblaciones de Rhizophora mangle inferidas a partir del marcador nuclear (26S) donde se muestra que las poblaciones de la Peninsula
de Yucatan son las mas antiguas de las costas de México. Los circulos indican los valores de los nodos con su soporte estadistico. Las accesiones de Rhizophora racemosa
se utilizaron como grupo externo. Las ramas correspondientes a cada region fueron colapsadas para facilitar su interpretacion.
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Figura 12. Distribucién y red de haplotipos las costas del Atlantico y Pacifico (derecha) y arbol (izquierda) que muestra las relaciones genéticas entre los haplotipos
de cpDNA, mtDNA y nDNA observadas de las 32 poblaciones de Rhizophora mangle. Los valores de los nodos de los arboles representan las probabilidades
posteriores. La red de haplotipos se construyé utilizando el modelo de Median-Joining.
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Figura 13.Distribucién y red de haplotipos de la costa del Atlantico (izquierda) y 4rbol (centro) que muestra las relaciones genéticas entre
los haplotipos de cpDNA, mtDNA y nDNA observados de las 14 poblaciones de Rhizophora mangle. En el mapa observamos la distribucion
de los haplotipos tnicos y compartidos, encontramos 7 haplotipos en las poblacione del GM y 8 de PY. Los tamafos de los circulos
corresponden a la frecuencia de cada haplotipo en todas las poblaciones.
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Figura 14. Distribucion y red de haplotipos del Pacifico y arbol (derecha) que muestra las relaciones genéticas entre los haplotipos de

cpDNA, mtDNA y nDNA observados de las18 poblaciones de Rhizophora mangle.
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Figura 15. La estructura genética de las 32 poblaciones de Rhizophora mangle. A) por costa A, B) por regiones. Cada costa y region estian representados por una
columna y los diferentes colores se refieren al porcentaje de ascendencia de sus respectivas poblaciones.
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Figura 16. En el mapa se muestran las barreras geograficas mas probables obtenidas con BARRIER ver. 2.2. Las lineas rojas mas anchas representan la ubicacion de Is

barreras més probables para los marcadores cpADN (psb)-petAsbcL) y las mas delgadas para los cuatro marcadores (psb)-petArbcL-matR-26S).
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Capitulo III

Efecto de la fragmentacion en la diversidad genética de
poblaciones de mangle negro (Avicennia germinans) en las
costas de México®

Resumen

Los ecosistemas de manglar estdin ampliamente distribuidos a lo largo de las zonas
intermareales en las costas tropicales y subtropicales del mundo. A pesar de que los
bosques de manglar cubren una proporcion pequena del drea total cubierta por bosques
en el planeta y a que poseen una importancia ecoldgica alta porque protegen los arrecifes
de cora,l a una gran diversidad de especies y ofrecen nutrientes a las redes troficas
marinas. Sin embargo, las altas tasas de deforestacion actuales de bosques de manglar
amenazan su persistencia y, con ello, la pérdida de los beneficios ambientales que
proveen. La fragmentacion del habitat tiene el potencial de afectar de forma negativa la
estructura y variacién genética de las poblaciones, incrementando los niveles de
endogamia local, y la diferenciacion genética entre poblaciones; por ello, los esfuerzos
para su conservacién debieran estar dirigidos, entre otras acciones, al entendimiento del
efecto de la fragmentacién en este nivel de la biodiversidad. Se evaluaron las
consecuencias de la fragmentacion de los bosques de manglar en la diversidad y
estructuracion genética de las poblaciones de mangle negro (Avicennia germinans), en las
costas de México. Analizamos la variacion genética empleando 14 loci microsatélites de
drboles adultos reproductivos (pre-fragmentacion) y juveniles (post-fragmentacién), en
ocho poblaciones de A. germinans. Se encontraron altos niveles de variacion genética
tanto en arboles adultos y juveniles, en todas las poblaciones, asi como un bajo nivel de
endogamia. También, se detecto aislamiento por distancia y tasas bajas de migracion
entre poblaciones. Los valores de diferenciacion poblacional (Rst) indican una alta
estructuracion genética en A. germinans. Estos resultados sugieren que el mantenimiento
de la diversidad genética en esta especie requiere del mantenimiento del mayor numero
de poblaciones.

Palabras clave: Diversidad genética, estructura genética, fragmentacion del habitat, flujo genético,
endogamia, Avicennia germinans.

2 Este estudio deriva de la Tesis de Licenciatura en Biologia de la M.Sc. Lourdes Martinez Garcia (FES Iztacala,
UNAM).
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LI INTRODUCCION

Los bosques de manglar son comunes en las costas tropicales y subtropicales del mundo. Aunque
pobres en riqueza de especies arboreas, poseen una importancia ecosistémica preponderante, por
mantener una elevada diversidad de especies acudticas y terrestres, ademas de proveer importantes
servicios ambientales a las poblaciones humanas locales (Tomlinson 1986; Walters et al., 2008). Sin
embargo, este ecosistema altamente susceptible a la perturbacion natural y antropogénica esta
amenazado a nivel mundial (Duke et al., 2007; Polidoro et al., 2010; Giri et al., 2011). Mientras que
el area ocupada por los bosques de manglar es de ca. 0.7% del total planeta, el area de manglar bajo
alguna categoria de proteccion es de solo el 7% (Giri et al., 2011). Ademas, los bosques de manglar
constituyen uno de los almacenes de carbono mas grandes, notablemente en la parte subterrdnea, en
comparacion con otros bosques tropicales (Donato et al., 2011). La alta capacidad de secuestro de
carbono de los manglares enfatiza su importancia con relacion al cambio climdtico global, ya que las
altas tasas de deforestacion de los bosques de manglar totalizan ca. del 10% de las emisiones de
carbono por deforestacion (Donato et al., 2011). La deforestacion de los bosques manglar ademas de
afectar el funcionamiento de los ecosistemas costeros, puede afectar la diversidad genética de las
especies, el nivel fundamental de la diversidad genética, indispensable para el cambio evolutivo
adaptativo ante el cambio ambiental natural o antropogénico. La fragmentacion del habitat no sélo
reduce el tamafo de las poblaciones remanentes en los fragmentos sino que produce aislamiento de
otras poblaciones (Haddad et al., 2015). En teoria, este fendmeno podria reducir la diversidad
genética via deriva génica y endogamia (Aguilar et al., 2008; Vranckx et al, 2012). A su vez, el
aislamiento podria producir un cambio ulterior en los patrones reproductivos; en plantas, se ha
observado una reduccién en las tasas de entrecruzamiento entre individuos genéticamente distintos
y con flujo génico limitado (Aguilar et al., 2008; Vranckx et al., 2012), tanto en aquellas cuyo polen
es transferido por animales como por el viento (Vranckx et al., 2012). Sin embargo, pocos estudios
han analizado el efecto de la fragmentacion del habitat en la estructura genética de las especies de
manglar.

En México, la fragmentacion de los bosques de manglar en la vertiente del océano Pacifico

se ha asociado principalmente con la deforestacion y el crecimiento urbano. En la vertiente del Golfo
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de México la perturbacion de los bosques de manglar ademas es el resultado de la actividad petrolera
y petroquimica, como en Coatzacoalcos y en Tabasco.

Otros factores son la acidificacion del océano debida al derrame de sustancias quimicas no
procesadas, asi como las pesquerias y cultivo de camarén (Ramirez-Garcia et al., 1998; Hirales-Cota
et al., 2010). Aun cuando no existe certeza de cuando comenzoé el declive de los bosques de manglar,
la evidencia disponible indica que antes de los afos 1960s no hubo presion excesiva de uso de suelo
en las zonas costeras (Lopez y Ezcurra 2002). Sin embargo, desde 1960 hasta 1970, las zonas costeras
fueron empleadas para fines agricolas y urbanizacion, lo que promueve la hiper-salinizacion de los
suelos y el deterioro de la calidad del agua (Trejo et al. 1993). A fines de la década de 1990 la intensa
destruccion del habitat ha perturbado 4reas adecuadas para el desarrollo de los bosques de manglar
(Lopez y Ezcurra 2002). Aunque México es el cuarto pais del mundo con mayor superficie cubierta
por manglar (ca. 775 000 ha; Giri et al., 2011; CONABIO, 2016), las estimaciones indican que ca.

35% de su drea original se ha perdido o estd fragmentada (Troche-Souza et al., 2016).

El mangle negro, Avicennia germinans, es un componente importante de los manglares de
México y una especie susceptible a la perturbacion. Tiene una amplia distribucion geografica en el
Neotropico, y en una region pequena del continente africano (Tomlinson 1986). Avicennia germinans
es una especie tolerante a la salinidad que ocupa suelos inundados de forma recurrente. Esta
adaptada a tolerar condiciones extremas en ambientes estuarinos, posee raices cortas, radiales, con
pneumatoforos expuestos, y raices de nutricion descendientes desde los troncos (Tomlinson 1986;
Jiménez and Lugo 1985; Millan-Aguilar et al., 2016). Avicennia germinans alcanza la primera
reproduccion a edades de ca. 2.5 anos (Nettel y Dod 2007). Para un establecimiento exitoso, las
plantas deben crecer alejadas de la perturbacién por oleaje (Rabinowitz 1978). Debido a la
perturbacion por contaminacion del agua, cambio en el uso del suelo , turismo y urbanizacion, entre
otras causas, las poblaciones de A. germinans han sido intensamente fragmentadas (Sandoval-Castro
et al., 2014; Millan-Aguilar et al., 2016). Estudios recientes sugieren que la diversidad genética de esta
especie pudo haberse reducido (Maguire et al., 2000; Salas-Leiva et al., 2009; Nettel et al., 2014;
Sandoval-Castro et al., 2014). Sin embargo, pocos estudios han analizado el efecto de la
fragmentacion en la estructura genética de las poblaciones de especies de manglar. El efecto de la

fragmentacion en la estructura genética de las especies de manglar se dificulta debido a que son
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plantas perennes muy longevas, por lo que los individuos adultos vivientes anteceden al proceso de
fragmentacion y por tanto los efectos son indetectables (Kramer et al., 2008). En tales circunstancias,
la aproximacién ha sido el analisis de individuos de al menos dos generaciones: individuos cuya edad
antecede a la fragmentacién (adultos) e individuos juveniles de 1 a 3 anos de edad (post
fragmentacion; Gonzalez-Astorga y NunezFarfan 2001; FernindezM. y Sork 2007). En esta
investigacion, analizamos las consecuencias de la fragmentacién del habitat de manglar en arboles
longevos y juveniles de A. germinans, en ocho poblaciones de las costas de México, empleando como
marcadores genéticos 14 loci microsatélites. Especificamente, determinamos si 1) la fragmentacién
del habitat ha afectado la diversidad genética de las poblaciones, y 2) si la fragmentacion restringe el

flujo génico entre poblaciones e incrementa la estructura genética.

IILII MATERIALES Y METODOS

Colecta de muestras. — Se colectaron hojas de individuos adultos y plantulas de A. germinans en ocho
poblaciones de las costas mexicanas del océano Pacifico y Atlantico (Tabla 1, Fig. 1). En cada
localidad se siguio el protocolo de colecta establecido por Nunez-Farfan et al., (2002), para evitar
colectar un mismo individuo o individuos emparentados (en arboles adultos), para un total de 240
drboles adultos y 230 plantulas. Las muestras foliares fueron colocadas en bolsas de plastico,

etiquetadas y preservadas en nitrégeno liquido para su transporte al laboratorio y posterior extraccién

del ADN.

Aislamiento de ADN y de loci microsatélites . —Se aisld el ADN de cada muestra de tejido foliar, usando
el protocolo CTAB (cetyltrimethyl ammonium bromide; Doyle y Doyle 1990). La concentracion de
ADN se midié con un espectrofotometro NanoDrop UV (TecnoScientifc), y se diluyd a 20ng/pL
para su uso en las reacciones de PCR (Polymerase chain reaction). Las diluciones de ADN fueron
usadas como templados para la amplificacion de 14 loci microsatélites polimorficos desarrollados
para A. germinans (Nettel et al. 2005, Cerén-Souza et al. 2006, 2012; Mori et al., 2010), analizados en
todos los individuos juveniles y adultos colectados en las ocho poblaciones (Tabla 2). Cada reaccién

multiplex consistio de 2uL de ADN genomico, 5uL de QIAGEN Reaction Mix y 0.2 pL de los
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cebadores ‘Forward’ y ‘Reverse’, y llevadas a un volumen total de 10 pl con agua desionizada. Cada
primer forward fue modificado en su extremo 5’ con etiquetas flourescentes (FAM, NED, PET o
VIC; Applied Biosystems, Foster City, California, USA). Las condiciones de PCR fueron las
siguientes: desnaturalizacion (DNA melting) inicial a 95°C (5 min), seguida de 35 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C (30 s), el pegado de primers (annealing) a temperatura optima se fijé en
30s., una extension (polimerizacion) a 72°C (45 s), y una extension final a 72° C (30 s ). Cuando fue
necesario, se hicieron touchdown PCR para los oligos (primers: AgD37, Agerm_CT_004,
Agerm_GA_003 y Agerm_GT_006; condiciones: 5°C por 15min, 2x [12 ciclos de 94°C por 40s.,
65.8°C por Imin y 72°C por 40s.; 25 cicles a 94°C por 40s., 55.8°C por 1 min y 72°C por 40s.], y
72°C por 4 min. Para Agerm_25 las condiciones fueron: 95°C por 15 min, 2x [14 ciclos de 94°C por
1 min, 65°C por 1 min y72°C por 2 min; 22 ciclos de 94°C por 1 min, 60°C por 1 miny 72°C por
2 min], y 72°C por 5 min. Se emple6 un termociclador Veriti 96 (Applied Biosystems). Los productos
de PCR (3 pL) se diluyeron en 7 pL de agua y se genotiparon en la University of Illinois, Urbana-
Champsing, USA. El tamano de los alelos fue evaluado por medio del software GeneMarker V.2.6.3
(SoftGenetics, State Collage, PA, USA).

Diversidad genética. — Se estimaron, tanto para plantas juveniles como adultos, porcentaje de loci
polimorficos (P), heterocigosidad observada y esperada bajo apareamiento aleatorio (HO, HE), e
indice de fijacion (FIS) usando el software ARLEQUIN 3.5 (Excoffier y Lischer 2010). Se estimo la
riqueza alélica (A) de cada poblacion con FSAT 2.9.3.2 software (Goudet 2002). Se compar6 la
diversidad entre juveniles y adultos mediante pruebas estadisticas t-pareadas. Se analizé la presencia
de alelos nulos con Micro-checker 2.2.3 (Van Qosterhout et al., 2004), y el numero de alelos
privados/poblacion con GenAlEx 6.5 (Peakall y Smouse 2006, 2012). Se empleo el software
GenePop 4.5 (Rousset 2008 para determinar desviaciones significativas respecto del equilibrio
Hardy-Weinberg (HWE) mediante una Prueba Exacta de Fisher, con 10,000 MCMC grupos, 10,000
iteraciones por grupo, y numero de desmemorizacién = 10,000 (Rousset 2008). El programa también
evalta el posible desequilibrio de ligamiento entre pares loci (LD) mediante una prueba de
verosimilitud (Likelihood-ratio test; Slatkin y Excoffier 1996). Se aplico la correccion Bonferroni para
comparaciones multiples (HWE y LD). Se exploré la probabilidad de “cuellos de botella”
poblacionales en A. germinans (BOTTLENECK 1.2.02; Piry et al. 1999); se asumi6 un modelo de
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mutacion por pasos (SMM, stepwise mutation model; Luikart et al. 1998; Williamson-Natesan 2005;

Cristescu et al., 2010).

