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RESUMEN

En México, los bosques templados constituyen el 16 % de la cobertura forestal total. De esta
proporcion, un 14 % es ocupado por bosques de pino. Pinus hartwegii Lindl. esta adaptada a
zonas altas y frias, por lo que constituye el limite de la vegetacion arbérea en las montafias de
México. Aunque 86 % de sus poblaciones se encuentran resguardadas en Areas Naturales
Protegidas, su habitat exclusivo y unico podria reducirse o incluso desaparecer debido al cambio
climatico y a cambios ambientales de origen antropico. Ante esta situacion, la diversidad
genética juega un papel crucial en la conservacion de las especies, ya que es necesaria para que
las poblaciones respondan a dichos cambios. El objetivo de esta investigacion fue evaluar la
diversidad y estructura genética de poblaciones de P. hartwegii en el Parque Nacional La
Malinche para proponer estrategias de conservacion. Dado que las poblaciones de P. hartwegii
se desarrollan en un contexto de constante cambio de uso de suelo, y posiblemente es la principal
causa de reduccion y aislamiento de las poblaciones, se esperaba encontrar baja diversidad y
alta estructura genética poblacional. Con base en la variacion genética de 10 microsatélites de
ADN de cloroplasto, se analiz6 la diversidad genética en seis poblaciones de P. hartwegii
distribuidas en dos laderas del Parque Nacional La Malinche (norte y sur). Se identificaron 103
haplotipos y una diversidad genética promedio (H) de 0.9901. La mayor variacion genética se
observd dentro de las poblaciones. La Fst no mostrd diferenciacion significativa entre
poblaciones, no obstante, el Analisis Espacial de Componentes Principales indicé una
estructuracion genética débil entre laderas. La alta diversidad genética, junto con la escasa
estructura genética espacial podrian deberse a una limitada dispersion de las semillas, mas que
a la dispersion del polen. Basandose en estos resultados, se propone el establecimiento de dos
Unidades de Conservacion de Recursos Genéticos Forestales para P. hartwegii: (1) las
poblaciones de ladera norte, y (2) las poblaciones de la ladera sur, ademas de establecer rodales

semilleros en poblaciones que presentan la mayor diversidad genética.
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1. INTRODUCCION

Los bosques templados son comunidades dominadas por arboles altos, mayormente pinos
(Pinus) y encinos (Quercus), frecuentemente asociados a otras especies como Abies religiosa
(Kunth) Schitdl. & Cham., Juniperus spp., Arbutus xalapensis Kunth, Salix paradoxa Kunth,
y Pseudotsuga menziesii Mirb. Estas asociaciones vegetales se encuentran en zonas
montafiosas con clima templado a frio, entre los 2000 y 3400 msnm. En Meéxico, se
distribuyen en mayor grado en el norte y sur de Baja California, a lo largo de las Sierra Norte
de Oaxaca, la Sierra Madre de Chiapas y Los Altos de Chiapas, y ocupan actualmente 16 %
(323,200 km2) del territorio mexicano (CONABIO, 2021).

De las especies del género Pinus, México es considerado un centro secundario de
diversificacion al contar con cerca del 50 % de las especies que existen en el mundo, ademas
de que cuenta con un alto porcentaje de endemismos (>55 %) concentrados en islas
biogeograficas (CONABIO 2021; Sanchez-Gonzélez 2008). Pinus hartwegii (pino de las
alturas) se distribuye entre los 3400 hasta los 4000 msnm, es una especie adaptada a
ambientes frios y de extrema altitud, por lo que representa el limite altitudinal de la
vegetacion arborea (Viveros-Viveros y cols. 2009). Tiene una distribucion discontinua desde
el noreste de México hasta Guatemala. En la Faja Volcanica Transmexicana (FVTM), se
localiza en las montafias de gran altitud, tales como, los volcanes Pico de Orizaba,

Popocatépetl, Iztaccihuatl, Nevado de Toluca y La Malinche.

El Parque Nacional La Malinche (PNLM) se decreté como Area Natural Protegida en
1938 (CONANP 2013), es el reservorio mas importante de biodiversidad en el estado de
Tlaxcala, ya que cuenta con un registro de 937 especies de plantas, vertebrados, hongos y
mixomicetos (Fernandez y Lépez 2005; Lépez-Téllez 2019) (Figura 1A). A pesar de tener la
categoria de Parque Nacional, La Malinche ha sufrido un notable deterioro en la cubierta
vegetal debido a actividades humanas, como la tala ilegal y el cambio de uso de suelo. Esto
ha transformado sus bosques en zonas de uso agricola y pecuario, lo que disminuye
drasticamente las poblaciones de especies arbéreas (Figura 1B) (Lopez-Tellez 2019; Ramon
y Aguilar 2021).



La reduccién del tamafio poblacional y la pérdida de poblaciones de una especie
modifican los procesos ecoldgicos y evolutivos. En poblaciones pequefias que permanecen
asi por largos periodos, el flujo genético se reduce y la deriva genética se intensifica, lo que
puede generar cambios importantes en la diversidad y estructura genética (Rocha y Gasca
2007). La pérdida de la diversidad genética aumenta la probabilidad de sufrir enfermedades
o efectos genéticos deletéreos (Hedrick 2011). Mientras que, la estructura genética depende
de los patrones y niveles de flujo genético, pues actia como una fuerza cohesiva entre las
poblaciones: si estas se mantienen aisladas, la variacion en las frecuencias alélicas entre las

poblaciones incrementara (Hedrick 2011; Aguirre 2007).

Ya que el pino de las alturas es una especie altamente vulnerable por la extrema
exclusividad de su habitat y las intensas actividades de cambio de uso de suelo en el PNLM,
este estudio evalud la diversidad y estructura genética de poblaciones de P. hartwegii en el
PNLM, con lo cual es posible reportar el estado de la variabilidad genética de las poblaciones
y definir unidades de manejo para conservar el flujo genético entre ellas. La informacion
derivada de esta investigacion es de gran utilidad para el disefio de estrategias de

conservaciéon y manejo de poblaciones de P. hartwegii del PNLM.

Figura 1. Parque Nacional La Malinche. A) Bosque de oyamel (Abies religiosa) y pino de las alturas (Pinus
hartwegii) en la ladera sur. B) Zonas de cultivo en la ladera este del parque, al fondo se observa el Pico de
Orizaba (Fotos: Saul George Miranda).



2. ANTECEDENTES
2.1.  Bosque templado

Los bosques templados constituyen el 16 % de la extension total de areas forestales en
México. De esta cifra, el 25 % es ocupado por bosques de encino, el 70% por bosques de
pino y pino encino, y un 5 % por otras especies de coniferas, de modo que los bosques
templados son los de mayor distribucion en el territorio nacional (CONABIO 2021; Galicia
y cols. 2018). Los bosques templados proveen una gran variedad de servicios ecosistémicos,
ya que son fuente de alimentos y recursos maderables. Ademas, participan en la regulacion
climética, captura de carbono y agua, y al ser el habitat de muchas especies, mantienen la
biodiversidad. Estos bosques no solo cumplen una funcion ambiental, sino que también
proveen de servicios culturales por ser espacios recreativos, comunitarios y educativos

(Galicia y cols. 2018; Monarrez-Gonzalez y cols. 2018).

En Meéxico, se han llevado a cabo una variedad de diversos estudios en relacion a los
bosques templados, como analisis de diversidad faunistica (Almazan-Nufiez y cols. 2009;
Garcia-Gomez y cols. 2011; Guzméan-Mendozay cols. 2014; Ugalde-Ledezma y cols. 2010),
diversidad y estructura vegetal (Davila-Lara y cols. 2019; Granados y cols. 2014;
Manzanilla-Quijada y cols. 2020; Silva-Garcia y cols. 2021), estudios sociales (Galicia y
cols. 2018; Ldpez-Téllez y cols. 2019), de almacenamiento y dinamica del carbono (Galicia
y cols. 2016), y de efectos del cambio climéatico (Gémez-Pineda y cols. 2020; Gutiérrez y
Trejo 2014; Manzanilla-Quifiones y cols. 2018; 2019).

2.2. Cambio de uso de suelo

El concepto de “uso de suelo” hace referencia al conjunto de actividades humanas que se
desarrollan sobre la cobertura del suelo. Por lo tanto, el cambio de uso de suelo es la
modificacion de la cobertura natural para satisfacer necesidades sociales y econdémicas (Geist
y Lambin 2002). Alrededor de una cuarta parte del suelo en el mundo ha sido transformado
y modificado, y esta en continua erosion debido al constante cambio de uso de suelo. Este
proceso contribuye al aumento de las emisiones de gases de efecto invernadero, pérdida de
ecosistemas naturales y la disminucion de la biodiversidad (Panel Intergubernamental de
Expertos sobre el Cambio Climatico IPCC 2019).



La Ley General de Equilibrio Ecoldgico y Proteccion al Ambiente (LGEEPA, 2015)
establece que dentro de los Parques Nacionales no se permiten asentamientos humanos ni
actividades agricolas y pecuarias. No obstante, cuando el Parque Nacional La Malinche
(PNLM) fue decretado una Area Natural Protegida (ANP), en una parte de la superficie del
poligono se encontraban asentamientos humanos. Esto condujo a implementar una
regulacion del uso del suelo y aprovechamiento de recursos naturales a través de una

zonificacion (Lopez-Téllez y cols. 2019).

Desafortunadamente, el PNLM ha sufrido un notable deterioro en la cubierta vegetal
debido al constante cambio de uso de suelo para la expansion de la frontera agricola, ganadera
y el desarrollo de infraestructura, incluyendo la tala ilegal, la demanda de madera y el ocoteo
(Lopez-Téllez y cols. 2019; Ramon y Aguilar 2021). Aunado a esto, durante las décadas de
los ochenta y noventa el desarrollo industrial en los estados de Puebla y Tlaxcala present6 un
proceso de expansion, lo que incrementd la demanda de viviendas en la zona de influencia
del PNLM. Esto corresponde con lo reportado por Ramén y Aguilar (2021), quienes
identificaron tasas anuales de crecimiento poblacional en la Zona Metropolitana Puebla-
Tlaxcala que oscilaron entre el 1.5 % al 6 % anualmente, en el periodo comprendido entre
1950 al 2010.

A pesar de que la mancha urbana no ha alcanzado el poligono del PNLM, Ramon y
Aguilar (2021) sugieren que el proceso de cambio de uso de suelo amplia las zonas de cultivo
hacia los bosques del parque. Esta expansién ha resultado en una pérdida de

aproximadamente 7,000 ha de bosque en solo 40 afios.
2.3.  Cambio climatico antropogénico

Mediciones de las condiciones atmosféricas han documentado un incremento de la
temperatura global en el planeta desde finales del siglo XIX, fendmeno conocido como
Calentamiento Global Antropogénico (Caballero y cols. 2007). Nos encontramos cerca de
superar los limites maximos de temperatura registrados en los Gltimos 40 afios. Las
concentraciones de gases de efecto invernadero estan alcanzando niveles globales sin
precedentes, y se estima que la temperatura media anual mundial aumente 1.5°C a principios

de la década de 2030 (Caballero y cols. 2007; IPCC 2022). Este aumento provocara que los
4



cambios drasticos en el clima, como la disminucién de hielo en los polos, episodios de
precipitacion intensa, olas de calor, aumento en los niveles del mar, sequias y aumento en la
actividad cicldnica, entre otros, continten e incluso incrementen (Diaz Cordero 2012, IPCC
2022).

Actualmente, la relacion entre la biodiversidad y el clima ha captado una creciente
preocupacion dentro de la comunidad cientifica a nivel global debido a su efecto en los
diferentes grupos taxondémicos (Van Der Putten y cols. 2010). Las consecuencias del cambio
climatico se expresan en varios niveles, éstos se pueden observar en la fenologia de las
especies, en las interacciones bidticas y en el rango de distribucion de estas (Ceccarelli y
Rabinovich 2015; Van Der Putten y cols. 2010).

Diversos estudios sugieren que se esperan expansiones o retracciones en la distribucion
de las especies con respecto a su distribucion actual, con una tendencia general de
movimientos latitudinales y a elevaciones mas altas (Ceccarelli y Rabinovich, 2015; Sdenz-
Romero y cols. 2020; Sdenz-Romero 2015; Van Der Putten y cols. 2010; Zuckerberg y cols.
2009). Sin embargo, la respuesta que tendra cada grupo taxonémico a estos cambios
dependera de los requerimientos térmicos, tolerancias y adaptaciones de cada especie, asi

como de la complejidad térmica del habitat (Lara-Resendiz y cols. 2019).

Estudios llevados a cabo en diversas latitudes y elevaciones sefialan a los ecosistemas de
bosques de clima boreal y templado como los mas sensibles al cambio climatico (Manzanilla-
Quifiones y cols. 2019). Diversas investigaciones que han modelado la distribucion de
especies de la familia Pinaceae en México, bajo diferentes escenarios de cambio climatico,
proponen una reduccion importante de la distribucién a futuro. Pinus leiophylla Schitdl. &
Cham., Abies religiosa, P. teocote Cham. & Schltdl. y P. hartwegii, son algunas de las
especies que podrian presentar impactos significativos en términos de su distribucién (Cruz-
Cardenas y cols. 2016; Gémez-Pineda y cols. 2020; Gutiérrez y Trejo 2014; Manzanilla-
Quifiones y cols. 2019; Sédenz-Romero y cols. 2015).

Por su parte, Gutiérrez y Trejo (2014) predicen cambios significativos en las condiciones
climaticas idoneas de la distribucion de cinco especies arboreas (Pinus ayacahuite Ehrenb.
ex Schltdl., P. hartwegii, Abies hickelii Flous & Gaussen, Quercus laurina Bonpl. y Quercus
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ocoteifolia Liebm.) en los bosques templados de México. Estos autores proponen que, debido
a los cambios en el clima, existe la posibilidad de que se produzcan extinciones locales para
el afo 2050.

Es importante destacar que, no todas las especies o poblaciones sufriran una reduccion
en su rango de distribucion debido al cambio climético. Se ha documentado en diversas
especies que el cambio climatico puede tener efectos positivos, como la ampliacion del
habitat potencial. Algunos ejemplos de esto se observan en especies como el reptil terméfilo
iguana del desierto (Dipsosuaurus dorsalis Baird & Girard 1852) (ver Lara-Resendiz y cols.
2019). Asi como en insectos vectores de enfermedades como los Triatominos, que transmiten
la enfermedad de chagas (Ceccarelli y Rabinovich 2015). Ademas, es posible que algunas
especies se vean beneficiadas al expandir sus rangos de distribucidn hacia latitudes y altitudes
mas altas, como la mariposa Aricia agestis (Denis & Schiffermiiller 1775) (ver Menéndez y
cols. 2008).

Pinus hartwegii es una especie altamente vulnerable a los efectos del cambio climatico,
ya que sus poblaciones enfrentan los cambios en la disponibilidad de agua superficial,
aumento de temperatura y reduccion de la humedad, condiciones que afectan su desarrollo.
De acuerdo con Gutiérrez y Trejo (2014), las condiciones ambientales necesarias en los
bosques subalpinos para la prosperidad de P. hartwegii se perderan en un 86 % en todo el
pais, y practicamente las poblaciones remanentes se encuentran resguardadas en Areas
Naturales Protegidas, dentro de la FVTM.

