Informe final* del Proyecto B156

Distribucién, estructura poblacional y variacion genética de algunas especies de pinos en

Responsable:
Institucion:

Direccion:

Correo electrénico:
Teléfono/Fax:
Fecha de inicio:
Fecha de término:

Principales
resultados:

Forma de citar** el
informe final y otros
resultados:

Resumen:

peligro de extincién en México

Dra. Elena Alvarez Buylla

Universidad Nacional Autbnoma de México,
Instituto de Ecologia
Departamento de Ecologia Evolutiva

Apartado Postal 70-275, Copilco-Universidad, México, DF, 04510 |,
México

ealvarez@biomail.ucsd.edu abuylla@servidor.unam.mx

Tel: 5622 9013 Fax: 616 1976

Noviembre 30, 1994

Noviembre 25, 1996

Base de datos, Informe final

Alvarez Buylla, E. y F. Medina Freaner. 1997. Distribucion, estructura
poblacional y variacién genética de algunas especies de pinos en peligro
de extincion en México. Universidad Nacional Autbnoma de México .
Instituto de Ecologia. Informe final SNIB-CONABIO proyecto No.
B156. México D. F.

Durante este proyecto se pretende actualizar la distribuciéon geografica,
documentar la estructura poblacional y estudiar la variacion y estructura
genética de cuatro especies de pinos en peligro de extincién en México

e * El presente documento no necesariamente contiene los principales resultados del proyecto correspondiente
o0 la descripcién de los mismos. Los proyectos apoyados por la CONABIO asi como informacion adicional
sobre ellos, pueden consultarse en www.conabio.gob.mx

e ** F| usuario tiene la obligacion, de conformidad con el articulo 57 de la LFDA, de citar a los autores de
obras individuales, asi como a los compiladores. De manera que deberan citarse todos los responsables de los
proyectos, que proveyeron datos, asi como a la CONABIO como depositaria, compiladora y proveedora de la
informacion. En su caso, el usuario deberad obtener del proveedor la informacién complementaria sobre la
autoria especifica de los datos.


mailto:ealvarez@biomail.ucsd.edu%20abuylla@servidor.unam.mx
http://www.conabio.gob.mx/

INFORME FINAL DEL PROYECTO B156

" Distribucion, estructura poblacional y variacién genética de algunas especies de pinos
en peligro de extincion en M éxico"

Responsables: Dra Elena Alvarez Buylla
Dr. Francisco Medina Freaner

noviembre 1996



Proyecto: B156 " Digribucidn, esructura poblacional y variacion genética de algunas especies

de pinosen pdigro deextincién en M éxico".

Descripcion de lainformacion que contiene € archivo datCONABI O de la base dé datos.

En los informes anteriores se habian elaborado cuatro archivos, los cuaes contenian de
manera separada la informacion demogréficay genética pero sé presentaron algunos problemas en la
relacion e interpretacion de los datos. En este informe se realizo una base dé datos genera, con lo cud
los datos quedaron rel acionados en un solo archivo. En total se tiene 47 campos con 636 datos. Existen
campos paralos cuales no sé obtuvo informacion, se escribe con S1) cuando falta algun dato con letray
9999 cuando fadta un dato con numero. Otra observacion pertinente, es qué en los estudios
poblacionales se tiene un registro del nimero dé individuos més qué del nimero de colecta por 1o que

en la base de datos sé opt6 por dejar e campo nimero de poblacionesy no é nimero de colecta.

dat. CONABIO.XLS. El archivo contiene los datos tanto de la demografia como dé lagenética dé

las cuatro especies andlizadas.

Descripcidn delabasededatos

De campo A a AF setiene los datos de ubicacion y demograficos dé las especies. Aungue é hombré
dé cada campo es muy claro se incluyo un diccionario con lainformacion que contiene cada uno dé los
campos. También s2 describen los campos dé la parte genética, se enlistan de e campo AG d BD los
nombres de |os diferentes genes o loci que se usaron. Siglas que corresponden a nombre de la enzima
con lacua se pudo detectar un loci o gen, por eiemplo, en @ campo AG y AH que seria el gen 2 con
él aelo 1l end campo AGy & mismo gen 2 con € otro alelo 2, en el campo AH. Esta secuencia se