Estructura poblacional. — Se estim¢ la fraccion de variacion genética entre grupos de poblaciones,
entre poblaciones dentro de grupos y entre individuos dentro de poblaciones por medio de un
AMOVA (Anilisis Molecular de la Varianza; ARLEQUIN 3.5 [Excoffier y Lischer 2010]). Los
estimadores de diferenciacion poblacional entre poblaciones de A. germinans, RST, un andlogo de
FST, suponiendo el modelo de mutacion por pasos (stepwise mutation model, SMM) se obtuvieron
con Genepop 4.5 (Rousset 2008). La tasa de migracion reciente entre poblaciones se estimé por
método bayesiano (BayesAss 3.03; Wilson y Rannala 2003). Se ejecutaron 10 distintas corridas con
diferente numero aleatorio de “seeds” como inicio un calentamiento de 10,000,000 pasos,
20,000,000 de MCMC (Markov chain Monte Carlo), y una frecuencia de muestreo cada 2000. La
devianza bayesiana se calculo con el script en R de Meirmans (2014). Se selecciono la corrida con la
menos devianza (Faubet et al., 2007). Para determinar si la diferenciacion genética entre poblaciones
es acorde al modelo de aislamiento por distancia, se ejecutd una prueba de Mantel, entre la distancia
geografica y el valor linearizado de RST entre pares de poblaciones, empleando 100,000
aleatorizaciones (IBDWA 3.23, Jensen et al., 2005). Para definir el namero de grupos (‘clusters’)
genéticos independientemente de su origen geografico, se empled el método de agrupamiento
bayesiano implementado en el programa Structure (Pritchard et al., 2000). Para ello se ejecutaron
1,000,000 de iteraciones MCMC, con 100,000 iteraciones de “calentamiento” y 10 réplicas por
corrida. Se supuso un modelo de admixia entre poblaciones considerando el posible movimiento de
propagulos entre localidades. El nimero probable de grupos genéticos (‘clusters’) contenido entre las
localidades muestreadas (K =1...K =8) se determin¢ evaluando el método de Delta K (AK) con el
programa Structure Harverster (Evanno et al., 2005), y la representacién grafica de los agrupamientos
resultantes se obtuvo con el programa CLUMPACK (Kopelman et al, 2015), Finalmente, el
agrupamiento de los individuos de cada una de las ocho poblaciones se obtuvo mediante el Analisis
discriminante de componentes principales (Discriminant Analysis of Principal Components, DAPC)

con el programa adegenet (Jombart 2008; Jombart et al.,, 2010) implementado en R 3.2.3.
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IILIII RESULTADOS

Diversidad genética

La mayoria de los loci son altamente polimérficos en todas las poblaciones, tanto para arboles adultos
como para los individuos juveniles de A. germinans. Se detectaron un total de 111y 151 alelos para
individuos adultos y juveniles, respectivamente. La riqueza alélica vario entre 3.0 a 4.8 alelos por
locus (Promedio A = 3.2) para los adultos y de 3.5 a 5.7 (Promedio A = 3.7) para juveniles (Tabla 3).
La riqueza alélica fue mayor para las poblaciones del Golfo de México y Mar Caribe, con respecto a
la costa del Océano Pacifico. El namero de alelos privados (exclusivos) en los adultos por poblacion
vario de 0.0 2 0.57 (Promedio = 0.29); un mayor numero de alelos privados en los adultos se encontré
en la costa del Pacifico (Rango: 0.07-1-0, Promedio = 0.48), y un mayor ntmero en los juveniles en
el Golfo de México y Mar Caribe. La frecuencia promedio de los alelos privados en los juveniles
(0.108) fue mayor que la de los adultos (0.069).

Se encontr6 una diversidad genética relativamente alta en los individuos de ambas
generaciones, con una Hg de 0.493 y 0.492 para juveniles y arboles, respectivamente; no hubo
diferencias significativas en este pardmetro entre generaciones (p > 0.05). La Ho promedio para todas
las poblaciones fue de 0.453 para los adultos y de 0.352 para las plantulas; se detecto evidencia de
endogamia (Tabla 3). Se detectaron diferencias significativas en el coeficiente de endogamia entre
arboles adultos y juveniles (Tabla 3; Fig. 2). No se detectaron alelos nulos en las poblaciones de ambas
generaciones, y no hubo poblaciones con desviaciones significativas en las frecuencias genotipicas
esperadas (HWE). Tampoco se detectd desequilibrio de ligamiento entre loci (153 combinaciones
locus-locus, después de la correccion Bonferroni). Aunque se detectd deficiencia de individuos
heterocigotos en dos poblaciones de juveniles (Tabla 3; CA: P = 0.034; BN: P = 0.047).), no se

encontro evidencia de “cuellos de botella” (‘bottlenecks’).

Estructura poblacional

La diversidad genética de A. germinans evaluada mediante la variacion en 14 loci polimorficos fue lo
suficientemente informativa para detectar estructuracion genética de las poblaciones. EIl AMOVA
indica que existe diferenciacion genética en los niveles jerarquicos incluidos, pero la diferenciacién

mas fuerte ocurre entre las costas de México (Pacifico vs. Atlantico) (Tabla 4; Fig. 3). Se encontro
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una diferenciacién marcada entre las poblaciones del Pacifico (Tabla 5) en comparacion con las del
Atlantico (Tabla 6; Fig. 4). Todas las comparaciones entre pares de poblaciones fueron significativas.

Las estimaciones de flujo génico reciente entre poblaciones estimado mediante el programa
BayesAss indica que éste es mayor entre las poblaciones del Atlantico que en las del Pacifico (Tabla
7). También, se detectd una patron de aislamiento por distancia entre las poblaciones de arboles
adultos (r* = 0.4038, p = 0.038), como de juveniles (r* = 0.4038, p = 0.052). El analisis bayesiano de
agrupamiento de genotipos multilocus empleando STRUCTURE version 2.3.4.( Pritchard et al.,
2000), revelo una fuerte subdivision entre las poblaciones de muestreadas en cada costa (K =2), tanto
para individuos juveniles como adultos (Fig. 3) con bajo nivel de admixia (Tabla 8). El analisis
discriminante de componentes principales (DAPC) indica que el componente principal 1 (PC1)
separa a las poblaciones del Atlantico de las del Pacifico tanto en adultos como juveniles; mientras
que el componente principal 2 (PC2) separa a las poblaciones del Pacifico en dos grupos en los
adultos, y separa a las poblaciones del Atldntico en los juveniles el PC2 separa a las poblaciones del

Atlantico (Fig. 5).

IILIV DISCUSION

La fragmentacion de los habitats naturales es una de las principales causas de la pérdida de diversidad
biologica (Ellis et al., 2012; Wright 2010) y diversidad genética. La fragmentacion de los ecosistemas
no sélo reduce el tamano efectivo de las poblaciones sino que incrementa el aislamiento entre ellas
(Cordeiro y Howe, 2003). La pérdida de conectividad entre poblaciones remanentes en fragmentos
ocasiona cambios en la diversidad genética producidos por deriva génica y endogamia (Young et al.,
1996; Hamilton, 1999; Ghazoul y McLeish, 2001; Dick et al., 2008; Frankham et al., 2002; Aguilar
et al., 2008; DiBattista 2008; Allendorf et al., 2012; SuarezMontes et al., 2017). Los resultados de
este estudio indican que A. germinans posee niveles moderadamente altos de diversidad genética,
mayor que la encontrada para la especie en norte, centro y sur América (Dodd et al., 2000, Dodd et
al., 2002; Ceron-Souza et al.,, 2005; Nettel et al., 2008; Salas-Leiva et al., 2009; Cerén-Souza et al.,
2012; Sandoval-Castro et al., 2014; Millin-Aguilar et al., 2016).), es mayor que otras especies de
Avicennia (p.e. A. marina; Maguire et al., 2000; Giang et al., 2003; Arnaud-Haond et al., 2006), y es

mas alta que la de otras especies arboreas del manglar, como Rhizophora mangle (Nunez-Farfin et al.,
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2002; Cerén-Souza et al., 2012; Sandoval-Castro et al.,, 2014). Esta alta variacién genética de A.
germinans parece no haber sido afectada atn por la fragmentacion y perturbacion de los manglares
en la costas de México en términos de la riqueza alélica, que es elevada en individuos establecidos
antes y después de la fragmentacion. Sin embargo, se detecté una mayor endogamia en los individuos
juveniles en comparacion con los drboles adultos; esto podria ser resultado de la fragmentacion
(Figura 2).

Los estimadores de diversidad genética indican que ésta es menor en las poblaciones del
Pacifico que en las del Golfo de México y Mar Caribe. De hecho, los analisis de estructura
poblacional indican que las poblaciones de ambas costas estin fuertemente diferenciadas. El
AMOVA indica que la diferenciacion entre costas da cuenta de un 61% y 51% de la variacion
genética, en arboles adultos como en juveniles, respectivamente. Los valores de diferenciacion Rsr,
también apoyan este resultado, con valores tan altos como 0.82 en los adultos y 0.724 en los juveniles.
Dado que Rsrmide la diferenciacion no solo en frecuencia alélica (como Fsr) sino en el tamano de
los alelos (bajo un modelo de step-wise mutation), los resultados indican que la diferenciacién entre
costas contribuye a la subestructura de forma muy fuerte. Estos niveles son tan altos que
probablemente la conectividad entre las poblaciones de estas costas ha sido interrumpida casi
totalmente hace muchas generaciones; esta diferenciacion es el resultado probable de la interrupcion
del contacto entre océanos hace ca. de 3.5 millones de afos. A la luz de estos resultados, el desafio
es demostrar que la fragmentacion del hdbitat ha exacerbado la sub-estructuracion de las poblaciones,
incrementando el nivel de diferenciacion entre las poblaciones de juveniles en comparacion con las
de arboles adultos. Los resultados del AMOVA no parecen dar apoyo a este escenario (cf. Tabla 4 ).
Varias razones pueden dar cuenta de este resultado: i) En primera instancia, es frecuente argumentar
que el numero de generaciones que han transcurrido desde la fragmentacion antropogénica es muy
pequeno para que se observen cambios en la estructuracion poblacional de la generacion de adultos
y juveniles, dada la longevidad de los arboles de manglar. La fragmentacion intensa de los bosques
de manglar ha ocurrido en los ultimos 50 aios (Troche-Souza, et al., 2016), por lo que la poblacién
de adultos aun pervive en estos sitios, y sus variantes alélicas atn segregan en las progenies, y no
indican reduccion en la diversidad genética; por otra parte, ii) los tamafnos poblacionales de A.
germinans, a pesar de haber sido reducidos, atin son muy grandes para evitar la deriva génica; vy iii) el

flujo génico, aunque interrumpido entre costas, atin existe conectividad entre poblaciones dentro de
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costas, a pesar que haya estructuracién dentro de costa. Este proceso evita también la diferenciacion.
De hecho, la evidencia de este estudio, indica que existe amplio flujo génico dentro de grupos de
poblaciones (v.gr., Golfo de Meéxico; Peninsula de Yucatdn, Pacifico) aunque éstos estén
diferenciados entre si. La presencia de mayor riqueza alélica en las poblaciones de juveniles, sugiere
la inmigracién de propagulos de otras poblaciones; los andlisis de agrupamiento sugieren también
flujo génico entre las poblaciones, ya que los grupos cambian entre adultos y juveniles.

Los resultados también indican que no han ocurrido “cuellos de botella” poblacionales lo
que apoya la ausencia de deriva en las poblaciones. No obstante, se encontrd, en ambas costas, un
patron de aislamiento por distancia que es mas marcado en las poblaciones del Pacifico,
posiblemente debido a que las distancias que separan a las poblaciones son mucho mayores que en

el Atlantico.
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Tabla 1. Ubicacion geografica, tamano de la muestra de adultos (A) y plantulas (S) de Avicennia germinans de ocho

ecosistemas de manglares de México en tres regiones diferentes. A - arboles adultos: S - plantulas.

Poblacion,
Region est?ld() Codigo Tamafio de la Gama de Area (ha) Estado de
(Codigo de muestra conservacion
CONABIO)
Latitude (N)
A S Longitude (W)
El Caé‘,“a“e“” cA 30 g7 15618381-25.275685 4203+  Fragmentado Sin
(Pl\llr;Z) ’ 108.951846—108.458474 T proteger; estatus medio
Barra de Fragmentado
. . ) 19.247447-19.101787 - o
Océano Pacifico Navidad, Jal. BN 30 30 104.72403 1—104.469562 622 Algo protegld‘o, estatus
(PC11) medio
La Encrucijada Conservado
’ 14.773673—15.650617
Chis. EN 30 28 29,536 ¢ Protegido (Reserva
(PS24) 92.460843-93.342546 biolégica); estatus alto
Fragmentado
Tuxpan, Ver. 21.171224-20.847138 . :
(GM56) X 30 30 92.298963-97.262108 4,520 Somewhat protected;
low status
Golfo de México Ria Lagartos, Conservado
Yue. 21.624211-21.506536 . .
(PuntaHolchin "= 0 2T 88735021-88.10508 1851 Protegido (Reserva
PY70) Biolégica); estatus alto
Yumbalam, Conservado
QRoo. YB 30 31 é;ggzggg_éééi?ﬁ:g 6,665** Protegido (Reserva
(PY81) T B ’ Biolégica); estatus alto
Sian-Ka "an Fragmentado
’ 18.600260-20.223083 . i
Mar Caribe QRoo. SK 30 29 87.409837—88.076704 85,719 .PT(’)t.egldo (Reserva
(PY77) Bioldgica); estatus alto
Fragmentado
Cozumel, QRoo. 20.591830-20.271590 o Algo protegido; estatus
(PY65) Cz 30 28 87.025267-86.723734 L713 medio
Total 470 134,889 ha
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De *Comision Nacional de Areas Naturales Protegidas (2014) y **Comisién Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad (2009). El estado

de conservacion se encuentra en negrita, basadas en observaciones de campo; en italica, se obtuvieron de la Comisién Nacional para el Conocimiento
y Uso de la Biodiversidad (2010).
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Tabla 2 Caracteristicas de los 14 microsatélites amplificados en Avicennia germinans. T, temperatura de pegado (annealing);
TD, “touchdown PCR”.

No. de Rango de
Locus acceso en T.°C Motivo repetido tamafo Referencia
GeneBank (pb)
AgT1 AY741801 60 [GTAT]s 118-151 Nettel et al. 2005
AgT4 AY741803 50 [CATA]sCATG[CATA], 79-107 Nettel et al. 2005
AgT8 AY741802 50 [TGTAJs 104-112 Nettel et al. 2005
AgT9 AY741804 50 [CALIGALICAGAJs 218-238 Nettel et al. 2005
AgT31 AY741800 60 [CAILITALGA[CATA], 198-205 Nettel et al. 2005
AgD6 AY741807 50 [ATTIN;[GTlys 207-260  Nettel et al. 2005
AgD37 AY741806 le;g‘& [GAl 163-197  Nettel et al. 2005
TD 65.8- Ceron- Souza et al.
Agerm_GA_003 HQ172892 55.8 [GAli6 334-406 2006
TD 65.8- Ceron- Souza et al.
Agerm_CT_004 HQ172891 55.8 [CTl7 331413 2006
TD 65.8- Ceron- Souza et al.
Agerm_GT_006 HQ172893 55.8 [GTls 308-388 2006
Agerm_25 HM470026 TD 65-60 [AC]; 227 Mori et al. 2010
Ceron- Souza et al.
Agerm_CA_001 DQ240220 60 [CAl; 335-391 2012
Ceron- Souza et al.
Agerm_CA_002 DQ240230 55 [CAl;» 310-346 2012
Ceron- Souza et al.
Agerm_GT_003  DQ240227 55 [GThy 462-512

2012
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Tabla 3. Estimado de diversidad genética y endogamia de ocho poblaciones de Avicennia germinans (P = loci polimorficos (+ SD);
HE = heterocigosidad esperada (+ SD); Ho = heterocigosidad observada (+ SD); A = riqueza alélica (+ SD); Pa = no. de alelos exclusivos
(£ SD); Fis = coeficiente de endogamia (+ SD))

Generacion Poblacion P Hg Ho A Pa Fis

CA 0.714 0.374 (0.17) 0.296 (0.29) 3.3(1.41) 0.50 (0.20) 0.255 (0.07)

BN 0.714 0.499 (0.21) 0.473 (0.22) 3.7(1.76) 0.57 (0.29) 0.030 (0.05)

EN 0.642 0.475 (0.47) 0.455 (0.45) 3.0(1.32) 0.14 (0.09) 0.210(0.12)

Adultos X 0.785 0.574 (0.19) 0.536 (0.28) 4.8 (2.67) 0.50 (0.20) 0.077 (0.07)
RL 0.785 0.447 (0.18) 0.445 (0.25) 3.9 (1.70) 0.28 (0.16) 0.022 (0.08)

YB 0.857 0.449 (0.28) 0.354 (0.26) 4.7 (2.36) 0.14 (0.09) 0.053 (0.06)

SK 0.714 0.571(0.23) 0.570(0.29) 4.2 (2.04) 0.00 (0.00) 0.107 (0.06)

CZ 0.785 0.554 (0.21) 0.496 (0.23) 4.3(2.01) 0.21(0.11) 0.115 (0.06)

Promedio 0.750 (0.02) 0.493 (0.24) 0.453 (0.28) 3.2 (1.90) 0.29 (0.14) 0.106 (0.02)

CA 0.785 0.494 (0.20) 0.370 (0.30) 4.3 (1.43) 0.42 (0.25) 0.215(0.10)

BN 0.928 0.376 (0.18) 0.328 (0.29) 3.6 (1.50) 0.21 (0.15) 0.176 (0.11)

EN 0.928 0.479 (0.20) 0.379 (0.28) 3.5 (2.06) 0.50(0.22) 0.213 (0.10)

0.92

Plintulas X 0.857 0.544 (0.27) 0.400 (0.25) 5.7 (3.41) (0.045) 0.199 (0.08)
RL 0.785 0.434 (0.24) 0.295 (0.21) 4.2 (1.96) 0.42 (0.20) 0.244 (0.07)

YB 0.785 0.544 (0.24) 0.361 (0.25) 4.7(2.1) 1.00 (0.49) 0.336 (0.08)

SK 0.785 0.543 (0.21) 0.329 (0.27) 4.7 (1.90) 0.35(0.16) 0.420 (0.09)

CZ 0.928 0.522 (0.21) 0.354 (0.22) 3.8(2.03) 0.07 (0.07) 0.323 (0.10)

Promedio 0.848 (0.02) 0.492 (0.21) 0.352 (0.25) 3.7 (2.05) 0.48 (0.25) 0.263 (0.03)
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Tabla 4. AMOVA de las poblaciones de Avicennia germinans en la costa del Pacifico (n=3) y
del Atlantico (n=8). Estimados significativos (p < 0.01).