Por otro lado, Manzanilla-Quifiones y cols. (2019) predicen una reduccion en la
distribucion actual de P. hartwegii en el PNLM de hasta un 19.6 % (54.3 ha). Algunos autores
sefialan que la variabilidad genética de la especie puede verse disminuida (lglesias y cols.
2004; Viveros-Viveros y cols. 2014). Sin embargo, si las poblaciones mantienen niveles altos
de diversidad genética, estos pueden incrementar las probabilidades de resistir cambios en el
entorno, responder a enfermedades y plagas, e incluso adaptarse a nuevos ambientes
(Frankham y cols. 2002).



2.4.  Diversidad genética

La diversidad genética es el conjunto de variaciones heredables (alelos y genotipos) que
se producen en cada organismo, los individuos de una poblacion y entre las poblaciones de
una especie (Hartl y Clark 1997). La variacion genética constituye el material basico de los
cambios evolutivos y ofrece una vision hacia el futuro, ya que mediante el potencial evolutivo
las poblaciones pueden responder a cambios ambientales (variabilidad adaptativa) (Allendorf
y cols. 2013; Frankham y cols. 2002; Loeschcke y cols. 1994; Pertoldi y cols. 2007). Ademas,
la diversidad genética proporciona una vision retrospectiva de los linajes evolutivos de los

taxa y de la estructura actual dentro y entre poblaciones (Allendorf y cols. 2013).

En el contexto de la conservacion, la variacion genética es importante en dos aspectos
jerarquicos fundamentales: (1) las diferencias genéticas entre individuos de una poblacion; y
(2) las diferencias genéticas entre poblaciones de una misma especie (Allendorfy cols. 2013).
Usualmente la diversidad genética se caracteriza a través de polimorfismos, es decir, la

presencia de diferentes variantes alélicas de un conjunto de loci (Allendorf y cols. 2013).

Los parametros genéticos fundamentales son la heterocigocidad promedio y la diversidad
alélica que hay en una poblacién, especie o grupo de especies (Frankham y cols. 2002). La
cantidad de variacion genética presente en una poblacion proporciona informacion sobre su
estructura demografica (disminucion del tamafio poblacional, tasas de movimiento
interpoblacional, relaciones y divergencias entre poblaciones) y la historia evolutiva de una
poblacién (Allendorf y cols. 2013). Una baja variabilidad genética puede ser indicativo de
un evento de reduccion drastica en el tamafio de la poblacién (e.g. cuellos de botella)
(Allendorf y cols. 2013), mientras que, la divergencia entre las poblaciones refleja las tasas
de flujo genético (migracion) (Allendorf y cols. 2013).

La variabilidad genética presente entre y dentro de las poblaciones es resultado de
multiples factores, como el efecto diversificador de la mutacion, la seleccion natural, el flujo
genético, y la deriva genética (Hedrick 2011). Esta Gltima en particular, tiende a cambiar las
frecuencias alélicas al azar y eventualmente fijar o inducir la pérdida de alelos en una
poblacion, en tanto que, el flujo genético tiende a producir homogeneidad genética en las
poblaciones (Hedrick 2011; Eguiarte 1986). En pequefias poblaciones, la pérdida de la
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variabilidad genética aumenta la probabilidad de experimentar una serie de efectos genéticos
deletéreos como la depresion por endogamia (una reduccion de la adecuacion de los
individuos por apareamiento entre congéneres), y la pérdida del potencial evolutivo (Hedrick
2011; Primack 2014; Edmands 1999).

2.5.  Estructura genética

La estructura genética es resultado de las diferencias de las frecuencias alélicas, y las
diferencias de la variacion genética entre individuos y poblaciones (Eguiarte y cols. 2010,
Allendorf y cols. 2013). Una estructura genética alta indica diferencias en las frecuencias
alélicas entre las poblaciones, mientras que, una baja estructura genética representa pocas
diferencias en las frecuencias alélicas (Eguiarte y cols. 2010). Uno de los métodos mas
utilizados para evaluar la estructura genética son los estadisticos F de Wright (1931), también

conocidos como coeficientes de consanguinidad.

Fis se refiere a la probabilidad de que dos alelos en un individuo sean idénticos por
descendencia (Allendorf y cols. 2013). Actia como una medida de la desviacion del
equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) (Hardy 1908: Weinberg 1908) dentro de las poblaciones
(Allendorf y cols. 2013; Frankham 2002). Por otro lado, Fst o indice de fijacion, indica la
probabilidad de que dos alelos extraidos aleatoriamente en dos poblaciones sean idénticos
por descendencia (Allendorf y cols. 2013). Este indice sirve como una medida de la
divergencia de frecuencias alélicas entre las poblaciones (Allendorf y cols. 2013; Frankham
2002). Por ultimo, Fit es un indicador que evalUa la desviacion general de las proporciones
del HW en todas las poblaciones (Allendorf y cols. 2013; Frankham 2002).

2.6.  Estructura genética espacial

La estructura genética espacial (EGE) se puede definir como la distribucién no aleatoria
de genotipos y alelos en una poblacidn, resultado de diferentes factores, por ejemplo, eventos
historicos, el sistema de apareamiento, caracteristicas del paisaje, y procesos evolutivos como
la seleccion natural (Vekemans y Hardy 2004; Allendorfy cols. 2022). A escala espacial fina

el flujo genético puede limitarse y provocar un exceso de apareamiento por proximidad a



causa de la distancia principalmente, o bien, debido a la resistencia de algun atributo del
paisaje (Vekemans y Hardy 2004; Troupin y cols. 2006).

En poblaciones de plantas, se han realizado diversos estudios sobre EGE a escala fina, en
los que se ha observado que los sitios de reclutamiento adecuados y las distancias de
dispersion del polen y las semillas son los principales factores que determinan la estructura
(Vekemans y Hardy 2004, Hernandez-Velasco y cols. 2017). También, es conocido que la
densidad de la poblacion influye sobre la magnitud de la EGE. Por ejemplo, Troupin y cols.
(2006) mencionaron que, en poblaciones densas, la dispersion de semillas puede verse
reducida debido a vientos menos intensos, lo que causa una mayor EGE.

El conocimiento de la estructura genética espacial es importante, ya que en combinacion
con estudios ecolégicos y de historia de vida es posible conocer la dinamica de las

poblaciones y conservar la capacidad evolutiva de las especies (Troupin y cols 2006).
2.7.  Genética de la conservacion

La genética de la conservacion es una disciplina aplicada, cuyo principal objetivo es
preservar a las especies en riesgo de extincién como entidades dinamicas capaces de enfrentar
cambios ambientales a largo plazo (Frankham y cols. 2002). Esta disciplina se fundamenta
en la genética de poblaciones y la evolucion, las cuales contribuyen a la biologia de la
conservacion de numerosas formas. Principalmente, porque proporcionan herramientas para
describir la diversidad genética y las bases tedricas para entender los mecanismos que

producen los cambios evolutivos (Frankham y cols. 2002; Loeschcke y cols. 1994).

La genética de la conservacion se enfoca en diversos aspectos que incluyen la pérdida de
la diversidad genética, los efectos de la endogamia, la depresién exogamica, la estructura
genética, la relacion de parentesco por medio de filogenias y la definicion de unidades de
manejo dentro de las poblaciones (Allendorf y cols. 2013; Frankham y cols. 2010).
Adicionalmente, proporciona las bases genéticas para proponer estrategias de conservacion
gue permitan minimizar los riesgos de extincién de poblaciones pequefias (Frankham y cols.
2002; Loeschcke y cols. 1994).



2.8.  Unidades de Conservacion de Recursos Genéticos Forestales

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO por
sus siglas en inglés, 2014) establece que los recursos genéticos forestales (RGF) son el
material hereditario que se encuentra dentro y entre las especies arbustivas y de arboles que
tienen un valor social, cientifico, ambiental o econdmico real o potencial. Para conservar
estos recursos genéticos forestales, se requiere de la implementacion de estrategias de

conservacion ex situ e in situ (FAO, 2014).

La conservacion in situ implica que una poblacion determinada se mantiene dentro de la
comunidad de la que forma parte, en el ambiente en el que se ha desarrollado y tiene la ventaja
tedrica de permitir el cambio evolutivo (Ledig 2004). Identificar poblaciones con diversidad
genética reducida y/o distinguir subpoblaciones genéticamente diferenciadas permite dirigir
esfuerzos de conservacion hacia ellas (Gonzalez 2003). Sin embargo, ain se siguen buscando
métodos que permitan distinguir de forma inequivoca ‘“unidades” de conservacion.
Actualmente una de las estrategias para proteger parte de la diversidad genética de especies
de pinos in situ es el establecimiento de redes de Unidades de Conservacion de Recursos
Genéticos Forestales (UCRGF) (Arzate Fernandez 2016; Ledig 2004). Estas UCRGF se
entienden como poblaciones forestales que a efectos de la conservacion se consideran
genéticamente distintas, estas diferencias se establecen por los niveles de diversidad y flujo

genético entre poblaciones (Teissier du Cross 2001; Ledig 2004).

Teissier du Cross (2001) menciona que diversos estudios se basan en el flujo genético
que se observa entre poblaciones para establecer estas redes de UCRGF. Estos estudios
buscan definir la dimension de las unidades de conservacion que permitan cumplir los
siguientes objetivos: (1) asegurar una regeneracion suficiente, (2) fomentar la diversidad
genética, y (3) mantener las caracteristicas ecoldgicas y genéticas de las unidades de la red
de conservacion. Para cumplir estos objetivos, es necesario que las unidades de conservacion
tengan un minimo de individuos reproductivos, asi como delimitar una zona de proteccion

alrededor de las mismas (Teissier du Cross 2001).
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2.9.  Investigaciones genéticas en Pinus

Hasta hace unas décadas, en estudios de diversidad y estructura genética en especies del
género Pinus, las aloenzimas eran uno de los marcadores mas utilizados para estimar la
diversidad genética (Delgado y cols. 2002). Sin embargo, ahora los microsatélites de
cloroplasto son cada vez mas utilizados para estudios de diversidad y estructura genética
debido a su alto grado de polimorfismo, herencia uniparental y ausencia de recombinacién
(Ebert y Peakall 2009).

Delgado y Pifiero (2002) obtuvieron una diversidad genética alta con microsatélites de
cloroplasto en poblaciones hibridas de Pinus montezumae Lamb. y P. pseudostrobus Lindl.,
en comparacion con P. leucodermis (P. heldreichii Christ) (Powell y cols. 1995) y P.
halepensis Mill. (Bucci y cols. 1998). En otras especies, como P. uncinata Ramond ex DC.
(Dzialuk y cols. 2009) y P. sylvestris L. (Robledo-Arnuncio y cols. 2005) se reportaron altos
niveles de diversidad haplotipica con microsatélites de cloroplasto (H = 0.986 y H = 0.978
respectivamente), pero una diferenciacion significativa entre las poblaciones estudiadas
(Dzialuk y cols. 2009).

Respecto a P. hartwegii, hasta el momento solo se ha reportado un estudio donde se
evalUa la diversidad genética con isoenzimas en un gradiente altitudinal del Parque Nacional
Pico de Tancitaro, Michoacan, México (Viveros-Viveros y cols. 2009). Los autores
encontraron una moderada pero significativa diferenciacion genética entre poblaciones (Fst
=0.111) a pesar de las cortas distancias entre ellas. De acuerdo con los resultados reportados,
los autores sugieren establecer dos unidades de conservacion de recursos genéticos

forestales: la primera entre los 3,000 msnm a 3,350 msnm y la segunda a 3,600 msnm.
2.10. Técnicas moleculares para estudios de diversidad genética

Los marcadores moleculares son una herramienta con multiples aplicaciones en la
conservacion biologica. Entre los mas utilizados, se encuentran los microsatélites o
secuencias repetidas cortas (SSR, por sus siglas en inglés). Estos son, como lo dice su
nombre, secuencias repetidas en tandem (1 a 6 pares de bases) que se encuentran en baja

frecuencia en regiones codificantes y no codificantes (Schl6tterer 2004; Zane y cols. 2002).
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Estos marcadores presentan un elevado grado de polimorfismo, y en los SSR nucleares
(nSSR) se mantiene la herencia mendeliana y codominancia (Aranguren-Méndez y cols.
2005; Gonzélez 2003).

Con los microsatelites se puede evaluar el aislamiento inter poblacional (estructura
genética poblacional, distancias genéticas), asi como definir unidades de conservacion, lo
que demuestra su gran relevancia en la conservacion, tanto a nivel especifico como

poblacional (Frankham y cols. 2002; Gonzélez 2003).

En particular para el género Pinus, recientemente se han desarrollado microsatélites tanto
de ADN nuclear (nSSR), como de organelos citoplasmaticos (i.e. microsatélites de
mitocondria, mtSSR; y de cloroplasto, cpSSR) (Delgado y Pifiero 2002). Estos Gltimos
pueden ser de gran ayuda para discriminar especies 0 taxa que estén muy relacionados
filogenéticamente, asi como para realizar estudios finos a nivel intraespecifico (Delgado y
Pifiero 2002).

2.11. ADN de cloroplasto

En organismos fotosintéticos, los cloroplastos son organelos en donde se realiza este
proceso metabdlico (Renteria 2007; Espinosa y Chavez 2019). Cada cloroplasto tiene sus
propios ribosomas y multiples regiones nucleotidicas (de 8 a 10 moléculas) dentro del ADN
organizado en un solo cromosoma circular (Renteria 2007). EI ADN de cloroplasto contiene
cuatro regiones claramente definidas: una region larga de copia Unica (LSC; Large Single
Copy region), una regién corta de copia Unica (SSC; Small Single Copy region); y dos
regiones repetidas inversas (IR) (Espinosa y Chéavez 2019). Dentro de estas regiones
podemos encontrar genes, ARNs de transferencia, genes ribosomales, intrones y exones
(Espinosa y Chavez 2019).

En la mayoria de las gimnospermas, como las coniferas, los cloroplastos se heredan de
manera uniparental, la herencia es via paterna y no estan sujetos a recombinacion (Freeland
2005). Por lo tanto, los cambios acumulados que se observan en las poblaciones se deben
solo a los procesos demogréaficos y de mutacion (Freeland 2005). Esta particularidad permite

contestar preguntas evolutivas puntuales como el monitoreo de flujo genético, inferencias de
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parametros demograficos para determinar patrones evolutivos (Renteria 2007), asi como
llevar a cabo estudios filogeogréficos y analizar eventos de introgresion e hibridacion

(Vazquez-Dominguez 2007).

Aunque los microsatélites de cloroplasto (cpSSR) pueden parecer similares a los
microsatélites nucleares, los cpSSR tienen varias caracteristicas importantes. Una de ellas es
que debido a su herencia y haploidia todo el genoma esta ligado (Freeland 2005), por lo tanto,
a pesar de que en ocasiones se describen como multiples marcadores independientes todos
forman un solo gen (locus). Los cpSSR proporcionan una representacion de la historia
evolutiva; dado que su material genético solo representa una parte de la informacién genética
total de uno de los padres, el tamafio efectivo de la poblacidn (Ne) se reduce a la mitad (Ebert
y Peakall 2009). Esta caracteristica hace que estos marcadores sean potencialmente mas
efectivos en detectar procesos demograficos, y son una importante herramienta en estudios
filogenéticos, de diversidad y estructura genética, y de hibridacion en plantas (Freeland 2005;
Ebert y Peakall 2009; Wheeler y cols. 2014).

2.12. Especie de estudio: Pinus hartwegii

Pinus hartwegii mide entre 15 m y 30 m de altura; su diametro oscila de 40 cm a 70 cm;
la corteza es agrietada de color pardo rojizo (Figura 2A). Las ramas bajas son perpendiculares
al fuste y la copa es gruesa, redondeada y de color grisaceo. Presenta de tres a cinco aciculas
por fasciculo con una longitud de 8 cm a 17 cm, son de color verde claro, su forma dorsal es
ancha con la costilla media ligeramente levantada (Figura 2B). Los estrobilos femeninos son
ovoides, de color rojizo muy oscuro, resinosos y miden entre seis y 12 cm de largo; las
semillas son aladas de color negro y miden entre cinco a siete mm de largo (Figura2C)
(Martinez 1948; Pérez 1984; Iglesias-Andreu y Tivo-Fernandez 2006). La dispersion de
especies con semillas aladas, como P. hartwegii, se ven favorecidas por el viento (anemofila)

y pueden esparcirse rapidamente hasta dominar el sitio (Figura 2D).

En La Malinche un cono de P. hatwegii tiene una produccion promedio de alrededor de
140 semillas maduras (Alba-Landa 2003). El porcentaje de germinacién se ha reportado entre
el 33.65 % a 98.87 % en lugares como el Ajusco e Iztaccihuatl respectivamente (Ortega-Mata
y cols. 2003). Se sabe que las semillas de esta especie germinan entre los 15° C a 30° C,
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principalmente las semillas provenientes de altitudes bajas y medias (3250 msnm a 3700
msnm), y su capacidad de germinacion disminuye a los 10°C (George Miranda y cols. 2022).
En cuanto disminuye la disponibilidad de agua, las semillas retrasan el inicio de la

germinacion (George Miranda y cols. 2022).

5cm

.

3cm

Figura 2. Pinus hartwegii: A) individuo adulto, B) aciculas, C) estrébilos femeninos y D) semillas.

El ciclo fenoldgico de los estrobilos femeninos de P. hartwegii tiene una duracién de dos
afios, el desarrollo y maduracién de los estrobilos masculinos tarda aproximadamente cuatro
meses, pero el estrobilo femenino requiere de mayor tiempo, ya que este proceso incluye la
maduracion de las semillas (Franquiz-Dominguez 2018). La liberacion del polen ocurre entre

los meses de abril, mayo y junio, mientras que la liberacion de semillas se da entre los meses
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de noviembre, diciembre y enero en el PNLM (Franquiz-Dominguez 2018). El polen de P.
hartwegii tiene una forma eliptica con dos sacos aéreos, estos granos son lisos y ligeros, lo
cual favorece su transporte por viento, y al igual que otras especies de coniferas sus

dimensiones oscilan entre las 20 a 100 micras (Tivo-Fernandez e Iglesias Andreu 2003).
2.13. Estudios de Pinus hartwegii en el Parque Nacional La Malinche (PNLM)

En el PNLM se han realizado diversos estudios en la ecologia de P. hartwegii (patrones
fenoldgicos, regeneracion natural, estructura vertical y horizontal, éxito reproductivo,
germinacion en gradientes altitudinales). Portillo-Diaz (2017), reportd que la regeneracion
natural de P. hartwegii es baja en el PNLM y esta estrechamente relacionada con la altitud,
ya que las condiciones de temperatura y humedad difieren a lo largo del gradiente altitudinal
y latitudinal (Portillo-Diaz 2017). A su vez, la altitud influye en el estado fitosanitario del
bosque, ya que, en las partes altas no hay infestacion por muérdago y en altitudes media y

baja se observa un alto porcentaje de individuos infestados.

Por otro lado, Franquiz-Dominguez (2018) encontrd que los individuos de P. hartwegii
de las laderas norte y sur del PNLM, presentan diferencias en el surgimiento y en el tiempo
de permanencia en cada una de las etapas de la fenologia reproductiva (inicio, desarrollo y
maduracion). Ademas, la intensidad (nimero de individuos en las etapas reproductivas) es
mayor en las altitudes superiores, lo cual se asocia con las condiciones de temperatura y

humedad iddneas para P. hartwegii (Portillo-Diaz 2017; Franquiz-Dominguez 2018).

En cuanto al éxito reproductivo y germinacion de P. hartwegii en el PNLM, solamente
se tienen datos de la ladera sur del Parque. Montero-Nava (2020) reporté que a altitudes bajas
(3,250 — 3,550 msnm) los valores de desarrollo y eficiencia de semillas son altas; mientras
que, en las altitudes mas altas (3,850 — 4,000 msnm) se presentaron mayores indices de

endogamia.

Con respecto a la germinacion, George-Miranda y cols. (2022) identificaron que en la
ladera sur del PNLM, las semillas con mayores tasas de germinacién se encuentran en la
parte baja y media, las cuales germinaron en un amplio rango de condiciones de temperatura

y disponibilidad de agua. Por el contrario, los requerimientos de temperatura y disponibilidad
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de agua fueron mas especificos en semillas provenientes de mayores altitudes durante la

germinacion.

De acuerdo con estos estudios, se puede observar que las poblaciones de P. hartwegii en
el PNLM tienen una alta adaptabilidad a condiciones ambientales especificas que ocurren a
través del gradiente altitudinal, estas caracteristicas suponen que ante un cambio minimo en
temperatura y humedad podrian impactar significativamente en la dindmica poblacional de

la especie.
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3. JUSTIFICACION

El conocimiento de la diversidad y estructura genética es fundamental para establecer y
definir acciones de manejo y conservacion de especies vulnerables. En México, son escasos
los trabajos sobre la diversidad y estructura genética de poblaciones de P. hartwegii, por lo
que es de gran interés cientifico generar més informacion al respecto. Este estudio aporta
conocimiento relevante de la genética poblacional de P. hartwegii en el Parque Nacional La
Malinche, con lo cual serd posible proponer Unidades de Conservacion de Recursos

Genéticos Forestales de la especie en el Parque.
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4. HIPOTESIS

Si el flujo genético entre las poblaciones de Pinus hartwegii en el Parque Nacional
La Malinche es limitado, entonces la diversidad genética sera baja, mientras que la estructura

genética sera alta.
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5. OBJETIVOS
5.1. General:

Evaluar la estructura geneética de poblaciones de Pinus hartwegii Lindl. en el Parque

Nacional La Malinche (PNLM) para identificar unidades de conservacion.

5.2.  Particulares

1. Estimar la diversidad genética de las poblaciones de P. hartwegii en el PNLM para
identificar poblaciones vulnerables.

2. Estimar la estructura genética de P. hartwegii en el PNLM para inferir los niveles de
flujo genético inter e intra poblacional.

3. ldentificar Unidades de Conservacion de Recursos Genéticos Forestales (grupos
genéticos diferenciados) de Pinus hartwegii en el PNLM para proponer acciones

puntuales de conservacion.
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6. METODOLOGIA
6.1. Zonade estudio

El Parque Nacional La Malinche (PNLM), se ubica en los estados de Tlaxcala y Puebla,
entre los 19°06° 30” - 19° 20’ 19” latitud Norte y los 97° 55” 32 - 98° 09 55” latitud Oeste
en la zona centro-oriente de México, y forma parte de la Faja Volcénica Transmexicana
(Figura 3B). El volcan La Malinche es uno de los mas antiguos en México, con un rango
altitudinal que va de los 2,300 msnm hasta los 4,461 msnm que es la cima de la montafia

(L6épez-Dominguez y Acosta 2005).

El bosque de P. hartwegii se encuentra por arriba de los 3,400 msnm y hasta los 4,000
msnm, constituye el limite altitudinal de la vegetacion arbdrea, ocupando el 3.2 % de la
superficie arbolada del PNLM (Rojas y cols. 2008; Viveros-Viverosy cols. 2009). En general
es un bosque monoespecifico, de baja altura (ocho metros a 20 metros) y de densidad media
a baja (CONANP 2013) (Figura 4).

En altitudes de 3,500 msnm puede estar asociado con bosques de Abies religiosa. El
estrato arbustivo esta constituido por Juniperus monticola Martinez, pero también destacan
Senecio cineraroides Kunth, Senecio salignus DC., y frecuentemente Baccharis conferta
Kunth en sitios perturbados. Por Gltimo, el estrato herbaceo se compone principalmente de
gramineas como Stipa ichu (Ruiz & Pav) Kunth, Festuca tolucensis Kunth y Muhlenbergia
macroura (Humb., Bonpl. & Kunth) Hitchc., de las cuales, algunas se presentan en los

paramos de altura (Lopez-Dominguez y Acosta 2005).
6.2.  Material bioldgico

Se ubicaron seis poblaciones de P. hartwegii, en dos laderas del PNLM (ladera norte y
ladera sur). Estas poblaciones se encuentran distribuidas en tres niveles altitudinales: (1) el
limite superior (~3900 msnm), (2) el nivel medio (~3750 msnm), y (3) el nivel inferior de la
distribucion de la especie (~3500) (Figura 3A). En cada nivel altitudinal se establecié un
transecto sobre el cual se recolectaron aciculas jovenes y sin dafio aparente de 20 individuos

separados al menos cada 30 m, obteniendo en total 120 muestras.
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Figura 3. Distribucién de Pinus hartwegii en México y area de estudio. A) Poblaciones de estudio de Pinus
hartwegii en el Parque Nacional La Malinche. B) B) Ubicacion del Parque Nacional La Malinche. C)
Distribucion de Pinus hartwegii en México.

Figura 4. Bosque de pino de las alturas (Pinus hartwegii). Ambas fotografias en la ladera norte del Parque
Nacional La Malinche: A) a 3900 msnm y B) a~3700 msnm.
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Las muestras de cada individuo fueron colocadas en tubos Eppendorf de 1.5 ml, con
buffer Tris-EDTA pH 8.0 (Sigma-Aldrich). Cada muestra se rotulé con un ID especificando
nombre de la especie, fecha, colectores, ladera, nivel altitudinal y posicion geografica tomada
con GPS (Garmin eTrex® 10) (Anexo 1). Una vez en el laboratorio, las 120 muestras se

mantuvieron en refrigeracion a 4°C hasta su procesamiento.
6.3.  Extraccion de ADN mediante método CTAB

El ADN se extrajo a partir de 200 mg a 300 mg de tejido foliar (aciculas), mediante el
método CTAB (Bromuro de cetiltimetilamonio; Doyle y Doyle 1990) (Anexo 2). Al utilizar
aciculas, es preferible utilizar métodos que eliminen polifenoles, polisacaridos y compuestos
terpenoides. Debido a esto, el método de CTAB, es de las técnicas de extraccion mas
utilizadas para una gran gama de especies fotosintéticas, ya que es un detergente cationico
que cumple la funcién de solubilizar principalmente polisacaridos (Cazal y cols. 2018;
Palomera 2002). Se ha demostrado que con este método de extraccion se puede obtener una
cantidad importante de ADN de buena calidad tanto en hongos (Cazal y cols. 2018) como en
plantas (Falcon y Varela 2007), por lo que resulta ser un método util de extraccion de ADN

para el anlisis de diversos marcadores moleculares.

Las muestras de ADN obtenidas se visualizaron por electroforesis en gel de agarosa al
1% para determinar la presencia de ADN (Anexo 3). Posteriormente, se determiné la
concentracion y calidad mediante el espectrofotometro NanoDrop 2000, para proseguir con

la amplificacion de los loci de microsatélite de ADN de cloroplasto.
6.4.  Amplificacion de loci de microsatélites de ADN de cloroplasto.

Se amplificaron 10 loci de microsatélites de cloroplasto disefiados para Pinus thunbergii
Parl. y P. leucodermis (Pt26081, Pt30204, Pt45002, Pt63718, Pt71936, Pt87268, Pt107148,
Pt107517, Pt109567, Pt110048) (Tabla 1, Vendraminy cols. 1996). Los 10 loci se prepararon
en reacciones de PCR individuales, cada reaccion con 6 ul de Tag PCR Master Mix
(Quiagen) 1ul de primer F (Forward), 1ul de primer R (Reverse) y 1 pl de ADN gendmico
total.
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Las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador BIO-RAD T100™ (Thermal
Cycler). Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: etapa de activacion inicial
de 94°C durante cinco minutos. Posteriormente, cada ciclo de PCR consistio en un minuto
de desnaturalizacion a 94° C, seguido de un minuto de alineacion de los primer a
temperaturas especificas (Tm = temperatura de alineamiento de los primers) (Tabla 1) y un
minuto de extensién a 72°C. Después de 32 ciclos, se dio una extension final de ocho minutos
a 72°C. Cada producto de PCR se visualizd en geles de poliacrilamida al 2% para definir la
reaccion exitosa. Finalmente, se visualizd por electroforesis capilar con el equipo QiAxcel

(Qiagen) para la deteccion de genotipos.

Tabla 1. Microsatélites de ADN de cloroplasto utilizados para determinar la diversidad y estructura genética
poblacional de Pinus hartwegii del Parque Nacional La Malinche.

Locus Secuencia (5°-3°) Tm Ubicacion Numero de
unidades repetidas
Pt26081 CCCGTATCCAGATATACTTCCA 58.8 rpoB (T)14
TGGTTTGATTCATTCGTTCAT (M11
Pt30204 TCATAGCGGAAGATCCTCTTT 58.8 clpP (A)12
CGGATTGATCCTAACCATACC (G)10
Pt45002 AAGTTGGATTTTACCCAGGTG 50 rbcL — atpB spacer (T)15
GAACAAGAGGATTTTTTCTCATACA ()9
Pt63718 AAGTTGGATTTTACCCAGGTG 50 rpl2 (M10
GAACAAGAGGATTTTTTCTCATACA (T)9
Pt71936 TTCATTGGAAATACACTAGCCC 50 IRF169 (T)16
AAAACCGTACATGAGATTCCC (M4
Pt87268 GCCAGGGAAAATCGTAGG 50 trnl (GAU)-trnA (T14)
AGACGATTAGACATCCAACCC (UGC) spacer (T10)
C(T)5
Pt107148 GTTCATTCGGGATCCTTAAAA 50 trnP (GGG)-trnV (M10
GTACTTTCCTTCAGCCAATCTG (GAC) spacer (M10
Pt107517 AAAGCTTTTATTGCGGCC 50 rpl32 (Mi1
ATGGCAGTTCCAAAAAAGC (Mi1
Pt109567 | TATTATCGAACAACGAGAATAATCC 50 rpsl2 (T)11G(T)3
TCACTGTCACTCTACAAAACCG (T)9G(T)2
Pt110048 TAAGGGGACTAGAGCAGGCTA 50 rpsl12 intrén (T)10
TTCGATATTGAACCTTGGACA (M9

Pinus thunbergii (pt) y Pinus leucodermis (pl); vendramin y cols. 1996). Tm = temperatura de alineamiento.
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6.5.  Analisis de datos

6.5.1. Estandarizacién de datos

Una de las principales limitaciones de los microsatélites tiene que ver con los métodos
de evaluacién porque pueden introducir variaciones en los tamafios de los alelos; estos errores
resultan de varias fuentes, desde la amplificacion en PCR, las caracteristicas del marcador e
incluso los instrumentos de electroforesis capilar (Morin y cols. 2009). Por lo que, una vez
obtenida la base inicial de datos con los tamafios de los microsatélites se realizé un “binning”

con el software Allelogram v. 2.2 (Morin y cols. 2009) (Anexo 4).