Indice
Fuente de variacion SC Variacion (%) de
fijacion
Entre costas 67095.8 61.4 0.614
Entre poblaciones (costas) 24105.1 14.1 0.365
Adultos
Entre individuos (pobls.) 30569.2 4.2 0.173
Dentro de individuos 22270.5 20.2 0.797
Entre costas 165266.7 51.7 0.517
Entre poblaciones (costas) 88271.5 13.0 0.269
Plantulas
Entre individuos (pobls.) 191670.3 10.8 0.307
Dentro de individuos 103677.5 24.3 0.756

Tabla 5. Analisis molecular de la varianza (AMOVA) de las poblaciones de Avicennia germinans en el
océano Pacifico. Los grupos estédn integrados por (1) El Caimanero y (2) Barra de Navidad y
La Encrucijada. Los pardmetros estimados fueron estadisticamente significativos (p < 0.05).

E 4 . Suma de Porcentaje de  Indice de
uente de variacion Cuadrados  variacién (%) Fijacion
Entre grupos 162.7 35.3 0.353
Entre poblaciones 40.1 14.5 0.224
Adultos
Entre individuos 207.4 4.8 0.097
Dentro de individuos 176.5 45.2 0.547
Entre grupos 109.7 12.9 0.129
Entre poblaciones 69.7 25.5 0.292
Plantulas
Entre individuos 272.5 12.3 0.199

Dentro de individuos 188.5 49.3 0.507
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Tabla 6. Anilisis molecular de la varianza (AMOVA) de las poblaciones de Avicennia germinans en el océano Atléntico.

Los grupos de adultos estan integrados por (1) Tuxpan y Yumbalam, (2) Ria Lagartos y Sian Ka’an y (3) Cozumel;
Plantulas por (1) Tuxpan, Yumbalam y Sian Ka’an y (2) Ria Lagartos y Cozumel. Los pardmetros estimados
fueron estadisticamente significativos (p < 0.05).

Sumade  Porcentajede  Indice de

Fuente de variacion N L,
Cuadrados  variacién (%) Fijacion

Entre grupos 162.3 17.7 0.177

Entre poblaciones 32.9 5.8 0.071
Adultos

Entre individuos 449.8 5.2 0.068

Dentro de individuos 405.5 7.1 0.288

Entre grupos 125.8 8.5 0.085

Entre poblaciones 209.6 24.7 0.270
Plantulas

Entre individuos 545.2 17.6 0.263

Dentro de individuos 329 49.1 0.508
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Tabla 7 Estimados de diferenciacion genética (Rsr) entre pares de poblaciones de adultos (bajo la diagonal) y plantulas (sobre la
diagonal) de Awicennia germinans. Todos los valores de Rsr significativamente distintos de cero. En amarillo, comparaciones entre

poblaciones del Pacifico; en azul, comparaciones dentro del Atldntico; en verde, entre Pacifico y Atldntico.

Plantulas

CA BN EN X RL YB SK cz

CA 0.713 0475

BN  0.709 0.315

0.306  0.459
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Table 8. Valores de migracion entre poblaciones de adultos y plantulas de las poblaciones de Avicennia germinans. Valores ubicados en
la diagonal (negritas) son auto-receptores de la poblacion. En amarillo, comparaciones entre poblaciones del Pacifico; en azul,
comparaciones dentro del Atlantico; en verde, entre Pacifico y Atlantico.

Adultos

CA BN EN > RL YB SK cz

Adultos

CA

RL

YB

SK

cz

0.7047(0.0256)

0.0193(0.0184) 0.0199(0.0191)
0.0323(0.0249)

0.6861(0.0181) 0.0199(0.0189)
0.0372(0.0248)

0.0196(0.0183) 0.6869(0.0188)

0.6866(0.0185)

Plantulas

CA BN EN > RL YB SK cz

Plantulas

CA

BN

EN

X

RL

YB

SK

cz

0.6864(0.0185) 0.0198(0.0183) 0.0193(0.0181)

0.0196(0.0185) 0.6868(0.0189) 0.0195(0.0184)

0.0195(0.0182) 0.0191(0.0179) 0.6867(0.0191)

0.6860(0.0185)
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Figura 1. Poblaciones de Avicennia germinans muestreadas para analisis genéticos en las costas de México.

Poblaciones en Tabla 1.
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Figura 2. Coeficiente de endogamia promedio (+ D.E.) para adultos y plantulas de ocho poblaciones de Avicennia germinans, y valores
para ambas generaciones por poblacion. Poblaciones en Tabla 1.
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A

El Caimanero ~ Barra de Navidad ~ La Encrucijada Tuxpan Ria Lagartos Yumbalam Sian Ka’an Cozumel

El Caimanero  Barrade Navidad  La Encrucijada Tuxpan Ria Lagartos Yumbalam Sian Ka'an Cozumel

Figura 3. Estructura poblacional para todas las poblaciones de adultos (A) y plantulas (S) de Avicennia germinans empleando el
programa STRUCTURE en ambos casos el numero de grupos genéticos fue K = 2.

LR

| El Caimanero  Barra de Navidad La EncrucijadaI l?l Caimanero  Barra de Navidad La Encrucijad?

Adultas Plantulas

Ria Lagartos Yumbalam Sian Ka’an

Adultas Plantulas

T‘uxpan Cozumell \Tuxpan Ria Lagartos Yumbalam Sian Ka’an CozumelI

Figura 4. Estructura poblacional la costa del Atlantico(A) y Pacifico (B) de plantulas y adultas de Avicennia germinans
empleando el programa STRUCTURE en ambos casos el niimero de grupos genéticos fue K = 2.
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PC2

PC2

PC1

Figura 5. Analisis discriminante de componentes principales (DAPC) para drboles adultos (A) y plantulas (S) de Avicennia germinans.
Los dos primeros componentes explican el 73% y 61% de la varianza total. Los circulos representan los individuos y las elipses la
media de cada poblacion.
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Capitulo IV

Conclusiones

IV.I Unidades de conservacion de los manglares mexicanos

El impacto de las actividades humanas sobre la biota del planeta ha llevado a preguntarse sobre el
cémo puede preservarse la variacion genética adaptativa para las futuras generaciones de especies.
Una propuesta son las Unidades Evolutivamente Significativas (UES) o Poblaciones Ewvolutivamente
Significativas (PES) (Ryder 1986). El problema es relevante porque si aceptamos que la especie como
la unidad de conservacion se puede propiciar la desaparicién de poblaciones adaptadas localmente a
condiciones especificas del ambiente, sobre todo porque la evidencia genética no ha sido tomada en
cuenta (ver Coates et al. 2018; Kawecki y Eber 2004), o aquellas situadas en los margenes de la
distribucion donde las presiones selectivas difieren (Antonovics 1979).

Determinar cuales Unidades de Conservacién (UC), dentro de una especie, son prioritarias para
su conservacién, hace necesario conocer las diferencias en distribucion geogrifica, ecologicas,
fenotipicas, genéticas, reproductivas, demograficas, etc., informacién que rara vez se puede
conjuntar. Una de las unidades de conservacion mas comunmente empleada es la UES, definida
como la poblaciéon o grupo de poblaciones que merece prioridad para la conservacion debido a su
alta distintividad genética y ecoldgica (Ryder 1986, Crandall 2010). Sin embargo existen diferentes
criterios para la identificacion de las UES (revisado por Funk et al. 2012). Algunos criterios incluyen:
la posesion de variacion adaptativa, aislamiento reproductivo, carencia de intercambio genético con
otras poblaciones, concordancia entre la discontinuidad filogenética y geografica o concordancia
entre la variacién genética neutra y adaptativa (Funk 2012). Algunos criterios son sumamente
rigurosos y dificiles de obtener para el conjunto de poblaciones de una especie. Una definicion
operativa, define a las UES como poblaciones reciprocamente monofiléticas en genes uniparentales, vy
divergentes en frecuencia alélica en genes nucleares (Moritz 1994). Esto, sin duda impone limites a la

adecuada delimitacion de UC pues tanto el namero y tipo de marcadores difieren entre especies.
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En el presente estudio, se emplearon principalmente marcadores neutrales, tanto nucleares

como de cloroplasto; sin embargo, no se descarta que la variacion en ciertos loci pudiera ser

adaptativa.

IV.1 Resultados relevantes

La evidencia presentada en los Capitulos I y II sirve de referencia para la propuesta de las UES en

Avicennia germinans y Rhizophora mangle, respectivamente:

o

Empleando la variacion en la secuencia de loci con herencia uniparental (cloroplasto), se
encontro, en ambas especies, una divergencia notable entre las poblaciones de la costas del océano
Atldntico y del Pacifico (Fig. 9, Cap. 1, y Fig. 7 y 8, Cap. II, respectivamente ). La evidencia

aportada por loci neutrales contiene informacién historica.

Se detectd una fuerte divergencia en las frecuencia alélicas de loci microsatélites entre las
poblaciones de ambas costas y ambas especies. Los niveles de divergencia son tan altos como

los que pueden existir entre dos taxa distintos (Tabla 9, Cap. I, y Tabla 4, Cap. II).

Avicennia germinans—En la costa del Océano Atlantico, que incluye poblaciones en el Golfo
de México y del Mar Caribe, el andlisis de las secuencias indica dos grupos de poblaciones
monofiléticas: Golfo de México y Mar Caribe (Fig. 9 Cap. I). Las poblaciones del Golfo de

México incluyen a PY66 y PY67, en la Peninsula de Yucatan, pero fuera del Mar Caribe.

Rhizophora mangle—7Las poblaciones del océano Atlantico y Pacifico muestran una alta
divergencia entre si; sin embargo, algunas poblaciones del Peninsula de Yucatian, del Mar
Caribe (PY65, PY77, PY80 y PY81) son mds cercanas a una poblacion de Camerun que a las
de la Peninsula de Yucatin. El analisis dentro de cada costa indica dos grupos en el Atlantico
y tres en el océano Pacifico (Fig. 15, Cap. II). Estos analisis son congruentes con la agrupacion
bayesiana obtenida con STRUCTURE para datos de secuencias y para genes microsatélites

(Figs. 3, 15, 16, Cap. I).
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e. Auvicennia germinans—JLas UES identificadas en el Océano Atlintico son dos: Golfo de
México, desde la desembocadura de rio Bravo hasta Yum-Balam (secuencias de cloroplasto);
con microsatélites se detectaron 3 [GM41, GM37], [GM56-PY66]y [PY65, PY67, PY70, PY77
y PY81]. En el océano Pacifico se identificaron 3 UES basados en las secuencias de
cloroplasto: 1) Pacifico Norte (hasta Marismas Nacionales); 2. Pacifico Centro (hasta
Guerrero), y Pacifico Sur (hasta Chantuto, Chis.). Empleando loci microsatélites, se
detectaron dos grupos dentro del Pacifico Norte: [PNO2, PNO4 y PNO6] y [PN0O3, PNO5,
PN10, PN11 y PN12]. En el Pacifico centro se detecté un grupo: [PC11 y PC15] y en el
Pacifico sur dos: [PC15y PS17 y PS20] y [PS29 y PS20].

f.  Rhizophora mangle—1Las UES identificadas en el Atlintico con las secuencias fueron dos:
Golfo de México y Peninsula de Yucatan. En el Pacifico, se identificaron tres: Pacifico Norte,
Pacifico Centro y Pacifico Sur. En el caso de los microsatélites, dos grupos se identificaron
en el Atlantico y dos en el Pacifico: todas las poblaciones del PC mas Marismas Nacionales y
el resto de las PC y PS forman un grupo. (Figura 3, Cap. II). Las poblaciones en el Pacifico

centro muestran un grado mayor de admixia y son el contacto con las poblaciones del Norte.

g. De forma sintética, puede establecerse que las poblaciones de las costas de México son dos
grandes unidades de conservacion y que en cada costa existen UES bien definidas, aunque
en los casos de baja diversidad genética podrian constituir unidades de manejo (Crandall,

2012), como son aquellas de los limites norte.

Aun cuando no existen criterios morfoldgicos en apoyo a las UES en el presente estudio, o
datos sobre variacion genética adaptativa, este es sin duda uno de los objetivos de investigacion
que proseguiremos en el corto plazo, que nos permita obtener respaldo a la propuesta de las
unidades de conservacion de los manglares mexicanos. La congruencia en los andlisis de
estructura y filogenia sefialan los grupos de poblaciones que constituyen las UES para la toma de
decisiones. Es muy probable que los analisis de la variacién genética adaptativa (v.gr., loci outliers)

sean congruentes con los datos basados en loci neutrales. El uso de datos gendmicos permitird
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en primera instancia, definir las poblaciones con diferencias adaptativas significativas; segundo,

los analisis permitiran determinar las poblaciones “fuente” para aumentar poblaciones en declive;
p p

y por ultimo, establecer programas de migracion asistida, considerando la divergencia adaptativa,

y también para responder a los cambios en clima y paisaje futuros (Funk et al. 2012).

Varias conclusiones de la presente investigacién dan soporte a los resultados de otros estudios y
sefialan los pasos a seguir en el analisis de la diversidad y estructura genética de las poblaciones.
México posee una extensa superficie de manglar que, sin embargo, estd siendo exterminada por
intereses distintos. Puede afirmarse que no hay sistema de manglar en México que no esté siendo
perturbado actualmente. A lo largo de nuestros recorridos hemos podido constatar que aun en
aquellas grandes 4reas naturales protegidas, los manglares estan siendo reducidos. Y esta destruccién
ocurre a nivel de las comunidades locales, de bajo impacto, hasta verdaderas catdstrofes, en
pesquerias, en extraccion para carbon, en zonas portuarias, ganaderas, de cultivo de citricos o palma
de coco; hoteleras donde el ecosistemas no solo es eliminado, sino secuestrado, sin acceso para los
habitantes. Los manglares parecen ser uno de los ecosistemas mas fragiles; basta con cortar los aportes
de rios o cerrar una barra para estrangular el manglar. Y sin embargo, el gran nimero de individuos
de las especies de manglar los hace aparecer fuera de todo riesgo de extincion. Y esto podria ser cierto,
pero no es la especie sino la integridad del ecosistema y toda la biota que alberga lo que esta en riesgo.