El “binning” permite la normalizaciéon automatizada y/o manual de los tamafios de los
alelos entre grupos de datos, de modo que se puedan observar y corregir cambios sistematicos
de tamafio debido a diferencias electroforéticas (Morin y cols. 2009). Se estableci6 un rango
de error de 10 pb para normalizar los tamafios de los alelos, este rango se definid con base a
la resolucion de lectura de los pares de bases del equipo de electroforesis capilar QlAxcel
(Qiagen 2008). Debido a la ausencia de recombinacion y herencia uniparental, cada haplotipo
individual se defini6 por la combinacion de los 10 fragmentos de loci de P. hartwegii, por lo

que el conjunto de estos se consideré como un solo locus (Freeland 2005).
6.5.2. Diversidad genética

La diversidad genética por poblacion se obtuvo mediante los siguientes parametros:
frecuencia haplotipica (Fh), nimero efectivo de haplotipos (Neh), nimero de haplotipos (Na)
y la diversidad haplotipica (H) con el software GenAIEx v. 2.0.4. (Peakall y Smouse 2012).

6.5.3. Estructura genética

Para probar estructura genética, se realiz6 un analisis de varianza molecular (AMOVA)
entre poblaciones y entre laderas en RStudio v. 4.2.1 (2022), utilizando la funcién
poppr.amova del paquete poppr (Kamvar y cols. 2015). La significancia estadistica se obtuvo
con la funcion randtest con 100,000 repeticiones, con el paquete ade4 (Dray y Dufour 2007).

Después, se calculo la diferenciacion genética (Fst) por pares de poblaciones de acuerdo con
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Weir y Cockerman (1984) con la funcidn pairwise. WCfst del paquete hierfstat (Goudet y
cols. 2022; Goudet 2005; Weir y Goudet 2017), la significancia estadistica se realizé con una
prueba de X2, Se grafico un mapa de calor de los resultados de Fst por pares de poblaciones

con la funcion heatmap del paquete stats.

Posteriormente, se examinaron los patrones de variacion genética con un Analisis
Factorial de Componentes Principales con la funcién bca, utilizando el paquete ade4 (Dray
y Dufour 2007), donde las poblaciones se definieron como un factor a priori. También, se
realizd un Andlisis Discriminante de Componentes Principales (DPCA por sus siglas en
inglés), el cual es un método multivariado que permite resumir la diferenciacion genética
entre grupos, y pasando por alto la variacién dentro del grupo, logrando la mejor
discriminacion de individuos en grupos predefinidos (Jombart y cols. 2010). Este método
también permite estimar la probabilidad de asignacion de los individuos a cada grupo, por lo

que se realizaron ambos analisis.

Para realizar el DAPC, primero se realiz6 un analisis de validacion cruzada con la funcion
de xvalDapc (10,000 repeticiones), esta funcion permite decidir el nimero de componentes
principales (CP) a retener para realizar el DAPC disminuyendo el riesgo de sobreestimar el
modelo al retener un mayor nimero de CP (paguete adegenet; Jombart y cols. 2010). Debido
a que los cpSSR son altamente variables, se realizd un andlisis de reasignacion exitosa
(basada en las funciones discriminantes) de individuos a sus grupos predefinidos, es decir, a
las poblaciones a priori. Esta reasignacion se realiz6 con la funcién de assingplot, del paquete

adegenet (Jombart y cols. 2010).
6.5.4. Estructura genética espacial

El patron espacial de variacidén genética se evalué con un andlisis de autocorrelacion
espacial con GenAlEx v. 2.0.4. (Peakall y Smouse 2012). Este andlisis evalua la similitud
genética (distancia genética de Nei) entre pares de individuos en diferentes clases de distancia
(km), mostrando la escala en la que se producen los patrones espaciales (Peakall y Smouse
2006). Se requieren como entradas para dicho analisis una matriz de distancia genética y una

matriz de distancia geografica, ambos se realizaron en GenAlEx v. 2.0.4.
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Debido a que la precision del analisis de autocorrelacion depende del tamafio de clase de
distancia 'y el nimero clases de distancia (Peakall y cols. 2003), y estos no se pueden calcular
a priori, se ejecutaron cuatro analisis a diferentes tamarios de distancia. EI primero se ejecuto
en clases de distancia equivalentes a 10 m con 10 clases de distancia. EI segundo con
distancias de 20 m y ocho clases de distancia. El tercero con distancias de 30 my cinco clases
de distancia. El cuarto con distancias de 50 m y cuatro clases de distancia. Se evalud la
significancia estadistica de cada analisis con intervalos de confianza del 95% y 9999
permutaciones (Peakall y Smouse 2006; Smouse y cols. 2008). Se concluyé una
autocorrelacion significativa cuando el valor de r observado estuvo fuera de los intervalos de
confianza del 95% (lineas rojas intermitentes) y la barra de error sobre r no interceptd el eje
x enr =0 (Peakall y cols. 2003).

Después, se implementd una prueba de Mantel para probar aislamiento por distancia.
Para ello, se calcularon las distancias genéticas (euclidianas) con la funcion dist del paquete
stats (R Core Team). Posteriormente se calcularon las distancias geograficas (euclidianas)
con la funcion distm del paquete Geosphere (Hijmans y cols. 2017). Se transformaron los
datos a clases de distancia (120 clases de distancia) con la funcion vec2dist del paquete mefa
(Solymos, 2021). Con las clases de distancia genética y geogréaficas se realiz6 la prueba de
Mantel con la funcion mantel.randtest (1000 permutaciones) del paquete ade4 (Dray y
Dufour 2007), y se ajustd con la funcion Im del paquete stats. Para visualizar si la correlacion
entre las distancias genéticas y geograficas es continua o distante, se realizé6 un mapa de
densidad de kernel bidimensional con la funcion kde2d del paquete MASS (Ripley y cols.
2023).

Finalmente, se implement6 un analisis espacial de componentes principales (SPCA, por
sus siglas en inglés), el cual esta disefiado para investigar patrones espaciales en la
variabilidad genética, dados los genotipos multilocus (a nivel individual) o en las frecuencias
alélicas (a nivel poblacién) y las coordenadas espaciales. Para ello, primero se estimé la
estructura local y global a nivel de individuos y de poblaciones con una red de tipo Gabriel.
Los analisis se realizaron con el programa R v. 4.2.1 (2022), con la funcion spca del paquete
ade4 (Jombart y cols. 2008; 2015).
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7. RESULTADOS

7.1.  Diversidad genetica

Se amplificaron 10 loci de microsatélites de ADN de cloroplasto, no obstante, no en todos
los individuos se logro la amplificacion exitosa. Las amplificaciones se dieron en el rango de
107 individuos (Pt87268) a 119 individuos (Pt26081) (Tabla 2).

Tabla 2. Nimero de muestras amplificadas por locus y por poblacion. Rango de tamafio de
CpSSR de Pinus hartwegii.

Poblacion PN1 PN2 PN3 PS1 PS2 PS3 | Total
Locus Rango de tamaiio N N N N N N N
de cpSSR
Pt45002 | 145pb—175pb | 20 19 20 20 19 20 | 118
Pt30204 125 pb -155 pb 200 19 20 20 19 19 | 117
Pt107517 | 85 pb — 115 pb 18 15 20 20 18 16 | 107
Pt63718 95 pb — 105 pb 20 19 19 20 20 20 | 118
Pt71936 | 125 pb — 155 pb 18 18 17 16 18 20 | 107
Pt110048 | 85 pb— 135 pb 20 19 19 20 20 19 | 118
Pt109567 | 105pb—125pb | 20 19 19 20 20 19 | 118
Pt87268 | 125pb—175pb 15 16 19 19 17 19 | 105
Pt26081 | 105 pb— 125 pb 19 20 20 20 20 20 | 119
Pt107148 | 115 pb — 135 pb 200 20 19 20 20 19 | 118

PN1= ladera norte, altitud 3500 msnm; PN2= ladera norte, altitud 3750 msnm; PN3= ladera
norte, altitud 3900 msnm; PS1= ladera sur, altitud 3500msm; PS2= ladera sur, altitud 3750
msnm; PS3= ladera sur, altitud 3900 msnm; N=namero de individuos. Pb = pares de bases.

Se encontraron 103 haplotipos en los 120 individuos (Anexo 5). El nimero efectivo de
haplotipos oscilé entre 15 en la poblacion de la ladera norte (PN2) a 18 en dos poblaciones
de la ladera sur (PS1 y PS3). La diversidad haplotipica (H) se encontr6 de 0.984 en la
poblacién PN2 a 0.995 en las poblaciones PS1 y PS3 (Tabla 3). La diversidad haplotipica
promedio fue de 0.990.

27



Tabla 3. Parametros de diversidad genética en poblaciones de Pinus hartwegii del Parque Nacional La
Malinche, con base en 10 loci de microsatélites de cloroplasto.

Poblacion N Na Neh H

PN1 20 18 16.667 0.989
PN2 20 18 15.385 0.984
PN3 20 18 16.667 0.989
PS1 20 19 18.182 0.995
PS2 20 18 16.667 0.989
PS3 20 19 18.182 0.995
Total 120 18.3 16.958 0.990

N = tamafio de la muestra por poblacién; Na = nimero de haplotipos diferentes en cada poblacién diferentes;
Neh = namero efectivo de haplotipos; H = diversidad haplotipica; PN1= ladera norte, altitud 3500 msnm; PN2
= ladera norte, altitud 3750 msnm; PN3 = ladera norte, altitud 3900 msnm; PS1 = ladera sur, altitud 3500msm;
PS2 = ladera sur, altitud 3750 msnm; PS3 = ladera sur, altitud 3900 msnm.

7.2.  Estructura genética

7.2.1. Andlisis de varianza molecular

El andlisis de varianza molecular (AMOVA) de las poblaciones revel6 que existe mayor
variacion genética dentro de las poblaciones (99.23 %) que entre las poblaciones (0.76 %)
(p = 0.0004). En tanto que, el AMOVA entre laderas mostrd que existe mayor variacion
genética dentro de las laderas (99.40 %) que entre laderas (0.594 %) (p = 0.000).

Tabla 4. Andlisis de Varianza Molecular de poblaciones de
Pinus hartwegii en el Parque Nacional La Malinche.

Porcentaje de variacion
Entre Dentro
Poblaciones Laderas Poblaciones Laderas
0.76 % 0.59 % 99.23 % 99.40 %

7.2.2. Fst por pares de poblaciones

Los valores de Fst entre pares de poblaciones fueron bajos (0.0006 a 0.0131), y sin

diferenciacion significativa entre ningun par de poblaciones (Tabla 5).
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Tabla 5. Valores por pares de diferenciacion genética (Fsr) entre poblaciones de Pinus hartwegii en el Parque
Nacional La Malinche.

PN1 PN2 PN3 PS1 PS2 PS3
PN1 -
PN2 0.0057™ -
PN3 0.0080™ 0.0006"™ -
PS1 0.0079™ 0.0105™ 0.0079™ -
PS2 0.0105™ 0.0131"™ 0.0105™ 0.0079™ -
PS3 0.0079™ 0.0105™ 0.0054"™ 0.0028™ 0.0054™ -
PN1 = ladera norte, altitud 3500 msnm; PN2 = ladera norte, altitud 3750 msnm; PN3 = ladera norte, altitud

3900 msnm; PS1 = ladera sur, altitud 3500 msnm; PS2 =
altitud 3900 msnm; ™ = no significativo.

ladera sur, altitud 3750 msnm; PS3 =

ladera sur,

El mapa de calor con dendrograma mostré una agrupacién de las poblaciones por

ladera (i.e. norte, sur) con base en la Fst pareada (Figura 5), sin embargo, no hay

diferenciacion significativa.
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Figura 5. Mapa de calor con dendrograma de los valores de diferenciacion genética (Fsr)
por pares de seis poblaciones de Pinus hartwegii en el Parque Nacional La Malinche: PN1:
ladera norte, altitud. 3500 msnm; PN2: ladera norte, altitud 3750 msnm; PN3: ladera norte,
altitud 3900 msnm; PS1: ladera sur, altitud 3500 msnm; PS2 ladera sur, altitud 3750 msnm;
PS3 ladera sur, altitud 3900 msnm. Escala de valores de verde fuerte (0.0131) a blanco (0).
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7.2.3. Analisis Factorial de Componentes Principales

El Andlisis Factorial de Componentes Principales agrup6 a las poblaciones por laderas
(Figura 6). Las poblaciones de la ladera norte (PN1, PN2 y PN3) se encuentran mas

agrupadas entre si, que las poblaciones de la ladera sur (PS2, PS2, PS3).
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PN3 |2 N1

PSI1

AFCP

Figura 6. Analisis Factorial de Componentes Principales (AFCP) de la diversidad genética de Pinus hartwegii
del Parque Nacional La Malinche, con base en 10 loci de microsatélites de cloroplasto. PN1 = ladera norte,
altitud 3500 msnm; NP2 = ladera norte, altitud 3750 msnm; PN3 = ladera norte, altitud 3900 msnm; PS1 =
ladera sur, altitud 3500 msnm; PS2 = ladera sur, altitud 3750 msnm; PS3 = ladera sur, altitud 3900 msnm.
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7.2.4. Andlisis Discriminante de Componentes Principales

De acuerdo con la validacion cruzada, los primeros 20 CP (de 100 PCA), por sus siglas
en inglés) fueron suficientes para explicar la variacion genética y realizar el andlisis
discriminante de componentes principales (DAPC) (Anexo 6). El grafico de DAPC identifico
un solo grupo genético, donde se observa que las poblaciones de la ladera sur son
genéticamente mas cercanas entre si. En cuanto a las poblaciones de la ladera norte, PN1 esta
mas lejano de PN2 y PN3 (Figura 3).
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Figura 7. Anélisis discriminante de componentes principales (DAPC) de seis poblaciones de Pinus hartwegii
en el Parque Nacional La Malinche, utilizando 20 PCAs (en negro). En los valores propios se muestran las
primeras cinco Funciones Discriminantes, de las cuales se utiliron solo dos (barras en negro). PN1: ladera norte,
altitud 3500 msnm; PN2: ladera norte, altitud 3750 msnm; PN3: ladera norte, altitud 3900 msnm; PS1: ladera
sur, altitud 3500msm; PS2 ladera sur, altitud 3750 msnm; PS3 ladera sur, altitud 3900 msnm. Los puntos
muestran a los individuos y las elipses a los grupos genéticos.
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El analisis de asignacion de los individuos a los grupos predeterminados
(poblaciones) muestra la probabilidad de pertenencia genética de cada individuo a la
poblacion de muestreo (color rojo) (Figura 8). En este caso, la mayoria de los individuos se
asignaron a la poblacion de origen, excepto algunos individuos en los que se identifico mayor

afinidad genética a otras poblaciones (lineas amarillas: e.g. 17 NP2, 19 NP2; Figura 4).
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Figura 8. Analisis de reasignacion exitosa (basado en funciones discriminantes de PCA) de seis poblaciones
de Pinus hartwegii del Parque Nacional La Malinche. PN1: ladera norte, altitud 3500 msnm; PN2: ladera norte,
altitud 3750 msnm; PN3: ladera norte, altitud 3900 msnm; PS1: ladera sur, altitud 3500msm; PS2 ladera sur,
altitud 3750 msnm; PS3 ladera sur, altitud 3900 msnm. Los colores rojo y amarillo representan la probabilidad
de membresia (pertenencia a un grupo genético; rojo = 1, amarillo= 0.5, blanco = 0). Las cruces azules sobre
los rectdngulos rojos corresponden a la asignacion en el andlisis de DAPC. El eje x corresponde a las
poblaciones preestablecidas y el eje y a los individuos.
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7.3.  Estructura genética espacial (EGE)

7.3.1. Analisis de autocorrelacion espacial

El anélisis de autocorrelacion espacial mostrd valores positivos y significativos solo a los
40 my 50 m (Figura 9).
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Figura 9. Autocorrelacion espacial. Correlograma que muestra el coeficiente de autocorrelacion espacial (r;
linea azul) de todas las poblaciones. Las barras de error superior (U) e inferior (L) representan el intervalo de
confianza de dos colas del 95% que se calculd con base a 9999 permutaciones. Las distancias de clases estan
establecidas cada 10 m (A), 20 m (B), 30 m (C) y 50 m (D). Se marcd con un * las distancias para las cuales la
autocorrelacidn fue positiva y significativa.
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7.3.2. Prueba de Mantel (Aislamiento por distancia)

La prueba de mantel detecto una correlacion positiva y significativa entre las distancias
geneticas y las distancias geogréaficas (r = 0.2448; p = 0.001) que comprueba la presencia
de aislamiento por distancia. El diagrama de la dispersion bidimensional de Kernel
mostrd dos nubes de puntos, lo que indica una diferenciacion genética por parches entre

las poblaciones de la ladera norte y las poblaciones de la ladera sur.

Aislamiento por distancia

Distancias genéticas

T T T T T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

Distancias geograficas

Figura 10. Aislamiento por distancia. Diagrama bidimensional de Kernel de
la prueba de Mantel simple que ilustra el patrén de diferenciacion genética
en poblaciones de Pinus hartwegii con respecto a la correlacion entre
distancias geograficas euclidianas (eje x) y distancias genéticas (eje y).

7.3.3. Andlisis Espacial de Componentes Principales
El Analisis Espacial de Componentes Principales (SPCA por sus siglas en inglés)
mostro una estructura espacial a nivel global significativa (p = 0.009), pero no a nivel local

(p = 0.175). Se identificaron dos grupos geneticos (uno en la ladera norte y otro en la ladera

sur), y se observa la conectividad entre estos a través de las poblaciones de mayor altitud de
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cada ladera (NP3 = latitud norte, altitud 3900 msnm y SP3 = latitud sur, altitud 3900 msnm)
(Figura 11).
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Figura 11. Estructura genética espacial SPCA. A) Analisis de estructura global; B) Analisis de estructura local.
Los rombos negros indican la significancia estadistica de las pruebas observadas contra las pruebas permutadas.
C) Anélisis Espacial de Componentes Principales (SPCA). La red de conexion muestra las relaciones espaciales
posicionados por sus coordenadas geograficas. Score 1: interpolacion local de puntuaciones en escala de grises.
Score 2: Los cuadrados negros grandes estan bien diferenciados de los cuadrados blancos grandes, pero los
cuadrados pequefios estan menos diferenciados. Score 3: en escala de grises representa los grupos genéticos.
En los valores propios, la barra en color negro indica que solamente hay una estructura genética global. La
descomposicion de valores propios muestra mayor varianza y autocorrelacion. PN1: ladera norte, altitud 3500
msnm; PN2: ladera norte, altitud 3750 msnm; PN3: ladera norte, altitud 3900 msnm; PS1: ladera sur, altitud
3500msm; PS2 ladera sur, altitud 3750 msnm; PS3 ladera sur, altitud 3900 msnm.
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8. DISCUSION

La diversidad genética y su distribucion dentro de las especies pueden tener efectos
significativos en la supervivencia y evolucion de éstos en un entorno cambiante (Dzialuk y
cols. 2009). Determinar los niveles de diversidad y estructura genética es fundamental para
establecer estrategias de conservacion que contribuyan al mantenimiento de las especies

como entidades capaces de evolucionar (Ledig 2004).

La identificacion de los patrones de variacion genética permite establecer Unidades de
Conservacion de Recursos Genéticos Forestales (UCRGF) prioritarios. Se pueden considerar
como una sola unidad de manejo si hay pocas diferencias entre las poblaciones. Por el
contrario, si las poblaciones son muy diferentes, cada una representa una unidad genética que
tendrian que conservarse independientemente para mantener su variabilidad (Ledig 2004).
Los resultados no se ajustaron a la hipdtesis de baja diversidad y alta estructura genética,
contrariamente, se encontrd una alta diversidad genética y una débil estructura espacial en

funcién a la exposicién de la ladera.

La diversidad genética promedio encontrada en P. hartwegii fue de H = 0.9901, valor
mayor que lo reportado en otras especies de Pinus, usando cpSSR. Por ejemplo, Rai y Ginwal
(2018) reportaron en Pinus kesiya Royle ex Gordon una diversidad haplotipica de H = 0.654;
y Rodriguez-Banderas y cols. (2009) en P. leiophylla una H = 0.760. También, se han
detectado valores semejantes a los encontrados en esta investigacién, como en P. uncinata
(H = 0.986, Dzyaluk y cols. 2009) y P. sylvestris (H = 0.978, Robledo-Arnuncio y cols.
2005).

La alta diversidad genética encontrada en P. hartwegii y en otras especies de coniferas se
puede explicar por las caracteristicas de los microsatélites de cloroplasto (cpSSR). A pesar
de que el ADN de cloroplasto presenta bajas tasas de mutacion, el polimorfismo
relativamente alto que se encuentra en los cpSSR es debido a su longitud variable resultado

de la expansidn y/o contraccion de la region repetida (Freeland 2005; Provan y cols. 2001).
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El Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) indic6 que la mayor variabilidad genética
se encuentra dentro de las poblaciones, como se ha reportado para otras especies de pinos,
por ejemplo, Pinus laricio Savi (96.6%; Bonavita y cols. 2015) y P. sylvestris (92.79 %;
Dzialuk y cols. 2009). Ademas, en nuestro caso, la mayor variabilidad se encontro dentro de
las laderas (99.40 %). Al respecto, Bermejo-Veldzquez (2004) menciond que en especies que
son predominantemente al6gamas (polinizacion cruzada) y que son polinizadas por el viento,
como los pinos, tienen menos del 10% de la variacion entre las poblaciones, lo que coincide

con este trabajo.

Los valores de Fst por pares de poblaciones menores a 0.01 sin significancia estadistica,
indicaron una menor diferenciacién entre poblaciones en comparacion con otros estudios
realizados con especies del género y analizados con cpSSR (e.g. Fst = 0.47 en P. kesiya; Rai
y Ginwal 2018). Por su parte, el Andlisis Factorial de Componente Principales identifico a
cada poblacién como un grupo, sin embargo, este analisis resume la variabilidad genética
entre individuos (entre y dentro de los grupos) y no es adecuado para tener una vision clara
de la estructura genética (Jombart y cols. 2010). Por otro lado, el DAPC identificé un solo
grupo genetico, este andlisis es mas confiable con respecto al Anélisis Factorial de
Componentes Principales, debido a que maximiza la varianza entre grupos y minimiza la
varianza dentro del grupo (Jombart y cols. 2010). Ambos resultados fueron consistentes con

la baja diferenciacion genética entre poblaciones, la cual no fue significativa.

Estos resultados se pueden explicar al considerar la historia de vida de Pinus hartwegii.
Este pino es una especie longeva hasta 600 afios (Villanueva-Diaz y cols. 2010) y con alta
capacidad de dispersion del polen. Por ello, es probable que, debido a sus caracteristicas, no
haya una diferenciacion genética significativa entre las poblaciones en un érea de estudio tan
pequeiia como es el Parque Nacional La Malinche. Debido a lo anterior, es conveniente
estudiar la estructura genética a una escala espacial mayor, sin embargo nuestra area de
estudio nos permite estudiar la estructura espacial a escala fina, esta es definida
principalmente por la historia de vida (i. e. patrones de reproduccién y dispersion), la
distribucion de los individuos en el espacio, la distancia que hay entre las poblaciones, la
densidad de individuos, y la seleccion microambiental (De Lucas y cols. 2009; Garrido-

Gardufio y Vazquez-Dominguez 2013; Troupin y cols. 2006; Vekemans y Hardy 2004).
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El anélisis de autocorrelacion espacial mostré una correlacion positiva y significativa a
los 40 y 50 m de distancia entre individuos y la prueba de Mantel indic6 un aislamiento por
distancia con una dispersion discontinua que representa la existencia de parches distantes y
diferenciados (Thot y cols. 2019). La dispersion limitada de genes puede resultar en un
exceso de apareamiento por proximidad y, en consecuencia, en un aislamiento por distancia
dentro de una poblacion continua (Wright 1943). Se sabe que el genoma del cloroplasto se
dispersa inicialmente por el polen (que permite el flujo genético a grandes distancias) y luego
por las semillas en el embridn (las cuales tienen tasas de dispersion mas bajas que el polen),
lo que implica que el ADN del cloroplasto se propague en todo el ciclo reproductivo en la
mayoria de las coniferas (Méndez-Gonzalez y cols. 2017).

En este caso, es probable que la dispersion restringida de las semillas sea el principal
determinante del patron de estructura genética espacial encontrada en P. hartwegii en el
PNLM como lo sugieren diversos autores (De Lucas y cols. 2009; Vekemans y Hardy 2004;
Wright 1943).

También se ha mencionado que la densidad poblacional y la seleccion microambiental
influyen mas que la dispersién limitada de las semillas en los patrones de EGE (Troupin y
cols. 2006; Veckemans y Hardy 2004). En poblaciones con vegetacion densa, las especies
pueden tener una estructura genética espacial mayor, ya que la dispersion de las semillas se
reduce por vientos menos intensos y por la interrupcion de la autorrotacion de las semillas

por colisién con los arboles (Troupin y cols. 2006).

Respecto a la densidad, Portillo (2017) reporté que la mayor densidad de individuos de
P. hartwegii en el PNLM se encuentra en la ladera norte, principalmente en poblaciones de
mayor altitud y sugiere que la regeneracion se ha mantenido baja. Esto puede indicar que
existe heterogeneidad microambiental o una distribucion irregular de las condiciones
adecuadas para la regeneracién. Bajo estas condiciones, tanto la densidad de las poblaciones
como la heterogeneidad microambiental podrian limitar el flujo genético a través de la

dispersion de las semillas y el establecimiento de plantulas en algunas zonas del Parque.

Por su parte, el SPCA identificd una estructura genética global donde se detectd que el

flujo genético entre laderas norte y sur se da en las poblaciones de mayor elevacion (PN3,
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PS3). En cuanto a las poblaciones ubicadas en elevaciones bajas y medianas (3500 msnm y
3750 msnm), es probable que el flujo entre laderas sea poco constante (Renteria 2007).

Algunos autores proponen que mas del 90% del flujo genético en las plantas se debe
principalmente a la dispersion del polen (Allendorfy cols. 2002) y se ha reportado en algunas
especies de pinos que este puede alcanzar grandes distancias, por ejemplo, P. sylvestris se
puede dispersar hasta 100 km siendo aun viable (Robledo-Arnuncio 2005; 2011). No
obstante, las tasas de migracion del polen pueden verse influidas tanto por factores
ambientales (e. g. condiciones del viento durante el transporte y/o corrientes ascendentes),
como por la fenologia de la floracién (e. g. la sincronia de la floracién) (Kavaliauskas y cols.
2022; Robledo-Arnuncio 2011).

En ese sentido, en las poblaciones de P. hartwegii del PNLM, Franquiz-Dominguez
(2018) reporto que la liberacion y receptividad del polen entre laderas coinciden en el mes
de mayo lo que puede favorecer el intercambio genético. También hubo un mayor ndmero
de individuos con estructuras femeninas en la ladera sur, y un mayor nimero de individuos
con estrobilos masculinos en la ladera norte en las elevaciones més altas (3900 msnm)
(Franquiz-Dominguez 2018). Es posible que estas caracteristicas en la sincronia reproductiva
y la densidad de individuos gue se encuentran en una fenofase reproductiva de P. hartwegii

expliquen el intercambio genético entre las poblaciones de elevaciones mas altas.

Por otro lado, la tala clandestina intensa que se observa en la ladera sur esta alcanzando
las poblaciones de elevaciones mas bajas en la distribucién de P. hartwegii (aprox. 3500
msnm; George-Miranda, comunicacion personal, septiembre 2023). Tanto la tala clandestina,
como el cambio de uso de suelo para el pastoreo no permiten la regeneracion del bosque en
ciertas zonas del parque, ya que ambas actividades aplastan a los individuos que apenas se
estan estableciendo (George-Miranda, comunicacién personal, septiembre 2023). Aunque
con los marcadores de cpSSR detectamos alta diversidad genética, no pudimos detectar el
impacto de la fragmentacion del habitat, es importante recalcar que pueden disminuir
rapidamente la diversidad genética de las poblaciones remanentes. Asimismo, los drasticos
cambios ambientales que se esperan en las proximas décadas (e.g. incremento de las sequias

y aumento de la temperatura) también tendran consecuencias en los patrones de diversidad y
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estructura genética de la especie, y por lo tanto en su permanencia en esta Area Natural
Protegida.

A pesar de que en el PNLM las barreras ambientales (i.e. cambio de uso de suelo) pueden
fragmentar a las poblaciones, y de que existen barreras geograficas importantes (e.g.
Barranca Grande ubicada en la ladera este), los resultados indican que el flujo genético
mantiene a las poblaciones de P. hartwegii como un solo grupo genético (poblacion
panmitica). Sin embargo, posiblemente la dispersion restringida de las semillas de P.
hartwegii y los habitats viables para la germinacion y establecimiento tienen un efecto
importante en la estructura genética espacial a escala fina, lo que estd generando el

aislamiento por distancia y el agrupamiento por ladera.

Debido a que la variacidn genética esta débilmente estructurada por laderas, se recomienda
establecer dos unidades de conservacion de recursos genéticos forestales (UCRGF): uno en
la ladera norte, y el otro en la ladera sur, con los siguientes objetivos: 1) asegurar una
regeneracion suficiente; 2) fomentar la diversidad genética; y 3) mantener las caracteristicas
ecoldgicas y genéticas de las unidades de la red de conservacion (Teissier du Cross 2001).
Para cumplir estos objetivos es necesario que las parcelas de conservacion tengan un minimo
de individuos reproductivos, alrededor de 750 a 1150 individuos de acuerdo con Gregorius
(1980), asi como delimitar una zona de proteccion alrededor de las unidades de conservacion.
También, se proponen definir rodales semilleros, los cuales se pueden establecer con el aporte
de la variabilidad genética de este proyecto, junto con la informacién disponible acerca de la
produccién de semillas (Montero-Nava 2020), la germinacion (George-Miranda 2022) y la

regeneracion de P. hartwegii en el PNLM (Portillo 2017).
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CONCLUSIONES

. Con base en los loci de microsatélites de cloroplasto, P. hartwegii presenta una alta
diversidad genética (H = 0.9901) en las poblaciones estudiadas.

La mayor variacion genética se encontrd dentro de las poblaciones (99.23 %) y dentro
de las laderas (99.40 %), como sucede con la mayoria de las especies de coniferas.

. Se detectd una estructura genética espacial debil por ladera con un patrén de
aislamiento por distancia que se puede explicar por la dispersion limitada de las
semillas, y otros factores microambientales que pueden estar jugando un papel
importante en el flujo genético.

El flujo genético se presenta entre laderas norte y sur en las poblaciones de mayor
elevacion (PN3y PS3).