Los resultados indican que los ecosistemas de manglar de ambas costas, Pacifico y Atlantico,
de México deben ser considerados dos entidades genealdgicas distintas, con acervos genéticos
compartidos minimamente, como se ha sefalado en estudios previos (Takayama et al., 2013); este
resultado aplica tanto a Avicennia germinans como a Rhizophora mangle.

Sin embargo, de forma por demds interesante, también en cada costa se encuentran grupos
de poblaciones divergentes y estos resultados son apoyados tanto por el analisis de las secuencias de
ADN (uniparentales), como por el andlisis de microsatélites nucleares. En el caso de A. germinans, se
diferencian cinco grupos en el Pacifico, siendo el PN (Mar de Cortés) y PS (Oaxaca y Chiapas) los
mas extremos y los otros grupos intermedios (Oaxaca-Guerrero, Michoacan -Jalisco, Nayarit-Sinaloa,
BCS). En el Atlantico, se diferencia la Peninsula de Yucatan, la region con influencia del Mar Caribe,
del Golfo de México (que incluyendo la parte occidental de la Peninsula; Petenes), hasta casi los

limites de Veracruz, y el grupo mds norteno, Tamaulipas.
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En el caso de R. mangle, se detectaron dos grupos genéticos; las poblaciones Pacifico Norte
estan diferenciadas de las Pacifico Sur y Pacifico Centro. Las del Pacifico centro son una mezcla
genética y sin duda el punto de contacto con las del Norte, aun cuando se detectaron eventos de
migracion a larga distancia.

Tanto en Awvicennia como en Rhizophora se encontré que la diversidad genética es
significativamente mayor en las poblaciones del sur (Oaxaca y Chiapas; Peninsula de Yucatin) que
en las del norte (Mar de Cortés, Peninsula de Baja California; Tamaulipas). No es pues sorprendente
encontrar una patroén de incremento en la diferenciacion genética conforme las poblaciones estan
mas lejanas entre si. No obstante, la evidencia sugiere eventos de migracion a larga distancia, asi
como contacto mayor entre poblaciones no vecinas (i.e., Tuxpan y Ria Lagartos, en el caso de R.
mangle).

La diferenciacion genética de las poblaciones a ambos lados de Centro y Norteamérica, han
sido explicados, en parte, por el cierre del Istmo Centroamericano hace aproximadamente 3.5. m.a.
La interrupcion del flujo génico entre poblaciones putativamente conectadas previamente, asi como
cambios en los patrones de corrientes (en el Mar Caribe, Golfo de México y en el Pacifico Oriental
Tropical (POT), muy probablemente han tenido un impacto. Sin embargo otros eventos tanto
historicos (glaciaciones) como contemporineos (i.e., cambio en los deltas de rios, huracanes, etc.)
han afectado sin duda la evolucién de estas especies de los sistemas de manglar en su conjunto.

La recurrente destruccion de los manglares de México es un fendmeno contemporaneo que
produce fragmentacion no natural y aislamiento. Aunque a la fecha se contabiliza mas de 700 000
ha, no se sabe con certeza la extensién original de los manglares de México. Por ello debemos
aprender a manejar los sistemas alterados, fragmentados, con el objetivo de conservar su diversidad
genética. En el capitulo III analizamos ocho comunidades de manglar y medimos la diversidad
genética en arboles adultos (prefragmentacion) y plantulas (1-3 afos; postfragmentacién) para
contrastarla y buscar, en la generacion joven, los signos de la fragmentacion. Los resultados revelan
patrones de diversidad similares a los encontrados geograficamente entre costas y latitudinalmente
en A. germinans. La diversidad genética en la plantulas y adultos es similar, sin embargo los adultos
muestran niveles de diferenciacién mayores. Esto podria obedecer a un fendmeno contemporaneo
que i) ha incrementado el contacto genético entre poblaciones, por perturbacion; ii) que ese nivel de

flujo siempre ha existido pero que atin no ocurre una muerte selectiva que reduzca el nivel de
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diferenciacion observado en arboles adultos. Las plantulas presentan niveles de endogamia
significativamente mas altos que los adultos y esto podria estar asociado con la fragmentacion; sin
embargo, también puede deberse a cambios en el sistema de cruza, posiblemente también generados
por la fragmentacién y reduccion del tamanio poblacional. Las plantas producidas por cruza entre
parientes podrian morir selectivamente como en ii). Claramente, varios de estos resultados requieren

de investigaciones ex profeso.

La biologia evolutiva contemporanea requiere analizar la variacion (fenotipica, genética,
historia evolutiva de linajes o poblaciones), los conflictos selectivos impuestos por las actividades
humanas (antibioticos, herbicidas, insecticidas, contaminacion, metales pesados, eutroficacion,
translocaciones, especies invasoras, caceria, cosecha, etc.) y como mantener la conectividad para
evitar la extincién o la reduccion de la adaptacion local por la introduccion de genes no adaptativos
(Hendry et al. 2011). El analisis de la variacion genética es un excelente punto de partida para especies
clave de los ecosistemas como los manglares. La incorporacion de datos gendmicos para el estudio
de los manglares (cf. Xu et al. 2017) ) es crucial para la conservacion a largo plazo, para la mejor
delimitacion de las unidades de conservacion, asi como para el mejor entendimiento de la adaptaciéon

local (Wee et al. 2018).



Genética de manglares de México 147

Referencias

Aburto-Oropeza O., Ezcurra E., Danemann G., Valdez V., Murray J., Sala E. (2008) Mangroves in
the Gulf of California increase fishery yields. Proceedings of the National Academy of Sciences 105:
10456-10459.

Affinito O., Andreakis N., Caputi L., Marino R., Pannone R., Sordino P., Procaccini G. (2015) High
connectivity and directional gene flow in European Atlantic and Mediterranean populations
of Ciona intestinalis sp. A. Marine Ecology 36: 1230-1243.

Aguilar R., Quesada M., Ashworth L., Herrerias-Diego Y., Lobo J. (2008) Genetic consequences of
habitat fragmentation in plant populations: susceptible signals in plant traits and
methodological approaches. Molecular Ecology 17:5177-5188.

Alcala N., Goudet J., Vuilleumier S. (2014) On the transition of genetic differentiation from
isolation to panmixia: What we can learn from Ggr and D. Theoretical Population Biology 93: 75-
84.

Antonovics J. (1976) The nature of limits to natural selection. Annals of the Missouri Botanical Garden
63: 224-2417.

Arnaud-Haond S., Teixeira S., Massa S.I., Billot C., Saenger P., Coupland G., Duarte C.M., Serrao
A. (2006) Genetic structure at range edge: low diversity and high inbreeding in Southeast Asian
mangrove (Avicennia marina) populations. Molecular Ecology 15: 3515-3525.

Athié G., Candela ]., Sheinbaum J., Badan A., Ochoa J. (2011) Yucatan current variability through
the Cozumel and Yucatan channels. Ciencias Marinas 37: 471-492.

Barbier E.B., Hacker S.D., Kennedy C., Koch E.W., Stier A.C., Silliman B.R. (2011) The value of
estuarine and coastal ecosystem services. Ecological Monographs 81: 169-193.

Barrow L. N., Bigelow A. T., Phillips C. A., Lemmon, E. M. (2015). Phylogeographic inference using
Bayesian model comparison across a fragmented chorus frog species complex. Molecular Ecology
24:4739-4758.

Beerli P. (2004) Effect of unsampled populations on the estimation of population sizes and
migration rates between sampled populations. Mol. Ecol. 13: 827-836.

Bowen B.W., Bass A.L., Rocha L.A., Grant W.S., Robertson D.R. (2009) Phylogeography of the
trumpetfishes (Aulostomus): ring species complex on a global scale. Evolution 55: 1029-1039.

Castillo-Cardenas,. M. F., Toro-Perea N. (2012) Low genetic diversity within Caribbean patches of
Pelliciera rhizophorae, a neotropical mangrove species with reduced distribution. Aquatic Botany
96: 48-51.

Cavanaugh K., Parker ]J. D., Cook-Patton S. C., Feller I. C., Williams A.P., Kellner J. R. (2015)
Integrating physiological threshold experiments with climate modeling to project mangrove
species' range expansion. Global Change Biology 21: 1928-1938.

Cer6n-Souza I., Rivera-Ocasio E., Funk MS., McMillan W.O. (2006) Development of six
microsatellite loci for black mangrove (Avicennia germinans.) Molecular Ecology 6: 692-694.
Cerén-Souza 1., Rivera-Ocasio E., Medina E., Jimenez J.A., McMillan W.O., Bermingham E. (2010)
Hibridization and introgression in New World red mangroves Rhizophora (Rhizophoraceae).

American Jowrnal of Botany 97: 945-957.



148 Manglares de México

Cer6n-Souza ., Bermingham, E., McMillan, W. O., Jones, F. A. (2012) Comparative genetic
structure of two mangrove species in Caribbean and Pacific estuaries of Panama. BMC
Evolutionary Biology 12: 205.

Ceron-Souza 1., Gonzalez E.G., Schwarzbach A.E., Salas-Leiva D.E., Rivera-Ocasio E., Toro-Perea N.,
Bermingham E., MacMillan W.O. (2015) Contrasting demographic history and gene flow
patterns of two mangrove species on either side of Central American Isthmus. Ecology and
Evolution 5: 3486-3499.

Challenger A. (1998) Utilizacién y conservacion de los ecosistemas terrestres de México: Pasado, presente vy
futuro. UNAM, Instituto de Biologia. 847 p.

Chapman V. J. (1975) Mangrove biogeography. In: Walsh, G. E., Snedaker, S. C., Teas, H. ]. (eds.)
Proceedings of the International Symposium on Biology and Management of Mangroves. University of
Florida, Gainesville. Pp. 3-22.

Charlesworth B., D Charlesworth. (2010) Elements of Evolutionary Genetics. Roberts and Company
Publishers, Greenwood Village, Colorado.

Chen Y., Hou Y., Guo Z., Wang W., Zhong C., Zhou R., Shi S. (2015). Applications of multiple
nuclear genes to the molecular phylogeny, population genetics and hybrid identification in the
mangrove genus Rhizophora. PloS one 10(12), e0145058.

Chhatre V. E., Emerson K. J. (2017) StrAuto: Automation and Parallelization of STRUCTURE
Analysis. BMC Bioinformatics 18: 192.

Clarke A. J. (1998) Inertial wind path and sea surface temperature patterns near the Gulf of
Tehuantepec and Gulf of Papagayo. Journal of Geophysical Research 93 (C12): 15491-15501.

Coates A.G., Jackson ].B.B., Collins L.S., Cronin T.M., Downset H.]., Bybel L.M., Jung P., Obando
J.A. (1992) Closure of the Isthmus of Panama: The near shore marine record of Costa Rica
and western Panama. Geological Society of American Bulletin 104: 814-828.

Coates D.]., Byrne M., Craig Moritz C. (2018) Genetic diversity and conservation units: dealing with
the species-population continuum in the age of genomics. Frontiers in Ecology and Evolution 6:
doi: 10.3389/fevo.2018.00165.

CONABIO (2009). Sitios de manglar con relevancia biologica y con necesidades de rehabilitaciéon
ecoldgica. México D.F. 99pp.

CONABIO (2016). Distribucién de los manglares en México en 2015, escala: 1:50000. edicién: 1.
Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad. Sistema de Monitoreo
de los Manglares de México (SMMM). Ciudad de México, México.

Cornuet .M., Luikart G. (1997) Description and power analysis of two tests for detecting recent
population bottlenecks from allele frequency data. Genetics 144: 2001-2014.

Crandall K. A., Bininda-Emonds, O. R., Mace, G. M., & Wayne, R. K. (2000). Considering
evolutionary processes in conservation biology. Trends in Ecology & Evolution 15: 290-295.
Cristescu R., Sherwin WB., Handasyde K., Cahill V., Cooper DW. (2010) Detecting bottlenecks
using Bottleneck 1.2.02 in wild populations: the importance of the microsatellite structure.

Conservation Genetics 11: 1043-1049.

da Silva A. R., Malafaia G., Menezes [.P.P. (2017) Biotools: an R function to predict spatial gene
diversity via an individual-based approach. Genetics and Molecular Research 16(2):gmr 16029655.

Darriba D., Taboada GL., Doallo R., Posada D. (2012) jModelTest 2: more models, new heuristics
and parallel computing. Nature Methods 9(8): 772.



Genética de manglares de México 149

Dinerstein E., Olson D.M., Graham D.]., Webster A.L., Primm S.A., Bookbinder M.P., Ledec G.
(1995) A Conservation Assessment of the Terrestrial Ecoregions of Latin America and the Caribbean.
The World Bank, Washington, D.C.

Do C., Waples R. S., Peel D., Macbeth G.M., Tillett B.]., Ovenden J.R. (2014) NepEstimator v2: re-
implementation of software for the estimation of contemporary effective population size (Ne)
from genetic data. Molecular Ecology Resources 14:209-214.

Dodd R.S., Afzal-Rafii R.Z., Bousquet-Mélou A. (2000) Evolutionary divergence in the pan-Atlantic
mangrove Avicennia germinans. New Phytologist 145:115-125.

Dodd R. S., Afzal-Rafii Z., Kashani N., Budrick J. (2002) Land barriers and open oceans: effects on
gene diversity and population structure in Avicennia germinans L. (Avicenniaceae). Molecular
Ecology 11(8): 1327-1338.

Donato D.C., Boone-Kauffman J., Murdiyarso D., Kurnianto S., Stidham M., Kanninen M. (2011)
Mangroves among the most carbon-rich forests in the tropics. Nature Geoscience 4:293-297

Doyle J.J. y Doyle J.L. (1987) Isolation of plant DNA from fresh tissue. Focus 12:13-15.

Doyle ].J. y Doyle J.L. (1990) Isolation of plant DNA from fresh tissue. Focus 12: 13-15.

Drummond A.]., Suchard M.A., Rambaut A. (2012) Bayesian phylogenetics with BEAUti and the
BEAST 1.7 Molecular Biology and Evolution 29: 1969-1973.

Duke N. C., Meynecke ]. O., Dittmann S., Ellison A. M., Anger K., Berger U., Cannicci S., Diele
S.K., Ewel K. C., Field C. D., Koedam N., Lee S.Y., Marchand C., Nordhaus 1., Dahdouh-
Guebas F. (2007) A world without mangroves! Science 317: 41-42.

Duke N.C., Ying L., Sun M. (2002) Global distribution and genetic of mangroves - emerging
patterns in the evolution of Rhizophora. Trees 16: 65-69.

Dyer R.J, Nason ].D. (2004) Population graphs: the graph theoretic shape of genetic structure.
Molecular Ecology 13:1713-1727.

Dyer RJ. (2014) R package gstudio: analyses and functions related to the spatial analysis of genetic
marker data. Available at https://github.com/dyerlab/gstudio.git.

Dyer R]. (2015) Population graphs and landscape genetics. Annual Review of Ecology, Evolution and
Systematics 46:327-342.

Earl D.A., VonHoldt B. M. (2012) Structure Harvester: a website and program for visualizing
STRUCTURE output and implementing the Evanno method. Conservation Genetics Resources
4:359-361.

Eckert C. G., Samis K. E., Lougheed S. C. (2008) Genetic variation across species’ geographical
ranges: the central-marginal hypothesis and beyond. Molecular Ecology 17: 1170-1188.

Edgar R. C. (2004) MUSCLE: Multiple sequence alignment with high accuracy and high throughput.
Nucleic Acids Research 32: 1792-1797.

Ellison A.M., Farnsworth E.J, Merkt R.E. (1999) Origins mangrove ecosystems and mangrove
biodiversity anomaly. Global Ecology and Biogeography 8: 95.115.

Ellstrand N.C., Elam D.R. (1993) Population genetic consequences of small population size.
Implications for plant conservation. Annual Review of Ecology and Systematics 24:217-42.

Evanno G., Regnaut S., Goudet J. (2005) Detecting the number of clusters of individuals using the
software STRUCTURE: a simulation study. Molecular Ecology 8:2611-2620

Excoffier L., Laval G., Schneider S. (2005) Arlequin (version 3.0): an integrated software package for
population genetics data analysis. Evolutionary Bioinformatics Online 1:47-50.