Debido a que las poblaciones estudiadas de P. hartwegii presentan una estructura
genética espacial entre laderas, se propone establecer dos UCRGF: una en la ladera

sur y otra en la ladera norte.
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10. PERSPECTIVAS E IMPLICACIONES PARA LA CONSERVACION

El Programa de Manejo del Parque Nacional La Malinche atiende las problematicas del

Parque bajo seis subprogramas que siguen las siguientes lineas estratégicas: 1) proteccion;

2) manejo; 3) restauracion; 4) conocimiento; 5) cultura y 6) gestion (CONANP 2013). El

manejo del PNLM ubica unidades geogréficas sujetas a politicas de manejo distintas, las

cuales se denominan subzonas (seis subzonas en el PNLM) donde se establecen los permisos

0 restricciones de ciertas actividades.

De acuerdo con la informacién obtenida en el presente estudio, se sugiere implementar

las siguientes estrategias de manejo y conservacion de P. hartwegii en el Parque:

e Establecer dos Unidades de Conservacion de Recursos Genéticos Forestales: la

primera con poblaciones de ladera norte y la segunda con poblaciones de la ladera

sur.

e Definir acciones en cada subprograma de manejo para la conservacion de las

poblaciones de P. hartwegii en el Parque, se proponen las siguientes:

Manejo:

(1) Disponer areas de proteccion donde la regeneracion y las tasas de
germinacién son bajas, pero con alta diversidad genética (PN1 y PS3
respectivamente).

(2) Establecer rodales semilleros en los sitios donde se observa mayor tasa de
germinacion y diversidad genética. En este caso, se proponen las poblaciones
PS1 y PS2. Para la ladera norte, se recomienda repetir el experimento de
germinacién para establecer estos sitios, pero por la diversidad genética se
pueden establecer en la poblacién PN1.

Proteccién: Mantener la vigilancia en las poblaciones de conservacion para
evitar la tala clandestina y el mantenimiento de los rodales establecidos.
Restauracion: Como propuesta de restauracion, se pueden establecer
actividades de silvicultura (cultivos y mantenimiento de bosques de P.

hartwegii) en zonas fragmentadas del bosque de P. hartwegii, donde los
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arboles semilleros provengan de poblaciones con alta diversidad genética y
tasas de germinacion (e. g. PN1y PS1).
- Conocimiento: Generar y divulgar conocimiento sobre las especies forestales
que se encuentran en el PNLM, principalmente del bosque de P. hartwegii y
de los beneficios ecoldgicos de los que provee a los estados de Tlaxcala y
Puebla, mediante actividades de difusion cientifica en centros educativos, asi
como en las comunidades que se encuentran dentro del poligono del Parque.
- Cultura: Promover actividades recreativas en el PNLM con visitas ordenadas
a la Estacién Biologica, asi como recorridos interactivos en el Parque donde
se impulse el conocimiento, el respeto y el cuidado de los bosques de P.
hartwegii.
Finalmente, es recomendable monitorear la diversidad genética con marcadores
nucleares de las mismas poblaciones de P. hartwegii en el PNLM y ampliar la
investigacion en plantulas de diferentes generaciones, ya que esta informacidn puede

complementar y generar mas datos sobre la estructura genética de la especie.
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12. GLOSARIO DE TERMINOS

Acicula: término utilizado en botanica para designar 6rganos (hojas de pinos) aciculares

finos y largas. En forma de aguja.

ADN: acido desoxirribonucleico, es un acido nucleico que se encuentran en el nucleo o
en algunos organelos (mitocondrias y cloroplastos) y contiene la informacion genética que

se transmite de una generacion a otra.
Alelo: forma alternativa de un gen (Allendorf y cols. 2022).

Aloenzima: una forma alélica de una enzima que se detecta mediante electroforesis de

proteinas (Allendorf y cols. 2022)

AMOVA (Andlisis de Varianza Molecular): enfoque estadistico para analizar la
divisién de la variacion genética total en una especie en componentes dentro y entre

poblaciones o grupos en diferentes niveles de subdivision jerarquica (Allendorfy cols. 2022).
Amplificacion: aumento en el nimero de copias de un gen o de un segmento del genoma.

Area Natural Protegida: son zonas del territorio nacional en la que los ambientes
originales no han sido significativamente alterados por la actividad del ser humano, o que sus
funciones y ecosistemas requieren ser preservadas y restauradas, y de las cuales la nacién

ejerce soberania y jurisdiccion (LGEEPA 2015).

Autocorrelacion espacial: es un procedimiento intrinsecamente geografico que indica

si hay dependencia espacial (Allendorf y cols. 2022).

Bosque templado: comunidades dominadas por arboles altos, mayormente pinos (Pinus)
y encinos (Quercus), habitan zonas montafiosas con clima templado a frio, entre los 2000 y

3400 msnm (CONABIO 2021) y se encuentran en ambos hemisferios del planeta.

Calentamiento global antropogénico: incremento en la temperatura global del planeta

debido a la emision de gases de invernadero por actividades humanas.
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Cambio de uso de suelo: modificacion de la cobertura natural para satisfacer
necesidades sociales y economicas.

Clina: cambio direccional gradual en la frecuencia de un caracter o alelo a traves de un

gradiente geografico o ambiental (Allendorfy cols. 2022).

Coeficiente de consanguinidad: una medida del nivel de endogamia en una poblacion
que estima la probabilidad de que un individuo posea dos alelos en un locus que son idénticos
por descendencia (Allendorf y cols. 2022).

Conifera: grupo taxonémico mas importante de las gimnospermas, son plantas con

semillas e incluye a los géneros de pinos, cipreses, piceas, abetos entre otros.

Depresion endogamica: reduccién de la adecuacién de la progenie de apareamientos
entre individuos emparentados en comparacion con la progenie de individuos no

emparentados (Allendorf y cols. 2022).

Deriva genética: Cambios aleatorios en las frecuencias alélicas en una poblacién entre

generaciones debido al muestreo al azar (Allendorf y cols. 2022).

Desnaturalizacion de ADN: separacion de la doble hélice del ADN que ocurre cuando
los puentes de hidrogeno se rompen por un cambio en el pH, cambio de calor o tratamiento
quimico, sin embargo, esta separacién completa de las cadenas de ADN es reversible
(Watson y cols. 2005).

Diversidad genética: variedad de alelos y genotipos presentes en una poblacion, especie

0 grupo de especies (Frankham y cols. 2002).

Diversidad haplotipica: Una medida de la diversidad genética que describe el nimero
y frecuencia de diferentes haplotipos y se define como la probabilidad de que dos haplotipos

escogidos al azar dentro de una poblacion sean distintos entre si (Freeland 2005; Nei 1987).

Electroforesis: movimiento de proteinas o moléculas de ADN a través de un medio y de

un campo eléctrico (Allendorf y cols. 2022).
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Endogamia: apareamiento entre individuos emparentados que resulta en un aumento de
la homocigosidad, ya que aumentan los alelos idénticos por descendencia (Allendorf y cols.
2022).

Equilibrio de Hardy-Weinberg: principio propuesto por Hardy y Weinberg en el que
las frecuencias alélicas y genotipicas alcanzan un equilibrio en proporciones binomiales
después de una generacion y permanecen constantes en grandes poblaciones con
apareamiento aleatorio y las cuales no experimentan migracion, seleccion o mutacién
(Allendof y cols. 2022).

Estructura genética: resultado de las diferencias de las frecuencias alélicas, y las
diferencias de la variacion genética entre individuos y poblaciones. Una alta estructura
genética indica fuertes diferencias en las frecuencias alélicas entre las poblaciones, al
contrario, una baja estructura genética representa pocas diferencias en las frecuencias alélicas
(Eguiarte y cols. 2010).

Estructura genética espacial: distribucion no aleatoria en el espacio de genotipos y
alelos en una poblacién, que resulta de diferentes factores como: aislamiento geogréafico
puede deberse diferentes factores como el aislamiento geogréafico, caracteristicas del paisaje

y que limitan el flujo genético y el apareamiento aleatorio (Vekemans y Hardy 2004).

Flujo genético: intercambio de informacidn genética entre poblaciones a través de la

migracién (Allendorf y cols. 2022).

Frecuencia haplotipica: es el nimero de veces que se repite un haplotipo en una

poblacién o poblaciones.

Frecuencias alélicas: proporcion de cada alelo en un locus dado en una poblacion o

poblaciones (Freeland 2005).

Gases de efecto invernadero: componentes gaseosos naturales y resultantes de las
actividades humanas que se encuentran en la atmosfera y absorben radiacion infrarroja
atrapando el calor (di6xido de carbono, metano, 6xido nitroso, vapor de agua, entre otros;
IPCC 2019).
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Gen: segmento de ADN que codifica proteinas, ARN o regula otros genes, se le considera
la unidad bésica de la herencia (Allendorf y cols. 2022).

Genética de la conservacion: rama de la genética que se basa en la teoria de genética de
poblaciones y las técnicas moleculares cuyo principal objetivo es preservar a las especies en
riesgo de extincion como entidades dindmicas capaces de enfrentar cambios ambientales a

largo plazo (Frankham 2002).

Genética de poblaciones: rama de la genética que estudia de manera empirica,
experimental y teorica la variacion genética en las poblaciones naturales, asi como los

factores que influyen en la cantidad y el patron de la variacion genética (Hedrick 2011).

Genotipo: la combinacién de alelos presentes en un locus en un individuo (Frankham y
cols. 2002).

Genoma: composicion genética de una especie o individuo (Frankham y cols. 2002)

Haplotipo: combinacion de alelos de diferentes loci que se heredan juntos, se encuentran
en un solo cromosoma o en una molécula de ADN mitocondrial o de cloroplasto y en

secuencias nucleares (Allendorf y cols. 2022).

Herencia uniparental: genes y elementos genéticos que se heredan de un solo
progenitor. Este término se aplica mas cominmente a la herencia de genomas mitocondriales,
cloroplastos y algunos cromosomas sexuales en organismos que se reproducen sexualmente
(Freeland 2005).

Indice de fijacion: mide la desviacion de la heterocigosidad real en una poblacion en
relacion con los niveles esperados en equilibrio de Hardy-Weinberg (Hamilton 2009).

Loci: plural de locus.
Locus: ubicacion de un segmento de ADN en el genoma (Frankham y cols. 2002).

Marcador molecular: fragmento de ADN que puede ser identificado en el genoma.
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Microsatélite: repeticiones en tindem de secuencias de ADN cortas de 1-6 nucle6tidos.
También conocidos como SSR (Allendorf y cols. 2022).

Mutacién: cambio en la secuencia de ADN en la transmision de la informacion genética

de padres a hijos (Allendorf y cols. 2022).

Numero efectivo de haplotipos: es el numero de haplotipos que tiene mayor
probabilidad de transmitirse a la siguiente generacion. Tedricamente se define como el
ndmero de haplotipos que, si fueran igualmente frecuentes, darian como resultado la

heterocigosidad observada (Kimura 'y Crow 1964).
Panmictico: apareamiento al azar.

Pares de bases: unidad gque consta de dos nucleétidos (bases nitrogenadas). En el ADN
hay cuatro bases que son: adenina, citosina, guanina y timina. En el ARN en vez de timina

se encuentra el uracilo (Watson y cols. 2005).

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa, técnica cuyo objetivo es obtener un gran

namero de copias de un fragmento de ADN.

Polifenoles: compuestos quimicos con propiedades antioxidantes que se encuentran en

las plantas.
Polimorfismo: dos o més formas de un alelo en un locus (Allendorf y cols. 2022).

Polisacaridos: polimero formado por una gran sucesion de monosacaridos unidos por

enlaces glicosidicos.

Potencial evolutivo: la capacidad de una especie para evolucionar y adaptarse a nuevas

condiciones ambientales (Allendorf y cols. 2022).

Recursos Genéticos Forestales: el material hereditario que se encuentra dentro y entre
las especies arbustivas y de arboles que tienen un valor social, cientifico, ambiental o

economico real o potencial (FAO 2014).
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Seleccién natural: contribucion diferencial de los genotipos a la siguiente generacion
debido a las diferencias en la supervivencia y/o la reproduccion (Allendorf y cols. 2022).

Tamarnio efectivo de la poblacion (Ne): el numero de individuos reproductivos, ya que
son éstos los que contribuyen genéticamente a la siguiente generacion (Moreno Letelier
2007). También se define como el tamafio ideal de la poblacion que experimenta la misma

cantidad de deriva genética que la poblacién observada (Allendorf y cols. 2022).

Terpenoides: compuestos aromaticos constituidos por unidades de isopreno que se

encuentran en muchas especies de plantas.

Tm: temperatura de fusién de una secuencia de ADN en la cual las dos cadenas de ADN

se empiezan a desnaturalizar y se pueden alinear los marcadores.

Unidades de Conservacion de Recursos Genéticos Forestales: poblaciones forestales
que a efectos de la conservacion se consideran genéticamente distintas, estas diferencias se

establecen por los niveles de diversidad y flujo genético entre poblaciones.
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13. ANEXOS

Anexo 1. Datos de colecta

Al. Base de datos de la colecta de ejemplares georreferenciados de Pinus hartwegii en

el Parque Nacional La Malinche. ID = individuos; POB = poblacion; PN1 = ladera

norte, altitud 3500 msnm; PN2 = ladera norte, altitud 3750 msnm; PN3 = ladera norte,
altitud 3900 msnm; PS1 = ladera sur, altitud 3500 msnm; PS2 = ladera sur, altitud

3750 msnm; PS3 = ladera sur, altitud 3900 msnm.

ID | POB | Latitud Longitud ID POB | Latitud Longitud

1 PN1 |19°15'16,7" 98°01'68,6" |31 |PN2 |19°15'05,32" 98°01'54,93"
2 PN1 |19°15'16,84" 98°01'59,43" |32 |PN2 |19°14'53,63" 98°01'56,48"
3 PN1 |19°15'17,07" 98°01'59,39" | 33 | PN2 | 19°14'53,45" 98°01'55,92"
4 PN1 |19°15'16,60" 98°02'00,71" |34 |PN2 |19°14'53,43" 98°01'55,10"
5 PN1 |19°15'16,33" 98°02'01,41" |35 |PN2 |19°14'53,12" 98°01'54,48"
6 PN1 | 19°15'16,22" 98°02'01,99" |36 |PN2 |19°14'53,02" 98°01'53,83"
7 PN1 |19°15'16,63" 98°02'02,77" |37 | PN2 |19°14'53,06" 98°01'53,18"
8 PN1 |19°15'17,15" 98°02'03,44" | 38 | PN2 | 19°14'52,82" 98°01'52,62"
9 PN1 |19°15'17,35" 98°02'04,38" |39 | PN2 | 19°14'52,95" 98°01'55,95"
10 | PN1 | 19°15'17,43" 98°02'05,04" [ 40 | PN2 | 19°14'52,86" 98°01'51,22"
11 [PN1 |19°15'16,78" 98°01'68,06" | 41 | PN3 | 19°14'29,58" 98°1'54,90"
12 | PN1 | 19°15'16,92" 98°01'57,34" |42 |PN3 |[19°14'29,71" 98°01'53,32"
13 | PN1 |19°15'16,79" 98°01'56,70" | 43 | PN3 | 19°14'29,35" 98°01'52,57"
14 | PN1 | 19°15'16,55" 98°01'56,04" | 44 | PN3 | 19°14'29,12" 98°01'51,96"
15 [ PN1 |19°15'16,46" 98°01'65,26" | 45 | PN3 | 19°14'28,69" 98°01'51,51"
16 | PN1 | 19°15'16,27" 98°01'54,43" |46 | PN3 | 19°14'29,31" 98°01'50,40"
17 | PN1 |19°15'16,35" 98°01'563,89" | 47 | PN3 | 19°14'29,23" 98°01'49,67"
18 | PN1 |19°15'16,38" 98°01'53,35" | 48 | PN3 | 19°14'29,60" 98°01'48,96"
19 [ PN1 |19°15'16,33" 98°01'562,59" | 49 | PN3 | 19°14'29,27" 98°01'48,20"
20 | PN1 | 19°15'16,36" 98°01'52,12" [ 50 | PN3 |[19°14'28,28" 98°01'47,97"
21 | PN2 | 19°14'53,60" 98°01'57,90" |51 |PN3 |19°14'36,88" 98°01'55,75"
22 | PN2 | 19°14'53,65" 98°01'58.63" |52 | PN3 |19°1429,87" 98°01'56,03"
23 | PN2 | 19°14'53,60" 98°01'59,23" |53 | PN3 |19°14'30,39" 98°01'56,59"
24 | PN2 | 19°14'53,65" 98°01'59,99" | 54 | PN3 |19°14'30,73" 98°01'57,08"
25 | PN2 | 19°14'53,91" 98°02'00,57" |55 | PN3 |19°14'31,31" 98°01'57,48"
26 | PN2 | 19°14'53,91" 98°02'01,17" |56 |PN3 |19°14'31,82" 98°01'57,88"
27 | PN2 | 19°14'53,97" 98°02'01,82" | 57 | PN3 |19°14'32,16" 98°01'58,50"
28 | PN2 | 19°14'53,96" 98°02'02,59" | 58 | PN3 |19°14'32,55" 98°01'59,04"
29 | PN2 | 19°14'53,87" 98°02'03,31" |59 |PN3 |19°14'33,16" 98°01'59,53"
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30 | PN2 |19°14'54,14" 98°02'03,90" | 60 | PN3 | 19°14'33,31" 98°01'59,93"
ID | POB | Latitud Longitud ID | POB | Latitud Longitud

61 |PS1 [19°12'2552" 98°02'34.26" [91 |PS2 [19°12'42,89" 98°02'25,48"
62 | PS1 |19°12'2521" 98°02'34,72" | 92 |PS2 |19°12'43,29" 98°02'26,00"
63 |PS1 |19°12'2542" 98°02'35,38" |93 |PS2 |19°12'4353" 98°02'25,72"
64 | PS1 |19°12'2554" 98°02'36,07" |94 |PS2 |19°12'42,69" 98°02'25,72"
65 |PS1 |19°12'2547" 98°02'36,67" |95 |PS2 |19°12'43,16" 98°02'26,52"
66 | PS1 |19°12'26,02" 98°02'36,97" |96 |PS2 |19°12'44,34" 98°02'26,55"
67 |PS1 |19°12'25,66" 98°02'37,58" |97 |PS2 |19°12'4526" 98°02'26,85"
68 | PS1 |19°12'25,72" 98°02'38,31" | 98 |PS2 |19°12'45.44" 98°02'26,21"
69 |PS1 |19°12'26,17" 98°02'38,05" |99 |PS2 |19°12'45.85" 98°02'25,64"
70 | PS1 |19°12'26,19" 98°02'36,41" | 100 |PS2 |19°12'44,87" 98°02'25,92"
71 |PS1 |19°12'23,75" 98°02'31,08" | 101 | PS3 | 19°12'55,58" 98°02'09,03"
72 | PS1 |19°12'25,06" 98°02'32,65" | 102 |PS3 |19°12'55,58" 98°02'09,03"
73 | PS1 |19°12'25,67" 98°02'32,48" | 103 | PS3 | 19°12'56,97" 98°02'11,40"
74 | PS1 |19°12'24,80" 98°02'30"97" | 104 |PS3 |19°12'56,22" 98°02'11,06"
75 |PS1 |19°12'24,45" 98°02'30,91" | 105 | PS3 | 19°12'55,82" 98°02'10,58"
76 | PS1 |19°12'24,95" 98°02'30,59" | 106 |PS3 |19°12'55,31" 98°02'10,23"
77 | PS1 |19°12'24,61" 98°02'29,89" | 107 | PS3 | 19°12'55,03" 98°02'09,66"
78 | PS1 |19°12'25,03" 98°02'29,49" | 108 |PS3 |19°12'54,67" 98°02'09,22"
79 |PS1 |19°12'2591" 98°02'29,19" | 109 | PS3 | 19°12'54,57" 98°02'08,37"
80 |PS1 |19°12'25,68" 98°02'28,08" | 110 |PS3 |19°12'54,06" 98°02'07,94"
81 |PS2 |19°12'43,00" 98°02'24,80" | 111 | PS3 | 19°12'57,94" 98°02'13,10"
82 | PS2 |19°12'42,71" 98°02'23,25" | 112 |PS3 |19°12'58,77" 98°02'13,34"
83 | PS2 |19°12'42,64" 98°02'23,44" | 113 | PS3 | 19°12'59,34" 98°02'13,21"
84 | PS2 |19°12'42,86" 98°02'22,83" | 114 |PS3 |19°12'59,76" 98°02'13,24"
85 |PS2 |19°12'43,39" 98°02'22,50" | 115 | PS3 | 19°13'00,03" 98°02'13,84"
86 | PS2 |19°12'43,88" 98°02'22,44" | 116 |PS3 |19°13'00,74" 98°02'14,12"
87 |PS2 |19°12'4457" 98°02'22,61" | 117 | PS3 | 19°13'01,33" 98°02'14,43"
88 | PS2 |19°12'4527" 98°02'22,80" | 118 |PS3 |19°13'01,87" 98°02'14,18"
89 |PS2 |19°12'45,70" 98°02'22,07" | 119 | PS3 | 19°13'02,27" 98°02'14,05"
90 | PS2 |19°12'42,71" 98°02'23,25" | 120 |PS3 |19°13'03,01" 98°02'13,77"
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Anexo 2. Protocolo de extraccion de ADN con CTAB
Dial

1. Moler de 100 a 200 mg de tejido foliar (aciculas) con nitrégeno liquido en un mortero
hasta obtener un polvo fino y eliminando al maximo las fibras.

2. Recuperar el polvo en un tubo de 1.5 ml y agregar de 0.5 a 1ml de buffer CTAB 2X.
Pasar por un vortex 20 s.

3. Incubar a bafio maria a 65° C toda la noche. Agitar los tubos cada 3 minutos mientras

se esta en el laboratorio.
Dia 2

1. Retirar las muestras de la incubacion y dejar enfriar a temperatura ambiente durante
5 min. Agregar 400 pl de acetato de amonio al 7.5M. Pasar por un vortex 20 s.

2. Centrifugar a 4°C a 13000 rpm por 10 min. Trasladar ~700 ul de sobrenadante a un
tubo nuevo.

3. Afadir a cada tubo 700 ul cloroformol:octanol (24:1), agitar hasta homogeneizar y
centrifugar a 4°C a 10000 rpm durante 10 min (después de la centrifugacion el
sobrenadante se debe observar transparente, si se observa turbio dar otro lavado con
cloroformo).

4. Trasladar ~600 pl de sobrenadante a un tubo nuevo y agregar 600 pl de alcohol
isopropilico al 96%. Se debe evitar recuperar material de la difase que se forma. Dejar

reposar 1 noche a -20°C.
Dia 3

1. Centrifugar a 4°C a 13000 rpm durante 10 min. Eliminar el sobrenadante.
2. Limpiar el pellet agregando 300 pl de alcohol etilico al 80% frio y centrifugar a 13000
rpm durante 10 min.

3. Eliminar el sobrenadante decantandolo y dejar secar un dia.

Dia 4
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1. Hidratar el pellet con 50 pl de agua ultrapura (miliQ) o agua grado biologia

molecular.

A2. a) Corte de aciculas; b) inicio de procedimiento de extraccion de ADN; c)
centrifugacion de muestras y d) difase que se forma después de la centrifugacion.
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Anexo 3. Lectura de geles de poliacrilamida.

Gel | Marcador | Pozo ID POB
1 68 PS1
2 66 PS1
3 65 PS1
4 88 PS2
5 87 PS2
1 Pt63718 5 86 PS?
7 84 PS2
8 83 PS2
9 81 PS2
10  Ladder

Gel | Marcador | Pozo ID POB
1 76 PS1
2 77 PS1
3 78 PS1
4 Ladder
5 79 PS1
2 Pt30204 5 80 PS1
7 11 PN1
8 12 PN1
9 13 PN1
10 14 PN1

18283 B4 85868 /B8 &9

Gel | Marcador | Pozo ID POB
1 80 PS1
2 42 PN3
3 46 PN3
4 47 PN3
5 48 PN3

3 Pt45002 6 51 PN3
7 52 PN3
8 53 PN3
9 54 PN3
10  Ladder

A3. Geles de poliacrilamida al 2% para confirmar la amplificacion de los marcadores
Pt63718, Pt30204 y Pt45002. ElI marcador molecular es un Ladder de 50 pb. En cada tabla
se indica el ID en cada pozo del gel. ID = individuo; POB = poblacion.
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Anexo 4. Base de datos (binning)

A4. Base de datos del tamafio en pares de bases de los microsatélites de cloroplastos de Pinus hartwegii en el Parque Nacional La
Malinche. ID = individuo; POB = poblacion; columnas con el nombre del microsatélite de cloroplasto; PN1 = ladera norte, altitud 3500
msnm; PN2 = ladera norte, altitud 3750 msnm; PN3 = ladera norte, altitud 3900 msnm; PS1 = ladera sur, altitud 3500 msnm; PS2 =
ladera sur, altitud 3750 msnm; PS3 = ladera sur, altitud 3900 msnm.

POB

Pt45002

Pt30204

Pt107517

Pt63718

Pt71936

Pt110048

Pt109567

Pt87268

Pt26081

Pt107148

©O© 00N Ol WDN - W)

NP RPRERPRRERERERRRE
OO OWoo~NOOUl D WNEO

PN1
PN1
PN1
PN1
PN1
PN1
PN1
PN1
PN1
PN1
PN1
PN1
PN1
PN1
PN1
PN1
PN1
PN1
PN1
PN1

145 165
145 165
165 165
165 165
165 165
165 165
165 165
175 175
175 175
175 175
165 165
165 165
165 165
165 165
165 165
165 165
165 165
165 165
165 165
165 165

155 155
155 155
155 155
155 155
155 155
145 145
145 145
145 145
145 145
145 145
155 155
155 155
155 155
145 145
155 155
155 155
155 155
155 155
145 145
145 145

105 105
105 105
105 105
0 0

0 0

105 105
105 105
105 105
105 105
105 105
105 105
105 105
105 105
105 105
105 105
105 105
105 105
105 105
115 115
105 105

105 105
105 105
95 95
95 95
95 95
95 95
95 95
95 95
95 95
95 95
105 105
105 105
105 105
105 105
105 105
105 105
105 105
105 105
105 105
105 105

0 0
0 0
125 155
125 145
125 145
125 145
125 145
125 145
125 145
125 145
125 155
125 155
125 155
125 155
125 155
125 155
125 155
125 155
125 155
125 155

85 105
85 105
85 105
85 105
85 105
85 105
85 105
85 105
95 105
95 105
85 105
85 105
85 105
85 105
85 105
85 105
85 105
85 105
85 105
85 105

105 125
105 125
105 115
105 125
105 125
105 125
105 125
105 125
105 125
105 125
105 125
105 125
105 125
105 125
105 125
105 125
105 125
105 125
105 125
105 125

155 155
165 165
0 0
0 0
0 0
165 165
135 165
165 165
135
155
125
125
125
125
125
135
135
135

155
155
165
155
155
155
165
165
165
165

115 115
115 115
115 115
115 115
115 115
115 115
115 115
115 115
115 115
115 115
115 115
115 115
0 0

115 115
115 115
115 115
115 115
115 115
115 115
115 115

115 115
125 125
125 125
125 125
125 125
125 125
125 125
125 125
125 125
125 125
125 125
125 125
125 125
125 125
125 125
125 125
125 125
125 125
125 125
125 125
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ID | POB | Pt45002 | Pt30204 | Pt107517 | Pt63718 | Pt71936 | Pt110048 | Pt109567 | Pt87268 | Pt26081 | Pt107148