150 Manglares de México

Excoffier L., Lischer H.E. (2010). Arlequin suite version 3.5: A new series of programs to perform
population genetics analyses under Linux and Windows. Molecular Ecology Resources 10: 564-
561.

Faubet P., Waples R.S., Gaggiotti O.E. (2007) Evaluating the performance of a multilocus Bayesian
method for the estimation of migration rates. Molecular Ecology 16: 1149-1166

Felsenstein, J. (1985) Confidence limits on phylogenies: An approach using the bootstrap. Evolution
39(4):783-791.

FernandezM ].F., Sork V.L. (2007) Genetic variation in fragmented forest stands of the Andean Oak
Quercus humboldtii Bonpl. (Fagaceae). Biotropica 32: 72-78.

Frankham R. Ballou J. D., Briscoe D. A. (2002) Introduction to Conservation Genetics. Cambridge
University Press, U.K.

Fu Y. X. (1997). Statistical tests of neutrality of mutations against population growth, hitchhiking
and background selection. Genetics 147: 915-925.

Garner A., Rachlow J. L., Hicks J. F. (2005) Patterns of genetic diversity and its loss in mammalian
populations. Conservation Biology 19: 1215-1221.

Giang L.H., Hong P.N., Tuan M.S., Harada K. (2003) Genetic variation of Avicennia marina (Forsk.)
Vierh. (Avicenniaceae) in Vietnam revealed by microsatellite and AFLP markers. Genes &
Genetic Systems 78: -407.

Giri C., Ochieng E., Tieszen L.L., Zhu Z., Loveland T., Masek J., Duke N. (2011) Status and
distribution of mangrove forests of the world, using earth observation satellite data. Global
Ecology and Biogeography 20: 154-159.

Gonzélez-Astorga J., Nunez-Farfan J. (2001) Effect of habitat fragmentation on the genetic structure
of the narrow endemic Brongniartia vazquezii. Evolutionary Ecology Research 3: 861-872.

Goudet J. (2002) FSTAT, a program to estimate and test gene diversities and fixation indices (version
2.9.3.2). Website http://www2.unil.ch/popgen/softwares/fstat.htm.

Greenbaum G., Templeton A.R., Zarmi Y., Bar-David S. (2014) Allelic Richness following
population founding events - a stochastic modeling framework incorporating gene flow and
genetic drift. PLoS One 9: e115203.

Haddad N.M., Brudvig L.A., Clobert J., Davies K.F., Gonzalez A., Holt R.D., Lovejoy T.E., Sexton
J.O., Austion M.P., Collins C.D., Cook W.M., Damschen E.I., Ewers R.M., Foster B.L.,
Jenkins C.N., King A.]., Laurance W.F., Levey D.]., Margules C.R., Melbourne B.A.,

Nicholls A.O., Orrock J.L., Song D.X., Townshend J.R. (2015) Habitat fragmentation and its
lasting impact on Earth’s ecosystems. Science Advances doi: 10.1126/sciadv.1500052.

Hall T. A. (1999). BioEdit software, version 5.0. 9. North Carolina State University, Raleigh, NC.

Hedrick P. W. (2004) Recent developments in conservation genetics. Forest Ecology and Management
197: 3-19.

Hendry A. P., Kinnison M. T., Heino M., Day, T., Smith T. B., Fitt G., Carl T. Bergstrom C.T.,
Oakeshott J., Jorgensen P.S., Zalucki M.P., Gilchrist G., Southerton S., Sih A., Strauss S.,
Denison R.F., Carroll S.P. (2011) Evolutionary principles and their practical application.
Evolutionary Applications 4: 159-183.

Hewitt, G. M. (1996) Some genetic consequences of ice ages, and their role in divergence and
speciation. Biological Journal of the Linnean Society 58: 247-276.

Hewitt, G. M. (2004) A climate for colonization. Heredity 92: 1-2.




Genética de manglares de México 151

Hirales-Cota M., Espinoza-Avalos J., Schmook B., Ruiz-Luna A., Ramos-Reyes R. (2010) Drivers of
mangrove deforestation in Mahahual-Xcalak, Quintana Roo, southeast Mexico. Ciencias
Marinas 36: 147-159.

Hoffmann A. A., Parsons, P. A. (1997) Extreme Environmental Change and Ewvolution. Cambridge
University Press, U.K.

Huang J., Lu X., Zhang W., Huang R., Chen S., and Zheng Y. (2014) Transcriptome sequencing and
analysis of leaf tissue of Avicennia marina using the Illumina platform. PLoS ONE 9: ¢108785.

Jensen J. L., Bohonak A. ]., Kelley S.T. (2005) Isolation by distance, webservice. BMC Genetics 6: 13.

Jiménez J.A. (1985) Avicennia germinans (L) L. Black mangrove; Avicenniaceae verbena family. U.S.
Department of Agriculture, Southern Forest Experiment Station, Institute of Tropical
Forestry. Report SO-ITE-SM-4, pp. 1-6.

Jombart T. (2008) adegenet: a R package for the multivariate analysis of genetic markers. Bioinformatics
24: 1403-1405.

Jombart T., Devillard S., Balloux F. (2010) Discriminant analysis of principal components: a new
method for the analysis of genetically structured populations. BMC Genetics 11: 94-108
Jordano P. (2017) What is long-distance dispersal? And a taxonomy of dispersal events. Journal of

Ecology 105: 75-84.

Joshi G.V., Bhosale L.J., Pimplask M. (1972) Physiological studies in germination of mangroves.
Botanica Marina 15: 91-95.

Kawecki T. ]., Ebert D. (2004) Conceptual issues in local adaptation. Ecology Letters 7: 1225-1241.

Kearse, M., Moir, R., Wilson, A., Stones-Havas, S., Cheung, M., Sturrock, S., Buxton, S., Cooper,
A., Markowitz, S., Duran, C., Thierer, T., Ashton, B., Mentjies, P., Drummond, A. (2012)
Geneious Basic: an integrated and extendable desktop software platform for the organization
and analysis of sequence data. Bioinformatics, 28: 1647-1649.

Kennedy J.P., Garavelli L., Truelove N.K., Devlin D.]. Box S. J., Chérubin L. M., Feller I.C. (2017)
Contrasting genetic effects of red mangrove (Rhizophora mangle L.) range expansion along West
and East Florida. Journal of Biogeography 44: 335-347.

Kopelman N.M., Mayzel ]., Jakobsson M., Rosenberg N.A., Mayrose 1. (2015) Clumpak: a program
for identifying clustering modes and packaging population structure inferences across K.
Molecular Ecology Resources 15: 1179-1191.

Kramer A.T., Ison ].L., Ashley M.V., Howe H.F. (2008) The Paradox of forest fragmentation genetics.
Conservation Biology 4: 878-885.

Kumar S. S., Kandasamy K. (2012) Molecular markers: An intricate tool for new insights in mangrove
genetics. International Journal of Advanced Biotechnology and Research 3: 847-863.

Kumar S., Stecher G., Li M., Knyaz C., Tamura K. (2018) MEGA X: Molecular Evolutionary
Genetics Analysis across computing platforms. Molecular Biology and Evolution 35:1547-1549

Lacy R. C. (1997) Importance of genetic variation to the viability of mammalian populations. Journal
of Mammalogy 78: 320-335.

Lakshmi M., Madasamy P., Parida A. (2002) Molecular Phylogeny of mangroves IX: Molecular
markers assisted intra- especific variation and species relationships in the Indian Mangrove
tribe Rhizophoreae. Acuatic Botany 74: 201.

Langenheim J.H., Hackner B.L., Bartlett A. (1967) Mangrove pollen at the depositional site of Oligo-
Miocene amber from Chiapas, Mexico. Botanical Museum Leaflets, Harvard University 21 (10):
289-324.



152 Manglares de México

Lemus-Jiménez L. J., Ramirez N. (2003) Polinizacion y polinizadores en la vegetacion de la planicie
costera de Paraguana, Estado Falcon, Venezuela. Acta Cientifica Venezolana 54: 97-114.

Liao P. C., Havanond S., Huang S. (2007) Phylogeography of Ceriops tagal (Rhizophoraceae) in
Southeast Asia: the land barrier of the Malay Peninsula has caused populations differentiation
between the Indian Ocean and South China Sea. Conservation Genetics 8: 89-98.

Librado, P., Rozas, J. (2009) DnaSP v5: a software for comprehensive analysis of DNA polymorphism
data. Bioinformatics 25: 1451-1452.

Lo E.Y., Duke N.C., Sun M. (2014) Phylogeographic pattern of Rhizophora (Rhizophoraceae) reveals
the importance of both vicariance and long-distance oceanic dispersal to modern mangrove
distribution. BMC Ewolutionary Biology. 14: 83.

Lohne C, Borsch T. 2005. Molecular Evolution and Phylogenetic Utility of the pet -D group 11
intron: a case of study in basal angiosperms. Molecular Biology and Evolution 22: 317-332.

Lopez P.J., Ezcurra E. (2002) Los manglares de México: una revision. Madera y Bosques 2: 27-51.

Lovelock C.E, Cahoon D.R., Friess D.A., Guntenspergen G.R., Krauss K.W., Reef R., Rogers K.,
Saunders M.L,, Sidik F., Swales A., Saintilan N., Thuyen L. X., Triet T. (2015) The
vulnerability of Indo-Pacific mangrove forests to sea-level rise. 526: 559-563.

Lugo A. E., Medina E., McGinley K. (2014) Issues and challenges of mangrove conservation in the
Anthropocene. Madera y Bosques 20: 11-38.

Luikart G., Allendorf F.W., Cornuet J.M., Sherwin W.B. (1998) Distortion of allele frequency
distributions provides a test for recent population bottlenecks. Journal of Heredity 89:238-247

Luikart G., Cornuet J. M. (1998) Empirical evaluation of a test for identifying recently bottlenecked
populations from allele frequency data. Conservation Biology 12: 228-237.

Luikart G., Cornuet J. M., Allendorf F. W. (1999) Temporal changes in allele frequencies provide
estimates of population bottleneck size. Conservation Biology 13: 523-530.

Maggs, C. A., Castilho, R., Foltz, D., Henzler, C., Taimour, M., Kelly, J., Olsen, J., Perez, K. E., Stam,
W., Viinola, R., Viard, F., Wares, ]. (2008) Evaluating signatures of glacial refugia for North
Atlantic benthic marine taxa. Ecology 89: S108-S12.

Maguire T.L., Saenger P., Baverstock P.R., Henry R.J. (2000) Microsatellite analysis of genetic
structure in the mangrove species Avicennia marina (Forsk.) Vierh. (Avicenniaceae). Molecular
Ecology 11: 1853-1862.

Manel S., Berthoud F., Bellemain E., Gaudeul M., Luikart G., Swenson J.E., Waits L.P., Taberlet P.,
Intrabiodiv Consortium. (2007) A new individual-based spatial approach for identifying
genetic discontinuities in natural populations. Molecular Ecology 16: 2031-2043.

Manni F., Guérard E, & Heyer E. (2004). Geographic patterns of (genetic, morphologic, linguistic)
variation: how barriers can be detected by “Monmonier’s algorithm”. Human Biology 76(2): 173-
190.

Meng S.W., Chen Z.D., Li D.W., Liang H.X. (2002) Phylogeny of Saururaceae based on
mitochondrial matR gene sequence data. Journal of Plant Research 115: 71-76.

McCartney M.A., Keller G., Lessios H.A. (2000) Dispersal barriers in tropical oceans and speciation
in Atlantic and eastern Pacific sea urchins of the genus Echinometra. Molecular Ecology 9: 1391~
1400.

McCreary J. P., Lee Jr., H. S., Enfield D. B. (1989) The response of the coastal ocean to strong
offshore winds: With application to the Gulfs of Tehuantepec and Papagayo. Journal of Marine
Research 47: 81-109.



Genética de manglares de México 153

McMillan C. (1986) Isozyme patters among populations of black mangrove, Avicennia germinans, from
the Gulf of Mexico. Caribbean and Pacific Panama. Contributions in Marine Science 29: 17-25.

Meirmans P.G. (2014) Nonconvergence in bayesian estimation of migration rates. Molecular Ecology
Resources 14: 726-733.

Millan-Aguilar O., Manzano-Sarabia M., Nettel-Hernanz A., Dodd R.S., Hurtado-Oliva M.A.,
Velazquez-Veliazquez E. (2016) Genetic diversity of the black mangrove Avicennia germinans (L.)
Stearn in Northwestern Mexico. Forests 7: 197. doi:10.3390/f7090197.

Mills L. S., Smouse P. E. (1994) Demographic consequences of inbreeding in remnant populations.
American Naturalist 144: 412-431.

Mimura M., Yahara T., Faith,D. P., Vazquez-Dominguez E., Colautti R. 1., Araki H., Javadi, F.,
Nunez-Farfan J., Mori A. S., Zhou S., Hollingsworth P. M., Neaves L. E., Fukano Y., Smith
G. F., Sato Y.-I., Tachida H., Hendry A. P. (2016) Understanding and monitoring the
consequences of human impacts on intraspecific variation. Evolutionary Applications 10: 121-
139. doi:10.1111/eva.12436.

Montes C., Cardona A., McFadden R., Moron S. E., Silva C. A., Restrepo-Moreno S., Ramirez D.A.,
Hoys N., Wilson J., Farris D., Bayona G.A., Jaramillo C.A., Valencia V., Bryan J.A., Flores J.A.
(2012) Evidence for middle Eocene and younger land emergence in central Panama:
implications for Isthmus closure. Geological Society of America Bulletin 124: 780-799.

Montes C., Cardona, A., Jaramillo, C., Pardo, A., Silva, J. C., Valencia, V., Ayala, C., Pérez-Angel,
L.C. Rodriguez-Parra, L. A., Ramirez, V., Nifio, H. (2015) Middle Miocene closure of the
Central American Seaway. Science 348: 226-229.

Mori G. M., Zucchi M. 1., Sampaio I., Souza,A. P. (2010) Microsatellites for the mangrove tree
Avicennia germinans (Acanthaceae): Tools for hybridization and mating system studies. American
Jowrnal of Botany 97: ¢79-e81.

Mori G.M., Zuchhi M.L.,, Souza A.P. (2015) Multiple- geografic-scale genetic structure of two
mangrove tree species: the roles mating system, hybridization limited and extrinsic factors. Plos
One 10: e118710.

Moritz, C. (1994). Defining ‘evolutionarily significant units’ for conservation. Trends in Ecology and
Evolution 9: 373-375.

Miuiller-Karger F. E., Fuentes-Yaco C. (2000) Characteristics of wind generated rings in the eastern
tropical Pacific Ocean. Journal of Geophysical Research 105: 1271-1284.

Nabdelt H.J., Foster P., Rohl A. (1999) Median-joining networks for inferring intraspecific
phylogenies. Molecular Biology and Evolution 16: 37-48.

Nanninga G., Saenz-Agudelo P., Manica A., Berumen, M. L. (2014) Environmental gradients predict
the genetic population structure of a coral reef fish in the Red Sea. Molecular Ecology 23: 591-
602.

Nathan R., Schurr F. M., Spiegel O., Steinitz O., Trakhtenbrot A., Tsoar A. (2008) Mechanisms of
long-distance seed dispersal. Trends in Ecology and Evolution 23: 638-647.

National Oceanic and Atmospheric Administration (NOAA). (2017) What is the Loop Current’
Visitado el 02 de Septiembre 2017 en: URL
https://oceanservice.noaa.gov/facts/loopcurrent.html.

Nei M, Tajima F, Tateno Y. (1983) Accuracy of estimated phylogenetic trees from molecular data.
Journal of Molecular Evolution 19: 153-170.

Nei M and Li W. (1979) Mathematical model for studying genetic variation in terms of restriction
endonucleases. Proceedings of the National Academy of Sciences 10: 76 5269-5273.




154 Manglares de México

Nettel A., Rafii F., Dodd R. S. (2005) Characterization of microsatellite markers for the mangrove
tree Avicennia germinans L. (Avicenniaceae). Molecular Ecology Notes 5: 103-105.

Nettel, A., and Dodd, R. S. (2007) Drifting propagules and receding swamps: genetic footprints of
mangrove recolonization and dispersal along tropical coasts. Evolution: 61: 958-971.