21 | PN2 [ 155 165|155 155 0 0O 95 95 0 0| 8 105|105 125|135 165]115 115| 125 125
22 | PN2 | 165 165|145 1451105 105| 95 95| 125 145| 85 105|105 125|135 165|115 115] 125 125
23 | PN2 [ 155 1751155 155 0 Of 95 95] 125 155| 85 105105 125|135 165|115 115|125 125
24 | PN2 | 165 165|145 1451105 105| 95 95| 125 145| 85 105|105 125|135 165|115 115] 125 125
25 | PN2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0115 115] 125 125
26 | PN2 | 155 165|155 155|105 105| 95 95| 155 155 95 105|105 125|135 165|115 115] 125 125
27| PN2 | 165 165155 155|105 105| 95 95| 125 155] 95 115|105 125|135 165(115 115| 125 125
28 | PN2 | 155 165|155 155 0 O] 95 95]125 155| 85 105]105 125|135 165|115 115| 125 125
29 | PN2 | 155 165155 155|105 105| 95 95| 145 145] 95 105|105 125|135 165(115 115| 125 125
30| PN2 | 155 165145 145| 95 95| 95 95| 125 145| 85 105|105 125|135 165|115 115] 125 125
31| PN2 |165 165|155 155|105 105|105 105| 125 145| 85 105105 125]135 165|115 115] 125 125
32| PN2 | 165 165|155 155|105 105| 95 95| 125 145| 85 105|105 125|135 165|115 115] 125 125
33| PN2 | 165 165|145 145|105 105| 95 95| 125 145| 85 105|105 125 0 0105 105] 125 125
34| PN2 | 165 165|145 145 0 O] 95 95]125 155| 85 105]105 125|135 165|115 115| 125 125
35| PN2 | 165 165|145 145|105 105| 95 95| 125 145| 85 105105 125]135 165|115 115] 125 125
36 | PN2 | 165 165|145 145|105 105| 95 95| 125 155| 85 105|105 125 0 0115 115|125 125
37| PN2 | 165 165|155 155|105 105| 95 95| 125 155| 85 105105 125]135 165|115 115] 125 125
38| PN2 | 165 165|155 155|105 105| 95 95| 125 155| 95 105|105 125 0 0115 115|125 125
39| PN2 |165 165|155 155|105 105| 95 95| 125 155| 95 105105 125]135 165|115 115] 125 125
40 | PN2 | 165 165155 155|105 105 95 105 125 155| 95 105|105 125|135 165|115 115] 125 125
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ID | POB | Pt45002 | Pt30204 | Pt107517 | Pt63718 | Pt71936 | Pt110048 | Pt109567 | Pt87268 | Pt26081 | Pt107148
41 | PN3 | 165 165|155 155|105 105| 95 95 0 0| 8 105|105 125|135 165]115 115| 125 125
42 | PN3 | 165 165|145 145|105 105| 95 95| 125 155| 85 105|105 125|135 165|115 115| 125 125
43 | PN3 | 165 165|145 145|105 105 95 95| 125 145| 85 105]105 125|135 155|115 115|125 125
44 1 PN3 | 165 165|145 145|105 105| 95 95| 125 145| 85 105|105 125|125 155|125 125| 125 125
451 PN3 | 165 165|145 145]105 105 95 95| 125 145| 85 105]105 125|135 165|115 115|125 125
46 | PN3 | 165 165145 145|105 105|105 105| 125 145| 85 105|105 125|125 155|115 115| 125 125
471 PN3 | 165 165|155 155|105 105 95 95| 125 155| 85 105]105 125]125 155|115 115|125 125
48 | PN3 | 165 165|155 155|115 115| 95 95| 125 155| 85 105|105 125|125 155|115 115| 125 125
49 | PN3 | 165 165|145 145] 95 105 95 95| 125 145| 85 105]105 125|155 175|115 115|125 125
S0 | PN3 | 165 165|145 145|105 105| 95 95| 125 145| 95 105|105 125|125 155|115 115| 125 125
51| PN3 | 165 165155 155|105 105| 95 95| 125 155] 95 105|105 125|135 165|115 115| 125 125
52 | PN3 | 165 165|155 155|105 105| 95 95| 125 155| 85 105|105 125|135 165|115 115| 125 125
53 | PN3 | 165 165]155 155|105 105| 95 95 0 0| 8 105|105 125|125 155]115 115| 115 115
54 | PN3 | 165 165|145 145|105 105| 95 95| 125 155| 85 105|105 125|135 165|115 115| 125 125
55| PN3 | 165 165]145 145|105 105|105 105|125 145]| 85 105|105 125|135 165|115 115| 125 125
56 | PN3 | 165 165145 145|105 105| 95 95| 125 145| 85 105|105 125|125 155|115 115|125 125
57 | PN3 | 165 165145 145|105 105 0 0 0 0| 8 105 0 0 0 0115 115 0 0
58 | PN3 | 165 165145 145|105 105|105 105| 125 145| 85 105|105 125|135 165|115 115| 125 125
59 | PN3 | 165 165145 145|105 105| 95 95| 125 145 0 01105 125|125 155]115 115| 125 125
60 | PN3 | 165 165|145 145|115 115| 95 95| 125 145| 85 105|105 125125 155|115 115 125 125
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ID | POB | Pt45002 | Pt30204 | Pt107517 | Pt63718 | Pt71936 | Pt110048 | Pt109567 | Pt87268 | Pt26081 | Pt107148
61| PS1 [165 165|145 145 95 95| 95 95| 125 145| 85 105|105 125|125 155|115 115] 125 125
62| PS1 | 165 165145 145| 95 95| 95 95 0 O] 95 105|105 125|125 155|115 115| 125 125
63| PS1 [165 165|155 155| 95 95| 95 95| 125 145| 95 105|105 125|135 165|115 115] 125 125
64 | PS1 | 165 165|155 155| 95 95| 95 95| 125 155] 85 105|105 125|135 165(115 115| 125 125
65| PS1 [165 165]155 155 95 95| 95 95 0 0] 8 105|105 125 0 0115 115|125 125
66 | PS1 | 165 165|145 145| 95 95| 95 95| 125 155] 85 105|105 125|135 165]115 115| 125 125
67| PS1 [165 165|145 145 95 95| 95 95| 125 155| 85 105|105 125|125 155|115 115] 125 125
68 | PS1 | 165 165145 145| 95 95| 95 95| 125 145] 85 105|105 125|135 155]115 115| 125 125
69 | PS1 | 165 165|145 145| 85 85| 95 95| 125 145| 85 105|105 125|125 165|115 115] 125 125
70| PS1 |165 165145 145| 95 95| 95 95| 125 145] 85 105|105 125|125 155]115 115| 125 125
71| PS1 [165 165]145 145 95 95| 95 95 0 0] 8 105|105 125|125 155|115 115|125 125
72| PS1 | 165 165145 145| 95 95| 95 95| 125 145] 85 105|105 125|135 165]115 115| 125 125
73| PS1 |165 165|145 145 95 95| 95 95| 125 145| 85 135|105 125|125 155|115 115] 125 125
741 PS1 | 155 165145 145|105 105| 95 95| 125 145] 95 105|105 125|125 155]115 115| 125 125
75 PS1 |165 165|145 1451105 105| 95 95| 125 145| 95 105|105 125|135 165|115 115] 125 125
76 | PS1 | 155 165155 155| 95 95| 95 95| 125 145] 85 105|105 125|135 165]115 115| 125 125
771PS1 [165 165]135 155 95 95| 95 95| 125 155| 85 105|105 125|135 165|115 115] 125 125
78| PS1 |165 165135 155| 95 95|105 105|125 155] 85 105|105 125|135 165]115 115| 125 125
79 PS1 [165 165|125 145 95 95| 95 95| 125 145| 85 105|105 125|135 155|115 115] 125 125
80|PS1 |165 165|135 155| 95 95| 95 95 0 0| 8 105|105 125|135 155]115 115| 125 125
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ID | POB | Pt45002 | Pt30204 | Pt107517 | Pt63718 | Pt71936 | Pt110048 | Pt109567 | Pt87268 | Pt26081 | Pt107148
81| PS2 |165 165|135 145 95 95| 95 95| 125 145| 85 85105 125|155 155|115 115| 125 125
82 | PS2 0 0 0 0 0 0] 95 95 0 0| 8 105|105 125 0 0115 115| 125 125
83| PS2 |165 165|135 145 95 95| 95 105|125 145| 85 105|105 125|125 155|115 115| 125 125
84| PS2 | 165 165135 155|105 105| 95 95| 125 145] 85 105)105 125 0 0115 115|125 125
85| PS2 | 165 165|135 155 0 0] 95 095|125 145| 95 105|105 125 0 01115 115|125 125
86| PS2 | 165 165135 155|105 105 95 95| 125 145] 95 105|105 125|165 165|115 115|125 125
87| PS2 |165 165|135 155|105 105| 95 95| 125 145| 95 105|105 125|135 155|115 115| 125 125
88| PS2 | 165 165135 145|105 105| 95 95 0 0| 8 105|105 125|135 155|115 115|125 125
89| PS2 |165 165|135 155|105 105| 95 95| 125 145| 85 105|105 125|135 155|115 115| 125 125
90| PS2 | 165 165135 155|105 105 95 95| 125 155] 85 105|105 125|135 165|115 115|125 125
91| PS2 |165 165|135 145| 95 951105 105|125 155| 85 105|105 125|135 155|115 115| 125 125
92| PS2 | 165 165125 145| 95 95| 95 95| 125 155] 85 105|105 125|135 155|115 115|125 125
93| PS2 | 165 165|125 1451105 105| 95 95| 125 145| 85 105|105 125|135 155|115 115| 125 125
94| PS2 | 165 165|135 145| 95 95| 95 95| 125 145] 85 105|105 125|125 155|115 115|125 125
95| PS2 | 165 165|135 145|105 105| 95 95| 125 145| 85 105|105 125|125 155|115 115|135 135
96 | PS2 | 165 165135 155|105 105 95 95| 125 145] 85 105|105 125|125 155|115 115|125 125
97| PS2 | 165 165|135 155|105 105| 95 95| 125 145| 85 105|105 125|125 165|115 115| 125 125
98 | PS2 | 165 165135 155|105 105 95 95| 125 145] 95 105|105 125|125 155|115 115|125 125
99| PS2 | 165 165|135 155|105 105| 95 95| 125 145 95 105|105 125|135 155|115 115| 125 125

100 | PS2 | 165 165135 155|105 105| 95 95| 125 145] 85 105|105 125|125 155|115 115|125 125
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ID | POB | Pt45002 | Pt30204 | Pt107517 | Pt63718 | Pt71936 | Pt110048 | Pt109567 | Pt87268 | Pt26081 | Pt107148
101 | PS3 | 155 165]135 155 0 01105 105| 125 145 0 0]105 125|135 165115 115| 125 125
102 | PS3 | 165 165|135 155 0 O] 95 95125 145 85 105105 125135 165|115 115] 125 125
103 | PS3 | 165 1651135 145|105 105| 95 95| 125 155| 85 105|105 125|125 155|115 115| 125 125
104 | PS3 | 175 1751135 145|105 105|105 105|125 155| 85 105|105 125|135 165|115 115|135 135
105 | PS3 | 165 165 0 0 0 0] 95 095|125 145| 85 105|125 125 0 01115 115|125 125
106 | PS3 | 165 165135 145| 95 95| 95 95| 125 145] 85 105|105 125|125 155|115 115|125 125
107 | PS3 | 165 1651135 155|105 105| 95 95| 125 145| 85 105|105 125|135 165|115 115| 125 125
108 | PS3 | 165 165|135 145|105 105| 95 95| 125 145| 85 105]105 125125 155|115 115 0 0
109 | PS3 | 165 1651135 145|105 105| 95 95| 125 145| 85 105|105 125|125 155|115 115| 125 125
110 | PS3 | 165 165135 145|105 105| 95 95| 125 145] 85 105|105 125|135 165|115 115|125 125
111 | PS3 | 165 165125 145|105 105| 95 95| 125 145| 85 105|105 125|125 155|115 115| 125 125
112 PS3 | 165 165135 135 95 95| 95 95| 125 145] 95 105|105 125|125 155|115 115|125 125
113 | PS3 | 165 1651135 155| 95 95| 95 95| 125 145| 95 105|105 125|125 155|115 115| 125 125
114 PS3 | 165 165|155 155|105 105| 95 95| 125 155| 85 105|105 125|125 155|115 115|125 125
115|PS3 | 165 1651135 155| 95 95| 95 95| 125 155| 85 105|105 125|125 155|115 115|125 125
116 | PS3 | 165 165135 145|105 105|105 105|125 155| 85 105|105 125|125 155|115 115|135 135
117 | PS3 | 165 165135 145|105 105|105 105|125 155| 85 105|105 125|135 165|115 115|135 135
118 | PS3 | 165 165135 145|105 105| 95 95| 125 145] 85 105|105 125|135 165|115 115|125 125
119 | PS3 | 165 1651145 145| 95 95| 95 95| 125 145| 85 105|105 125|135 165|115 115| 125 125
120 | PS3 | 165 165|135 145 0 0] 95 95| 125 145 85 105105 125135 165|115 115] 125 125
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Anexo 5. Haplotipos

A5. Haplotipos de 10 loci de microsatélites de cloroplasto de individuos de Pinus
hartwegii del Parque Nacional La Malinche. ID = individuo; POB = poblacion; PN1=
ladera norte, altitud 3500 msnm; PN2 = ladera norte, altitud 3750 msnm; PN3 = ladera
norte, altitud 3900 msnm. PS1 = ladera sur, altitud 3500 msnm; PS2 = ladera sur,
altitud 3750 msnm; PS3 = ladera sur, altitud 3900 msnm.

ID | POB Haplotipo | ID | POB Haplotipo | ID | POB Haplotipo

1 [ PN1 1633011521 | 21 | PN2 2601011422 | 41 | PN3 4631011422
2 | PN1 1633011722 | 22 | PN2 4531111422 | 42 | PN3 4531211422
3 | PN1 4631211022 | 23 | PN2 3601211422 | 43 | PN3 4531111322
4 | PN1 4601111022 [ 24 | PN2 4531111422 | 44 | PN3 4531111132
5 | PN1 4601111022 [ 25 | PN2 0000000022 | 45 | PN3 4531111422
6 | PN1 4531111722 | 26 | PN2 2631431422 | 46 | PN3 4533111122
7 | PN1 4531111422 | 27 | PN2 4631241422 | 47 | PN3 4631211122
8 | PN1 5531111022 | 28 | PN2 2601211422 | 48 | PN3 4641211122
9 | PN1 5531131722 | 29 | PN2 2631331422 | 49 | PN3 4521111622
10 | PN1 5531131022 | 30 | PN2 2511111422 | 50 | PN3 4531131122
11 | PN1 4633211322 | 31 | PN2 4633111422 | 51 | PN3 4631231422
12 | PN1 4633211522 | 32 | PN2 4631111422 | 52 | PN3 4631211422
13 | PN1 4633211202 | 33 | PN2 4531111012 | 53 | PN3 4631011121
14 | PN1 4533211122 | 34 | PN2 4501211422 | 54 | PN3 4531211422
15| PN1 4633211122 | 35 | PN2 4531111422 | 55 | PN3 4533111422
16 | PN1 4633211122 | 36 | PN2 4531211022 | 56 | PN3 4531111122
17 | PN1 4633211222 | 37 | PN2 4631211422 | 57 | PN3 4530010020
18 | PN1 4633211422 | 38 | PN2 4631231022 | 58 | PN3 4533111422
19 | PN1 4543211422 | 39 | PN2 4631231422 | 59 | PN3 4531101122
20 | PN1 4533211422 | 40 | PN2 4632231422 | 60 | PN3 4541111122




ID | POB Haplotipo | ID | POB Haplotipo | ID | POB Haplotipo
61 | PS1 4511111122 | 81 | PS2 4311111522 [ 101 | PS3 2403101422
62 | PS1 4511031122 | 82 | PS2 0001011022 [ 102 | PS3 4401111422
63 | PS1 4611131422 | 83 | PS2 4312111122 [ 103 | PS3 4331211122
64 | PS1 4611211422 | 84 | PS2 4431111022 | 104 | PS3 5333211423
65 | PS1 4611011022 | 85 | PS2 4401131022 | 105 | PS3 4001112022
66 | PS1 4511211422 | 86 | PS2 4431131722 [ 106 | PS3 4311111122
67 | PS1 4511211122 | 87 | PS2 4431131322 | 107 | PS3 4431111422
68 | PS1 4511111322 | 88 | PS2 4331011322 [ 108 | PS3 4331111120
69 | PS1 4511111222 | 89 | PS2 4431111322 (109 | PS3 4331111122
70 | PS1 4511111122 | 90 | PS2 4431211422 [ 110 | PS3 4331111422
71 | PS1 4511011122 | 91 | PS2 4313211322 | 111 | PS3 4131111122
72 | PS1 4511111422 | 92 | PS2 4111211322 (112 | PS3 4211131122
73 | PS1 4511121122 | 93 | PS2 4131111322 | 113 | PS3 4411131122
74 | PS1 2531131122 | 94 | PS2 4311111122 | 114 | PS3 4631211122
75 | PS1 4531131422 | 95 | PS2 4331111123 [ 115| PS3 4411211122
76 | PS1 2611111422 | 96 | PS2 4431111122 | 116 | PS3 4333211123
77 | PS1 4411211422 | 97 | PS2 4431111222 | 117 | PS3 4333211423
78 | PS1 4413211422 | 98 | PS2 4431131122 | 118 | PS3 4331111422
79 | PS1 4111111322 | 99 | PS2 4431131322 [ 119 | PS3 4511111422
80 | PS1 4411011322 | 100 | PS2 4431111122 [ 120 | PS3 4301111422
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Anexo 6. Analisis Discriminante de Componentes Principales.

Validacion cruzada DAPC

10

08

Proporcion de prediccion exitosa

Numero de PCA retenidos

A6. Validacion cruzada de Andlisis Discrimante de Componentes Principales
(DAPC) de seis poblaciones de Pinus hartwegii en el Parque Nacional La Malinche. La
cantidad de PC retenidos en cada DAPC varia a lo largo del eje x; la proporcion de
prediccidn exitosa varia a lo largo del eje y. Los puntos negros son las réplicas
individuales y la densidad de los puntos se muestra en azul.
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