Nettel A., Dodd R.S., Afzal-Rafii Z. Tovilla-Hernandez, C. (2008) Genetic diversity enhanced by
ancient introgression and secondary contact in East Pacific black mangroves. Molecular Ecology,
17: 2680-2690.

Nettel-Hernanz A., Dodd R. S., Ochoa-Zavala M., & Tovilla-Hernandez C., Dias-Gallegos, J. R.
(2014) Mating system analyses of tropical populations of the black mangrove, Awvicennia
germinans (L.) L.(Avicenniaceae). Botanical Sciences, 91: 115-117.

Neyland R., Lowenfeld R. (2000) Large ribosomal subunit 26S rRNA gene sequences suggest that
Rhizophora harrisonii, R. mangle, R. racemosa (Rhizophoraceae) are distinct species. The
Proceedings of Lousiana Academy of Sciences 63: 37-43.

Ngeve MN., Van der Stocken T., Sierens T., Koedam N., Tries L. (2007) Bidirectional gene flow on
a mangrove river landscape and between catchment dispersal of Rhizophora racemosa
(Rhizophoraceae). Hydrobiologia 790: 93-108.

Niu T., Qin Z. S., Xu X., Liu J. S. (2002) Bayesian haplotype inference for multiple linked single-
nucleotide polymorphisms. The American Journal of Human Genetics, 70: 157-169.

Notredame C., Higgins D. G., Heringa J. (2000) T-coffee: a novel method for fast and accurate
multiple sequence alignment1. Journal of molecular biology, 302: 205-217.

Nunez-Farfan J., Dominguez C. A., Eguiarte L. E., Cornejo A., Quijano M., Vargas J., Dirzo R.
(2002). Genetic divergence among Mexican populations of red mangrove (Rhizophora mangle):
geographic and historic effects. Evolutionary Ecology Research, 4: 1049-1064.

O'Dea A., Rodriguez F., DeGracia C., Coates A. G. (2007) Patrimonio paleontoldgico: La
paleontologia en el Istmo de Panama. Canto Rodado 2: 149-179.

Paetkau D., Slade R., Burden M., Estoup A. (2004) Genetic assignment methods for the direct, real-
time estimation of migration rate: a simulation-based exploration of accuracy and power.
Molecular Ecology, 13: 55-65.

Peakall R. O. D., Smouse P. E. (2006) GenALEX 6: genetic analysis in Excel. Population genetic
software for teaching and research. Molecular ecology notes, 6: 288-295.

Peakall R. O. D., Smouse P. E. (2012) GenAlEx 6.5: genetic analysis in Excel. Population genetic
software for teaching and research-an update. Bioinformatics 28: 19 2537-2539.

Pil M. W., Boeger M. R. T., Muschner V. C., Pie M. R., Ostrensky A., Boeger W. A. (2011) Postglacial
north-south expansion of populations of Rhizophora mangle (Rhizophoraceae) along the
Brazilian coast revealed by microsatellite analysis. American Journal of Botany 98: 1031-1039.

Piry S., Alapetite A., Cornuet J. M., Paetkau D., Baudouin L., Estoup A. (2004) GENECLASS2: a
software for genetic assignment and first-generation migrant detection. Journal of Heredity, 95:
6 536-539.

Piry S., Luikart G., Cornuet ]. M. (1999). BOTTLENECK: a computer program for detecting recent
reductions in the effective population size using allele frequency data. Journal of Heredity, 90:
502-503.

Polidoro B. A., Carpenter K. E., Collins L., Duke N. C., Ellison A. M., Ellison J. C., Farnsworth E.
J., Fernando E. S., Kathiresan K., Koedam N. E., Livingstone S. R., Miyagi T., Moore G. E.,
Nam V. N., Ong J. E., Primavera J. H., Salmo S. G. IIl., Sanciangco ]. C., Sukardjo S., Wang



Genética de manglares de México 155

Y., Yong J. W.H., Livingstone S. R. (2010) The loss of species: mangrove extinction risk and
geographic areas of global concern. PloS one 5: 4 ¢10095.

Posada D. (2008) jModelTest: phylogenetic model averaging. Molecular Biology and Evolution 25: 7
1253-1256.

Posada D., Crandall K. A. (1998) Modeltest: testing the model of DNA substitution. Bioinformatics
14: 9 817-8.

Pritchard ]. K., Stephens M., Donnelly P. (2000). Inference of population structure using multilocus
genotype data. Genetics 155: 945-959.

Pritchard, J. K., Wen, X., and Falush, D. (2009). STRUCTURE wer. 2.3. University of Chicago,
Chicago, USA.

Proffit C. E., Milbrandt E. C., Travis S. E. (2006) Red mangrove (Rhizophora mangle) reproduction
and seedling colonization after hurricane Charley: comparisons of Charlotte Harbor and
Tampa Bay. Estuaries and Coasts 29: 972-978.

Rabinowitz D. (1978). Dispersal properties of mangrove propagules. Biotropica 10: 47-57.

Ramirez-Garcia P, Lopez-Blanco ], Ocana D. (1998) Mangrove vegetation assessment in the Santiago
River Mouth, Mexico, by means of supervised classification using LandsatTM imagery. Forest
Ecology and Management 105: 217-229.

Rannala B., Mountain J. L. (1997). Detecting immigration by using multilocus genotypes. Proceedings
of the National Academy of Sciences 94: 9197-9201.

Rellstab C., Fischer M. C., Zoller S., Graf R., Tedder A., Shimizu K. Widmer A., Holderegger R.,
Gugerli F. (2017) Local adaptation (mostly) remains local: reassessing environmental
associations of climate-related candidate SNPs in Arabidopsis halleri. Heredity, 118: 193.

Rellstab C., Gugerli F., Eckert A. J., Hancock A. M., and Holderegger R. (2015) A practical guide to
environmental association analysis in landscape genomics. Molecular Ecology, 24: 4348-4370.

Ribeiro D. O., Vinson C., Nascimento D. S., Mehlig U., Menezes M. P., Sampaio 1., Silva M. (2013)
Isolation of microsatellite markers for the red mangrove, Rhizophora mangle (Rhizophoraceae).
Applications in Plant Sciences, 1: 91300003.

Riddle B.R., Hafner, D. J. (2006) Biogeografia historica de los desiertos cdlidos de Norteamérica 57-
65p. Genetica y Mamiferos Mexicanos: Presente y Futuro: Bulletin 32, 32, 57.

Riddle, B. R., Hafner, D. J., Alexander, L. F., and Jaeger, ]J. R. (2000) Cryptic vicariance in the
historical assembly of a Baja California Peninsular Desert biota. Proceedings of the National
Academy of Sciences, 97: 26 14438-14443.

Rodriguez-Zuniga M.T., Troche-Souza C., VizquezlLule A.D., MarquezMendoza ]. D.,
VizquezBalderas B., Valderrama-Landeros L., Velazquez-Salazar S., CruzLopez M1, Ressl R.,
UribeMartinez A., Cerdeira-Estrada S., Acosta-Veldzquez ]., DiazGallegos J]., Jiménez
Rosenberg R., Fueyo-MacDonald L., Galindo-Leal, C. (2013) Manglares de México: Extension,
distribucién y monitoreo. Comisién Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad. Mexico
City, pp 128.

Rosero-Galindo C., Gaitan-Solis E., Cardenas-Henao H., Tohme J]., Toro-Perea N. (2002)
Polymorphic microsatellites in a mangrove species, Rhizophora mangle L. (Rhizophoraceae).
Molecular Ecology Notes 2(3): 281-283.

Rousset F. (2008) genepop’007: a complete re-implementation of the genepop software for Windows
and Linux. Molecular Ecology Resources 8:103-106.



156 Manglares de México

Rozas J., Ferrer-Mata A., Sanchez-DelBarrio J.C., Guirao-Rico S., Librado P., Ramos-Onsins S.E.,
Sanchez-Gracia A. (2017) DnaSP 6: DNA Sequence Polymorphism Analysis of Large Datasets.
Molecular Biology and Evolution 34: 3299-3302.

Ryder O.A. (1986) Species conservaton and systematics: the dilema of subspecies. Trends in Ecology
and Ewvolution 1: 9-10.

Saitou N., Nei M. (1987) The neighborjoining method: a new method for reconstructing
phylogenetic trees. Molecular Biology and Evolution 4: 406-425.

Salas-Leiva D.E., Mayor-Duran V.M., Toro-Perea N. (2009) Genetic diversity of black mangrove
(Avicennia germinans) in natural and reforested areas of Salamanca Island Parkway, Colombian
Caribbean. Hydrobiologia 620:17-24.

Sandoval-Castro E., MuiizSalazar R., Enriquez-Paredes L. M., Riosmena-Rodriguez R, Dodd R. S,
Tovilla-Hern4dndez C., Arredondo-Garcia M. C. (2012) Genetic population structure of red
mangrove (Rhizophora mangle L.) along the northwestern coast of Mexico. Aquatic Botany 99:
20-26.

Sandoval-Castro E., Dodd R. S., Riosmena-Rodriguez R., Enriquez-Paredes L. M., Tovilla-Hernandez
C., LopezVivas J. M., Aguilar-May B., MudizSalazar R. (2014) Post-glacial expansion and
population genetic divergence of mangrove species Awvicennia germinans (L.) Stearn and
Rhizophora mangle L. along the Mexican coast. PLoS One, 9:4 €93358.

Shaw, J., E. B., Lickey, Schilling E. E., Small R. L. (2007) Comparison of whole chloroplast genome
sequences to choose noncoding regions for phylogenetic studies in angiosperms: the tortoise
and the hare III. American Journal of Botany 94: 275-288.

Shi, S., Huang, Y., Zeng, K., Tan, F., He, H., Huang, J., Fu, Y. (2005). Molecular phylogenetic analysis
of mangroves: independent evolutionary origins of vivipary and salt secretion. Molecular
Phylogenetics and Evolution 34(1), 159-166.

Sherrod C. L., McMillan C. (1985) The distribution history and ecology of mangrove vegetation
along the northern Gulf of Mexico Coastal region. Contributions in Marine Science 28: 129-140.

Slatkin M. (1995) A measure of population subdivision based on microsatellite allele frequencies.
Genetics 139: 457-462.

Slatkin M., Excoffier L. (1996) Testing for linkage disequilibrium in genotypic data using the
Expectation-Maximization algorithm. Heredity 76: 4 377-383.

Sousa W. P., Kennedy P. G., Mitchell B. ]., Ordonez L., B. M. (2007) Supply-side ecology in
mangroves: Do propagule dispersal and seedling establishment explain forest structure’
Ecological Monographs 77: 53-76.

St. Clair J. B., Howe G. T. (2011) Strategies for conserving forest genetic resources in the face of
climate change. Turkish Journal of Botany 35: 403-409.

Stockwell C. A., Hendry A. P., Kinnison, M. T. (2003) Contemporary evolution meets conservation
biology. Trends in Ecology and Evolution 18: 94-101.

Stuart S.A., Choat B., Martin K.C., Holbrook N.M., Ball M.C. (2007) The role of freezing in setting
the latitudinal limits of mangrove forests. New Phytologist 173: 576-583.

Sundgqvist L., Keenan K., Zackrisson M., Prodohl P., Kleinhans D. (2016) Directional genetic
differentiation and relative migration. Ecology and Evolution 6: 3461-3475.

Swofford L. D. (2002) PAUP: Phylogenetic Analysis Using Parsimony (and Other Methods). Version 4.0
b10. Sunderland, MA: Sinauer Associates.

Tajima F. (1989) Statistical-method for testing the neutral mutation hypothesis by DNA
polymorphism. Genetics 123: 585-595.



Genética de manglares de México 157

Tajima F. (1996). The amount of DNA polymorphism maintained in a finite population when the
neutral mutation rate varies among sites. Genetics 143: 1457-1465.

Takayama K., Tamura M., Tateishi Y., Webb E. L., Kajita T. (2013). Strong genetic structure over
the American continents and transoceanic dispersal in the mangrove genus Rhizophora
(Rhizophoraceae) revealed by broad-scale nuclear and chloroplast DNA analysis. American
Journal of Botany 100: 1191-1201.

Takezaki N., Nei M. (1996) Genetic distances and reconstruction of phylogenetic trees from
microsatellite DNA. Genetics 144: 389-399.

Takezaki N., Nei, M. (2008) Empirical tests of the reliability of phylogenetic trees constructed with
microsatellite DNA. Genetics 178: 385-392.

Takezaki N., Nei M., Tamura K. (2010) POPTREEZ2: Software for constructing population trees from
allele frequency data and computing other population statistics with Windows interface.
Molecular Biology and Evolution 27: 747-752.

Tamura K., Stecher G., Peterson D., Filipski A., Kumar S. (2013) MEGAG6: molecular evolutionary
genetics analysis version 6.0. Molecular Biology and Evolution, 30: 2725-2729.

Tan F., Huang Y., Ge X., Su G., Ni X, Shi S. (2005). Population genetic structure and conservation
implications of Ceriops decandra in Malay Peninsula and North Australia. Aquatic Botany 81:
175-188.

Team R. C. (2017) R: A language and environment for statistical computing. Vienna, Austria: R
Foundation for Statistical Computing; 2016.

Thompson J.D., Higgins D.G., Gibson T. J. (1994) Clustal W: improving the sensitivity of progressive
multiple sequence alignment through sequence weighting position specific gap penalties and
weight choice. Nucleic Acids Res 11: 4673-4680.

Tomlinson PB (1986) The Botany of Mangroves. Cambridge University Press, Cambridge 413 pp.

Trejo-Torres J. C., Duran R., Olmsted L. (1993) Manglares de la Peninsula de Yucatan. In: Salazar S.
I., Gonzilez N. E. (eds.) Biodiversidad marina y costera de México. Comision Nacional de
Biodiversidad y Centro de Investigaciones Costeras de Quintana Roo, (CIQRO), 658-672 pp.

Troche-Souza C., RodriguezZaniga M.T., Velazquez-Salazar S., Valderrama Landeros L., Villeda-
Chévez E., Alcantara-Maya A., Vizquez-Balderas B., CruzLépez, M.I.,, Ressl, R. (2016)
Manglares de México: extension, distribucion y monitoreo (1970/1980-2015). Comision Nacional
para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad. México, D.F.

Valderrama-Landeros L. H., Rodriguez-Zuniga M. T., Troche-Souza C., Velazquez-Salazar S., Villeda-
Chévez E., Alcantara-Maya J.A., Vazquez-Balderas B., CruzLopez M. 1., Ressl R. (2017)
Manglares de México: actualizacion y exploracion de los datos del sistema de monitoreo 1970,/1980-
2015. Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad. Ciudad de México,
128 pp.

Van der Stocken T., De Ryck D. J., Vanschoenwinkel B., Deboelpaep E., Bouma T. ]J., Dahdouh-
Guebas F., Koedam, N. (2015) Impact of landscape structure on propagule dispersal in
mangrove forests. Marine Ecology Progress Series 524: 95-106.

Van Oosterhout C., Hutchinson W. F., Wills D. P., Shipley P. (2004) MICRO-CHECKER: software
for identifying and correcting genotyping errors in microsatellite data. Molecular Ecology Notes
4: 535-538.

Vranckx G. U. Y., Jacquemyn H., Muys B., Honnay O. (2012) Meta-analysis of susceptibility of woody
plants to loss of genetic diversity through habitat fragmentation. Conservation Biology 26: 228-
237.



158 Manglares de México

Wagstaff, S.J., Olmstead,R.G. (1997) Phylogeny of Labiatae and Verbenaceae inferred from rbcL
sequences. Syst. Bot. 22 (1), 165-179

Walters B. B., Ronnbick P., Kovacs J. M., Crona B., Hussain S. A., Badola R., Primavera J. H.,
Barbier, E., Dahdouh-Guebas F. (2008) Ethnobiology, socio-economics and management of
mangrove forests: a review. Aquatic Botany 89: 220-236.

Watterson G. A. (1975) On the number of segregating sites in genetical models without
recombination. Theorical Population Biology 7: 188-193.

Wee A.K.S., Mori M. G, Lira-Medeiros C. F., Nuniez-Farfan J., Takayama K., Faulks L., Shi S., Tsuda
Y., Suyama Y., Yamamoto T., Iwasaki T., Nagano Y., Wang Z., Watanabe S., Kajita, T. (2018)
The integration and application of genomic information in mangrove conservation.
Conservation Biology. doi:10.1111/cobi.13140.

White C., Selkoe K. A., Watson J., Siegel D. A., Zacherl D. C., Toonen R. ]. (2010) Ocean currents
help explain population genetic structure. Proceedings of the Royal Society B: Biological Sciences
277: 1685-1694.

Williamson-Natesan E. G. (2005) Comparison of methods for detecting bottlenecks from
microsatellite loci. Conservation Genetics 6: 551-562.

Wilson G.A., y Rannala B. (2003) Bayesian inference of recent migration rates using multilocus
genotypes. Genetics 163: 1177-1191.

Woodroffe C. D., Grindrod J. (1991) Mangrove Biogeography: The role of the Quaternary
environmental and sea-level change. Journal of the Biogeography 18: 479-492.

Wright S. (1938) Size of population and breeding structure in relation to evolution. Science 87: 430-
431.

Wright S. (1940) Breeding structure of populations in relation to speciation. American Naturalist 74:
232-248.

Wright S. (1950) The genetical structure of populations. Annals of Eugenics 15: 323-354.

Wright S. (1965) The interpretation of population structure by F-statistics with special regards to
systems of mating. Evolution 19: 395-420.

Yahara T., Donoghue M., Zardoya R., Faith D. P., Cracraft, ]. (2010) Genetic diversity assessments
in the century of genome science. Current Opinion in Environmental Sustainability 2: 43-49.

Yahya A.F., Hyun ].O., Lee ].H, Kim Y.Y., Lee K. M., Hong, K.N., Kim S-C. (2014) Genetic variation
and populations genetic structure of Rhizophora apiculata (Rhizophoraceae) in the grater Sunda
Islands, Indonesia using microsatellite markers. Journal of Plant Research 27: 287-297.

Yan Y. B., Duke N. C., Sun M. (2016) Comparative analysis of the pattern of population genetic
diversity in three Indo-West Pacific Rhizophora mangrove species. Frontiers in Plant Science, 7:
1434.

Young A., Boyle T., Brown T. (1996) The population genetic consequences of habitat fragmentation
for plants. Trends in Ecology & Evolution 11: 413-418.

Xu S., He Z., Zhang Z., Guo Z., Guo W., Lyu H., Li J., Yang M., Du Z. Huang Y., Zhou R., Zhong
C., Boufford D.E., Lerdau M., Wu CI.,, Duke N.C., The International Mangrove
Consortium,d Shi S. (2017) The origin, diversification and adaptation of a major mangrove
clade (Rhizophoreae) revealed by whole-genome sequencing. National Science Review 4: 721-
734.

Zhu X., Li H., MaD. (2020) Complete chloroplast genome sequence of mangrove species Avicennia
marina: Genome organization, genomic resources and comparative analysis. Submitted 26-

APR-2020, National Center for Biotechnology Information, NIH, Bethesda, MD 20894, USA



Genética de manglares de México 159

Apéndices

Capitulo 1

Apéndice 1. Colecta de tejido de Avicennia germinans.

Durante el periodo activo del presente proyecto se realizaron un total de nueve salidas a las costas de
México para colectar en 29 poblaciones las muestras de tejido foliar y los vouchers de individuos de
esta especie de manglar. La Tabla 1 resume las estadisticas de colecta, extraccion, amplificacion y

morfologia de especimenes de A. germinans colectados.

Tabla 1. Resumen de colecta, extraccion y amplificacion de loci microsatélites de cada poblacion de Avicennia germinans. Simbologia:
N, niimero de individuos colectados; ADN, ntiimero de individuos con extracciéon de ADN; Vou., nimero de individuos con vouchers
para morfologia; loci std., nimero de loci microsatélites estandarizados; loci amplif/anal., nimero de loci microsatélites amplificados y
analizados.
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Avicennia germinans
# Poblaciones N ADN Vou. locistd. loci
amplif/anal
Golfo de México
1 Coatzacoalcos, Veracruz 40 40 33 10 10
2 Delta del Rio Bravo, Tamaulipas 40 40 0 10 10
3 La Mancha, Veracruz 34 34 31 10 10
4 La Pesca, Tamaulipas 40 40 40 10 10
5 Alvarado, Veracruz 41 41 38 10 10
6 Sontecomoapan, Veracruz 34 34 33 10 10
7 Tuxpan, Veracruz 40 40 30 10 10
8 Laguna de Mecoacan, Veracruz 35 35 0 10 10
Pacifico Norte
9 Bahia Concepcion, Baja Califonia Sur 40 40 29 10 10
10 Bahia Magdalena, Baja California Sur 40 40 29 10 10
11 Estero El Sargento-Isla Tiburén, Sonora 40 40 29 10 10
12 Marismas Nacionales, Sinaloa/Nayarit 40 40 28 10 10
13 | Bahia de Altata, Sinaloa 40 40 29 10 10
14 | Topolobampo, Sinaloa 40 40 0 10 10
15 | La Paz, Baja California Sur 40 40 0 10 10
16 | El Caimanero, Sinaloa 40 40 30 10 10
Pacifico Centro
17 Chamela-Cuixmala, Jalisco 40 40 30 10 10
18 | Barra de Navidad 40 40 10 10
19 | Tecpan, Guerrero 40 40 30 10 10
Pacitico Sur
20 Barra de Teconapa, Guerrero 40 40 28 10 10
21 La Encrucijada, Chiapas 40 40 30 10 10
22 Mar Muerto, Oaxaca/Chiapas 40 40 29 10 10
23 Chacahua-Pastoria, Oaxaca 40 40 30 10 10
Peninsula de Yucatin
24 Petenes, Campeche 40 40 26 10 10
25 Pom-Atasta, Campeche/Tabasco 40 40 30 10 10
26 Yumbalam, Quintana Roo 40 40 30 10 10
27 | Rio Lagartos (Punta Holchit), Yucatan 40 40 29 10 10
28 Cozumel, Quintana Roo 40 40 0 10 10
29 Sian Ka an, Quintana Roo 40 40 0 10 10
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Apéndice II. Protocolo de extraccion de ADN para Avicennia germinans.

La extraccion del ADN gendmico total se realizo a partir del tejido colectado y mantenido en

condiciones de congelacion a -70 °C. Se utilizé el protocolo de extraccion Dneasy Plant Mini Kit de

Qiagen con 5-8 mg de tejido foliar de cada individuo.

Protocolo de extraccion de ADN para Avicennia germinans

1.
2.

10.

11.

12.

13.

Anadir 500 pl de buffer AP1, moler.

Bajar la muestra con un spin y anadir 4 ul de RNAsa. Incubar por 10 min a 65 °C. Invertir
los tubos de dos a tres veces.

Agregar 130 pl de Buffer AP2 y dejar reposar en hielo durante 30 minutos

Centrifugar las muestras por 8 min. a 14000 rpm.

Transferir el sobrenadante (de 200 pl en 200 pl, lo m4as que se pueda) a un tubo QIAshredder
Mini spin column y centrifugar por 2 min a 14000 rpm.

Transferir 350 pl de la fraccion que fluyo a través de la columna a un nuevo tubo (Eppendorf
de 1.5 ml) sin residuos de cualquier precipitacion.

Anadir 525 pl del buffer AP3, mezclar una o dos veces.

Transferir 650 pl de la mezcla anterior incluyendo cualquier precipitado que pudiera haberse
formado a un tubo DNeasy Mini spin column. Centrifugar por 1 min a 8000 rpm y descartar
lo que fluyé a través de la columna.

Centrifugar nuevamente (1 min. a 8000 rpm) y desechar lo que fluyo a través de la columna
y el tubo de coleccion.

Poner la columna (parte blanca) en un nuevo tubo de coleccion y anadir 500 pl de buffer
AW, centrifugar por 1 min. a 8000 rpm. Descartar lo que fluyo.

Anadir nuevamente 500 pl de buffer AW y centrifugar por 2 min. a 14000 rpm para secar la
membrana.

Transferir la columna a un tubo Eppendorf de 1.5 ml (cuidar que no entre en contacto con
lo que fluyé a través de la columna del paso anterior) y anadir 100 pl de buffer AE
directamente en la membrana. Incubar por 5 min. a temperatura ambiente. Centrifugar por
1 min. a 8000 rpm.

Anadir 20 pl de buffer AE centrifugar por 1 min. a 8000 rpm.
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Apéndice III. Amplificacion de locus microsatélites.

Para el analisis de diversidad y estructura genética de Awvicennia germinans se amplificaron diez loci
microsatélites nucleares. Para la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) utilizamos GoTaq Flexi
DNA Polymerase (Promega) para la amplificacion de los microsatélites Agerm_CT_003 y Agerm-25.
Ademais, utilizamos el kit para PCR Multiplex de QIAGEN para la amplificacion de tres y dos
microsatélites distintos en combinaciones independientes. Los cebadores forward se marcaron con
fluorescencia 6-FAM, VIC, PET y NED (Applied Biosystems Inc).

Condiciones de amplificacion de loci microsatélites para Avicennia germinans

Para la amplificacién de los loci microsatélites desarrollados para A. germinans seguimos los
protocolos establecidos por Cerén-Souza et al. (2006, 2012), Mori et al. (2010) y Nettel et al., (2005)
con algunas modificaciones (Tabla 2). Cada reaccion con TagPolimerasa contuvo un volumen total
de 11 pL con 2 pL de buffer incoloro, 0.8 uLL de MgCl,, 0.4 uL de dNTPs a 10 uM, 0.4 uL of cada
oligo (forward y reverse) a 10 uM, 0.1 uL de DNA polimerasa, 5.90 uL de H,O and 1 pL del templado
de DNA a 20 ng/uL. Las reacciones con Multiplex tenian un volumen final de 10 puL con 5 pL de
Multiplex PCR master mix buffer (incluye DNA polimerasa HotStarTaq y factor sintético de MP),
0.2 uL of cada cebador a 10 uM, agua libre de RNasa la cual se ajustd de 1.8 — 2.2 uL de acuerdo al
numero de oligos a utilizar y 2 pu. de ADN genémico a 20 ng/uL.

Tabla 2. Cebadores utilizados para el analisis de diversidad y estructura genética de Avicennia germinans.

Cebadores Protocolo Referencia
Tag polimerasa
Agerm_CT_003 Ceron-Souza et al. 2006
TD 65-55 °C
Agerm_CT_004 Multiplex
Agerm_GA_003 TD 65-55 °C Cerén-Souza et al. 2012
Agerm_GT_006
Tag polimerasa
Agerm-25 Mori et al. 2010
TD 65-60 °C
Agerm-22
Multiplex Mori et al. 2010
Agerm-18 64.5 °C
AgD6
AgT9 Multiplex Nettel et al., 2005
AqT4 52 °C
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Las condiciones de amplificacion de los cebadores correspondientes a Agerm_CT_003,
Agerm_CT_004, Agerm_GA_003 y Agerm_GT_006, consisten en una desnaturalizacion inicial de
95 °C por 15 minutos, seguido de 12 ciclos de 94 °C por 40 segundos, 65 °C por 1 minuto, 72 °C
por 40 segundos, seguidos de 25 ciclos de 94 °C por 40 segundos, 55 °C por 1 minuto, 72 °C por 40
segundos y una extension final de 72 °C durante 4 minutos. Las condiciones de amplificacion de los
cebadores correspondientes a Agerm-25 constan de una desnaturalizacion inicial de 94 °C por 2
minutos, seguido de 12 ciclos de 94 °C por 1 minuto, seguido de 65 °C por 1 minuto, 72 °C por 2
minutos, seguidos de 20 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 60 °C por 1 minuto, 72 °C por 2 minutos y
una extension final de 72 °C durante 5 minutos. La amplificacion de Agerm-22 y Agerm-18 consisten
en una desnaturalizacion inicial de 95 °C por 15 minutos, seguido de 30 ciclos de 94 °C por 1
minuto, 64.5 °C por 40 segundos, 72 °C por 2 minutos seguido de una extension final de 72 °C por
5 minutos. Para los cebadores AgD6, AgT9 y AgT4 el programa consistié de una desnaturalizacién
inicial de 95 °C por 15 min seguidos por 35 ciclos of 95 °C por 30 segundos, 52 °C por 30 segundos,
72 °C por 45 segundos y una extension final de 72 °C durante 30 minutos. Las amplificaciones se

realizaron en un termociclador modelo Veriti (Mod. 96 wells, Applied Biosystems) adquirido con los

fondos proveidos por CONABIO.

Locus AgD37

Adicionalmente, se incluyo el locus AgD37 (Nettel et al., 2005) inicamente para el analisis del patron
del flujo genético contemporianeo para las poblaciones del Pacifico. Este oligo se marcod con
fluoroforo NED (Applied Biosystems) y amplifico con GoTaq Flexi DNA Polymerasa (Promega). La
reaccion con TagPolimerasa contuvo un volumen total de 11 pL con 2 pL de buffer incoloro, 0.8
uL de MgCl2, 0.4 uL de ANTPs a 10 uM, 0.4 uL de cada oligo (forward y reverse) a 10 uM, 0.1 uL
de DNA polimerasa, 5.90 uL de H,O and 1 uL del templado de DNA a 20 ng/uL. El programa de
PCR consistié en una desnaturalizacion inicial de 94 °C por 3 minutos seguidos por 12 ciclos de 94
°C por 40 segundos, 65 °C por 1 minuto, 72 °C por 40 segundos. Seguido de 25 ciclos de 94 °C por
40 segundos, 55 °C por 1 minuto, 72 °C por 40 segundos y una extension final de 72 °C durante 4

minutos.
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Apéndice IV. Analisis de las secuencias de cloroplasto, de Avicennia germinans.
La obtencion de marcadores moleculares de cloroplasto se baso inicialmente en la literatura
reportada. Algunos de estos marcadores son universales, por lo que hubo que hacer modificaciones
para que amplificaran en A. germinans, ya sea en la temperatura y tiempos de alineacién o en la
concentracién de MgCl,, un cofactor de la DNA Taq polimerasa.

Se montaron las condiciones de amplificacion para las regiones de cloroplasto atpH/atpl
(Shaw et. al, 2007), rbcL (Lakshmi et al., 2002) y pipet (Lohne & Borsch, 2005), de diferentes
poblaciones de A. germinans del Pacifico, Golfo de México y Peninsula de Yucatian (Apéndice I-
Tabla 1). En las Tablas 3a y 4, abajo, se indican los oligonucleotidos utilizados para estas

amplificaciones, las caraceristicasde los marcadores, y los nimeros de acceso de tales eseciencias en

el GeneBank (Tabla 3b).

Tabla 3. Cebadores utilizados en la amplificacion de los marcadores de cloroplasto de Avicennia germinans (a), (b) ntimeros

de acceso en GenBank (NIH) de este estudio, y referencia y reportes previos (c).

(a).

Marcador Nombre Secuencia 5°-3~

cebador

atpH CCA AYC CAG CAG CAATAAC
atpH-atpl

atpl TATTTACAAGYGGTATTCAAGCT

pipetB1365F TTG ACY CGT TTT TAT AGT TAC

pipet
pipetD738R AAT TTA GCY CTT AAT ACA G

rbel 600f ATT TAT GCG TTG GAG AGA CCG
rbcl
rbcL 800r CAA TAA CRG CAT GCA TYG CAC GRT
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Tabla 3. Continuacion

(b)

Secuencia No. Acceso
BankIt2428566 germinans_pipetB MW592925
BanklIt2428566 germinans_1 PipetB MW592926
BankIt2428566 germinans_1 pipetB MW592927
BankIt2428566 germinans_1 pipetB MW592928
BankIt2428566 germinans_1 pipetB MW592929
BankIt2428566 germinans_1 pipetB MW592930

Tabla 3. Continuacion

(c)

Tipo de Origen Especie = No. Acceso  Nombre completo Referencia

secuencia NCBI en el Genebank
(Genebank)
secuencia  Cloroplasto  Avicennia  KF286469  Avicennia germinans  Cerdn-Souza et al. (2015)
parcial germinans isolate Ag_Me267

secuencia  Cloroplasto  Avicennia = HQ172700

parcial (con germinans

intergénico insercion)

complete  Cloroplasto Avicennia  NC_047414
genome . marina

(Secuencia

completa)

secuencia  Cloroplasto  Avicennia  U28868
parcial germinans

atpl-atpH intergenic
spacer, partial
sequence; chloroplast

Avicennia germinans  Cerén-Souza et. Al. (2012)
isolate Ag_Ga271

atpl-atpH intergenic

spacer, partial

sequence;

chloroplast.

Zhu et al. 2020 Submitted (26-APR-
2020) National Center for
complete genome.  Biotechnology Information, NIH,

Bethesda, MD 20894, USA

Avicennia marina

chloroplast,

BioProject:

PRJNA628464

Avicennia germinans  Wagstaff,S.]. y Olmstead,R.G. (1997)
ribulose-1,5-

bisphosphate

carboxylase/oxygenas

e large subunit (rbcL)

gene, partial cds;

chloroplast gene for

chloroplast product.

165
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Tabla 4. Condiciones de amplificacion de marcadores moleculares en Avicennia germinans.

Marcador (gen | Genoma/ Longitud |[Longitud |No. No. total de |No. de Primers Condiciones
o espaciador) original analizada |poblaciones individuos de
Region del en este secuenciadas |individuos |analizados amplificacion
fragmento |trabajo secuenciados
(pb)
rbecL Cloroplasto 250 176 31 335 272 1bcL600f/  [94°C-5 min;
35 ciclos: 94°C{
1 min 52°C-
1:30 min 72°C;
2 min. Ext
final: 72°C- 10
(Lakshmi et al.,|CDS rbecL800r min
2002)
atpH-atpl Cloroplasto 1500 833 31 308 252 atpH/atpl  [94°C-5 min;
35 ciclos:
94°C-1 min;
50°C-40 seg;
72°C-40
seg.Ext final:
(Shaw et al., | Espaciador NCS 72°C. 5 min
2007) (Non-Conding-
Sequences)
Pipet Cloroplasto 1200 736 31 332 276 pipetB1365 |94°C-5 min;
/pipetD738 |35 ciclos: 94°C
1 min, 50°C-
(Lohne & Espaciador 4? see 72°c'1
Borsch, 2005) |intergénico/ min. Ext ﬁr.lal:
72°C- 10 min
Intréon

Los productos de PCR fueron purificados y secuenciados en el Psomagen, Inc. Maryland,
USA. Las secuencias obtenidas con mayor calidad se analizaron con el programa bioinformdtico
Geneious v.2012 (Kearse et al., 2012). Se obtuvieron las secuencias (Forward y Reverse) de cada
muestra, se editaron para retirar los cebadores y las secuencias de poca calidad generadas al principio
y al final de cada secuencia. Una vez editadas, se procedié a ensamblar ambas secuencias para obtener
una secuencia consenso de cada muestra con el software Mega-X v 10.1.8 (Molecular Evolutionary
Genetics Analysis across computing platforms; Kumar, Stecher, Li, Knyaz, and Tamura 2018).

A partir de las secuencias consenso se realizaron alineamientos tipo BLAST para compararlas
contra otras secuencias en la base de datos del NCBI Genbank (ver tabla 3b), y asi, corroborar que
las secuencias obtenidas eran homologas a las regiones previamente reportadas, ademas de encontrar
las secuencias de especies relacionadas con A. germinans para los analisis posteriores. Posteriormente
para identificar los sitios polimorficos de cada marcador se realizaron alineamientos con todas las

secuencias consenso por marcador con Mega-X v 10.1.8.
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Debido al numero de muestras de cada poblacion, se decidio realizar los analisis posteriores
estructurando las muestras en dos grupos: el Grupo 1-Costa Pacifico esta integrado por las
poblaciones que se distribuyen a lo largo del Pacifico Mexicano (Pacifico Norte, Pacifico, Centro y
Pacifico Sur) y el Grupo 2- Costa Atlantico conformado por las poblaciones de la Peninsula de

Yucatan y del Golfo de México.

Estimadores de diversidad genética

El numero de haplotipos (h), la diversidad haplotidica (hd), el numero de sitios segregantes (S), la
diversidad nucleotidica (1), asi como las pruebas estadisticas de neutralidad de Tajima (D) (Tajima,
1989) y las pruebas de Fu (F) (Fu, 1997) con los valores de significancia asociados se calcularon para
cada regién usando el programa DnaSP versién 5 (Librado y Rozas, 2009).

El estimador de Tajima “D” toma en cuenta la diversidad genética y el namero de sitios
variables en una secuencia, para probar expansién demografica. Los valores de D significativos
pueden ser debidos a cuellos de botella, efectos selectivos, expansion de la poblacion o tasas de
mutacion heterogéneas (Tajima, 1996). Los valores de Fu (Fu, 1997), usan la informacion de
distribucion de los haplotipos para probar expansion demografica y es mas sensible al crecimiento

poblacional que la D de Tajima.

Andlisis Molecular de Varianza (AMOVA)

Para analizar la distribucion jerarquica de la variacién genética entre y dentro de los grupos se realizo
un andlisis de Variancia Molecular (AMOVA) con el programa ARLEQUIN v 3.5.1.2 (Excoffier et
al. 2005). Analizando la variacion entre y dentro de las costas (Pacifico sur, centro y norte; Golfo de

México y Peninsula de Yucatan).

Capitulo 11

Apéndice V. Protocolo de extracciéon de ADN de Rhizophora mangle

La extraccion del ADN gendmico total se realizd a partir del tejido colectado y mantenido en
condiciones de congelacion a -70° C. Se utilizo el protocolo de extraccion Dneasy Plant Mini Kit de

Qiagen (DNeasy, 2012) con 5-8 mg de tejido foliar de cada individuo.
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1. En un tubo eppendorf de 2ml se toma una muestra de tejido foliar (5-8 mg) y se le anade
500ul de Buffer AP1.

2. El tejido se muele en el TissueLyser hasta que quede completamente liquido.

3. El tubo con la muestra se centrifuga por 12 min. a 9000 rpm vy se recupera el sobrenadante
en un nuevo tubo eppendorf de 1.5 ml.

4. Al nuevo tubo se le anaden 25 pl de Proteinasa-K y en bafio maria se deja incubar durante
24 h. a 50 °C. Los tubos se deben invertir dos o tres veces durante este tiempo.

5. Se agregan 130 pl de Buffer AP2 y se deja reposar en hielo durante 1 h.

6. Se centrifuga durante 5 min. a 14,000 rpm.

7. Elsobrenadante se vacia a una columna QUIshredder y se centrifuga por 2 m. a 14,000 rpm.

8. El liquido que traspaso la columna se transfiere a un nuevo tubo eppendorf de 1.5 ml sin
perturbar el pellet que se forma en la base. Se agrega 1.5 del volumen recuperado de Buffer
AP3/E y se mezcla.

9. De esta mezcla se transfieren 650 ml a una columna DNeasy Mini. Se centrifuga por 1 min.
a 8000 rpm. El fluido que traspasé la columna se descarta y se repite el paso con la muestra
restante.

10. La columna DNeasy Mini se transfiere a un nuevo tubo colector de 2 ml. Y se agregan 500
ul de buffer AW?2. Se centrifuga por 1 min. a 8000 rpm. Y se descarta el fluido.

11. Se repite el paso 10y se centrifuga por 2 m. a 14,000 rpm.

12. La columna se remueve y se transfiere a un nuevo tubo eppendorf de 1.5 ml. cuidando de
que no entre en contacto con el fluido.

13. Se agregan 50 pl de Buffer AE. Se incuba 5 min. a temperatura ambiente (15-25°C). Se
centrifuga por 1 m. a 8000 rpm.

14. Se repite el paso 13.

15. Al final de la extraccion, se midié la calidad y concentracion de cada muestra en un

nanodrop (Termoscientific). Unicamente se usaron muestras que tuvieran un rango de
calidad de 1.8- 2.0 (resultado de la relacion 260/280). Las muestras que mostraron altas
concentraciéon de ADN fueron diluidas para tener una concentracion en un rango de 80 a
200 ng/pL, para evitar que una concentracién muy alta de ADN pudiera inhibir la reaccion

de amplificacion.
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Apéndice VI. Condiciones de amplificacion de microsatélites para R. mangle.

Condiciones de amplificacién de loci microsatélites. —La reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) se
estandarizd para una reacciéon de un volumen de 12 pl. Cada reaccion contiene 2 pl de DNA
genomico, 5 pl de mezcla Multiplex, 3.4 pl de agua esterilizada y 0.2 pl de cada uno de los loci
(Forward y Reverse). La mezcla 1 contiene los loci RM11, RM41 y RM46 (Rosero Galindo et al.
2002); la mezcla 2 contiene los loci RM7, RM19, RM21 y RM38 (Rosero Galindo et al., 2002). Las
condiciones de amplificacién 6ptimas para éstos loci se basaron en el protocolo de Rosero-Galindo
et al. (2002), modificadas por nosotros y consistieron en un periodo de desnaturalizacién inicial a 96
°C durante 15 m., seguido de 12 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 15sa 52 °Cy 15s a 72 °C;y 25
ciclos de 30 s 2 94 °C, 15s2a 50 °Cy 15 s a 72 °C. En total son 37 ciclos que terminan con una
extension final de 5 m a 72 °C.

La mezcla 3 se integra por los loci Bra20, Bra27 y Bra45 (Ribeiro et al., 2013) y la mezcla 4 de
los loci Bra50 y Bra66 (Ribeiro et al., 2013). Las condiciones de amplificacion éptimas se basaron en
el protocolo de Sandoval-Castro (2012) modificadas por nosotros y consistieron en un periodo de
desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 5 min., seguido de 12 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 30 s
a62°Cy60sa72°C;y25ciclos de 30594 °C,30sa52°Cy60sa72°C. En total son 37 ciclos
que terminan con una extension final de 30 m a 72 °C. La amplificacién para todas las mezclas se

llevo a cabo en un termociclador modelo Veriti (mod. 96 well, Applied Biosystems) adquirido con

los fondos proveidos por CONABIO.
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Apéndice VII. Condiciones de amplificacion para secuencias de Rhizophora mangle.

Tabla 5. Condiciones de amplificaciéon para cuatro marcadores moleculares (1 nuclear, 1 mitocondrial y 2

cloroplasto) utilizados en Rhizophora mangle en México.

Nombre Longitud No. de No. de

Condiciones de

Especie del gen Genoma (bp) pobls. inds. Oligos amplificacion Referencia Region
9‘41 c g4m(i:n;3(3)5 Shaw et al.,
ciclos: 940 seg; ) .
psbl-petA  Cloroplasto 346 32 320 RMpsh)- 60 °C 40 seg; 72°C 2007; Cerdn No codificante
RMpetA o Souza et al,
40 seg; extension 2013
final 72 °C 5 min. '
96 °C; 34 ciclos: 95°
belF C30seg; 50°C 1
bl Cloroplasto 1247 32 320 ™ min; 72 °C 90 seg;  ayama et al., 20 CDS
tbecLR o
extensién final 72°C
20 min.
~
&
i~
S
s
< 94°C 5 min; 35
£ ciclos: 94 °C 1 min; Mengetal. Rewi
= maR Mitocondria 828 32 320 26F-1002R 58 °C 1 min; 72°C 20023 Shiet oo™
. mitocondrial
90 seg; extension al, 2005
final 72 °C 7 min.
94° C 5 min; 35
2651 ciclos: 94 °C 1 min; Neyland y
268 Nuclear 502 32 320 950Rev 56 °C 1 min; 72°C 1 Lowenfeld,  rRNA gene
min; extension final 2000

72 °C 10 min.
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Tabla 6. Numeros de acceso en el GenBank (NIH) de las secuencias de
Rhizophora mangle analizadas en el presente estudio.

Secuencia Nombre en NCBI No. Acceso
BankIt2428548 mangle_psbj_1 MW 592905
Banklt2428548 mangle_psbj_2 MW 592906
Banklt2428548 mangle_psbj_3 MW592907
BankIt2428548 mangle_psbj_4 MW 592908
psbJ-petA Banklt2428548 mangle_psbj_5 MW592909
Banklt2428548 mangle_psbj_6 MW592910
BankIt2428548 mangle_psbj_7 MW592911
Banklt2428548 mangle_psbj_8 MW592912
Banklt2428548 mangle_psbj_9 MW592913
BankIt2428548 mangle_rcbl_1 MW592914
rbcL BankIt2428548 mangle_rcbl_2 MW592915
BanklIt2428548 mangle_rcbl_3 MW592916
BankIt2428562 mangle-26S_1 MW592917
Banklt2428562 mangle-26S_1 MW592918
Banklt2428562 mangle-26S_1 MW592919
26S BankIt2428562 mangle-26S_1 MW592920
Banklt2428562 mangle-26S_1 MW592921
Banklt2428562 mangle-26S_1 MW592922
BankIt2428562 mangle-26S_1 MW592923
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Apéndice VIII. Campos de las bases de datos (Excel) de Avicennia germinansy

Rhizophora mangle.

Avicennia germinans

|Nombre/archi\zo Nombre/Hoja Columna Campos Descripcién
Base de datos secuencias 3 atpH-atpl A Marcador Tipo de marcador que se uso
marcadores Avicenia para las poblaciones.
germinans.
B Especie Avicenia germinans.
Sitio/Localidad  Sitio de muestreo.
D Secuenciade Tipo de marcador que se uso
cloroplasto para las poblaciones.
E Individuo .U NUmero deindividuo que se

analizarén por cada poblacion.

F Secuencias de nucleétidos.
Base de datos secuencias 3 rbcl A Marcador Tipo de marcador que se uso
marcadores Avicenia para las poblaciones.
germinans.
B Especie Avicenia germinans.
Sitio/Localidad  Sitio donde se muestreo
D Secuencia de Tipo de marcador que se uso
cloroplasto para las poblaciones.
E Individuo I.U Ndmero deindividuo que se
analizo por cada poblacién.
F Secuencias de nucledtidos
Base de datos secuencias 3 pipet A Marcador Tipo de marcador que se uso
marcadores Avicenia para las poblaciones.
germinans.
B Especie Avicenia germinans.
Sitio/Localidad  Sitio donde se muestreo
D Secuencia de Tipo de marcador que se uso
cloroplasto para las poblaciones.
E Individuo .U Numero deindividuo que se

analizo por cada poblacion.

F Secuencias de nucledtidos.
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Rhizophora mangle

[Nombre/archivo Nombre/Hoja Columna Campos Descripcién
TABLAS EXCELMS Tabla 1. posicion A Identificador de  Acronomimo de México.
geogréfica sitio
B Estado
C Sitio Localidad.
D Especie Rhizphora mangle.
E No. Deindividuo NuUmero deindividuos que se
colectaron.
F Dia Fecha decolectade la
muestra.
G Mes Mes de colecta del tejido foliar.
H Afio Fecha decolectade lamuestra.
| Latitud N Grados.
J Longitud W Grados.
K DNA Indica que se obtuvo material
genético.
L Morfologia
M No. De Ndmero de marcadores que
Marcadores utilizaron para cada especie.
N M amplicadas NUmero deindividuos que se
extrajo el ADN
0] M analizadas NUmero de muestras
analizadas por cada poblacion.
TABLAS EXCELMS Tabla. 2 A Especie R. mangle.
B Localidad Sitio de muestreo.
C Individuo (arbol) I Numero deindividuo que se
analizo por cada poblacion.
D Secuencia de Secuencia de nucledtidos del
cloroplasto marcador psbJ-petA.
TABLAS EXCELMS Tabla. 2 355A Especie R. mangle.
3558 Localidad Sitio de muestreo.
355C Individuo (arbol) I Numero deindividuo que se
analizarén por cada poblacion.
355D Secuencia de Secuencia denucledtidos del
cloroplasto marcador rbcl .
TABLAS EXCELMS Tabla. 2 708 A Especie R. mangle.
708 B Localidad Sitio de muestreo.
708 C Individuo (arbol) I Numero deindividuo que se
analizo por cada poblacion.
708 D Secuencia de Secuencia denucledtidos del
mitocondria marcador matR.
TABLAS EXCELMS Tabla. 2 1061 A Especie R. mangle.
1061 B Localidad Sitio de muestreo.
1061C Individuo (arbol) I Numero deindividuo que se
analizo por cada poblacion.
1061 D Secuencia Secuencia de nucledtidos del

(Nuclear)

marcador 26S.
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