repite en todos los



demas campos|o quevariaeslaenzima, d geny d nimero de aeos que se presentan en
determinado  gen.
Diccionario:
A. Clave C: Clave Curi. B.
Familia: Familia
C. Género: Género
D. Especie; Especie
E. Autor: Autor
F. Afo: Afio
G. Poblacion: Poblacion
H. Colectores: Colectores
1. N_ind: Ndmero de individuo, que equivale d nimero de colecta. J. Dia
Colecta: Diade Colecta
K. Mes-Colecta-Mes de Colecta. L.
Afio Colecta: Afio de Colecta.
M. Nomb Deter: Nombre del que determind la especie.
N. Cdi Deter: Cdidad de quien determiné D. Estado:
O. Estado.
P. Municipio: Municipio.
Q. Clave_Mun Inegi. Clave de INEGI parael Municipio.
R. Lat Grad: Grados de latitud.
S. Lat Min: Minutos de S. latitud.
T. Lat_Seg: Segundos de latitud.

U. Long_Grad. Grados de longitud.



V. long_Min: Minutos de longitud. W.
W.Long_Seg. Segundos de longitud. X.
Altitud: Altitud.

Y. Tipo_Lect. Tipo de lectura.

Z. Aparato: Tipo de aparato de medicion. AA.

Prec LL: Presicién del aparato.

AB. Perim cm: Perimetro en centimetros.

AC. Edad Afios: Edad en afios.

AD. Alturam: Altura en metros

AE. Reprod: Reproduccion.

AF. MNR2_1; Loci ogen 2, alelo 1.

AG.MNR2 _2: Loci ogen 2, aelo 2.

AH. APX 1 1 (peroxidasa anddica) : Loci o gen 1, aelo 1. Al.
APX1 1 (peroxidasa anddica): Loci o gen 1, delo 2. A7.
APX2 1 (peroxidasa anddica): Loci o gen 2, aelo 1. AK. APX2

2 (peroxidasaanddica): Loci o gen 2, delo 2.
AL. EST1 1 (esterasa): Loci ogen 1, alelo 1.

AM. EST1 2 (esterasa): Loci o gen 1, alelo2.

AN. EST2 1 (esterasa): Loci o gen 2, alelol.

AO. EST2 2 (esterara): Loci o gen 2, alelo 2.

AP. GOT1_1 (glutamato oxalacetato transaminasa) : Loci o gen 1, alelo 1.
AQ. GOT1 2 (glutamato oxal acetato transaminasa): Loci ogen 1, alelo 2. A
R. LAPI_1 2 (leucinaaminopeptidasa): Loci ogen 1, aelo 1.

AS. LAP12 (leucina aminopeptidasa): Loci o gen 1, alelo 2.



AT. SDH2 1 (shkimato deshidrogenasa): Loci 0 gen 2, aelo 1. AU.
SDH2_2 (shkimato deshidrogenasa): Loci o gen 2, alelo2. AC. IDH2_1
(isocitrato deshidrogenasa): Loci o gen 2, delo 1. AW. IDH2 2
(isocitrato deshidrogenasa): Loci o0 gen 2, ddo 2. AX. GDH2 1
(glutamato deshidrogenasa): Loci o gen 2, adelo 1. AY. GDH2 2
(glutamato deshidrogenasa): Loci 0 gen 2, delo 2. AZ. RUB1 1
(rubisco): Loci o gen 1, alelo 1. BA. RUB1 2 (rubisco): Loci o gen 1,
alelo 2. BB. FEST1 1 (esterasa flourescente): Loci o gen 1, alelo 1.

BC. FEST12 (esterasa flourescente): Loci o gen 1, alelo2.



Informefinal ala CONABIO
Proyecto " Distribucién, estructura poblacional y variacion genética de
algunas especies de pinos en peligro de extincion en M éxico"
Namero deref: B156
Responsables: Dra. Elena Alvarez-Buylla

Dr. Francisco Molina Freaner

En este reporte se describen en general para P. rzedowskii, P. pinceana, P. lagunae y P.
muricata, los méodos y los resultados obtenidos. De manera particular se presenta un informe para
cada una de las especies con los resultados y discusion mas especificos. También, se anexa un
diccionario o clave con la descripcion de los campos incluidos en la base de datos, un documento
con algunos lineamientos para la conservacion de estas especies con base en los resultados
obtenidos en este proyecto. Finamente anexamos. una lista de presentaciones en congresos y

publicaciones derivadas de este proyecto hastalafecha.

Las actividades que se redizaron fueron las siguientes. @) Ubicacion de las poblaciones
actualmente reportadas y otras que se descubrieron durante las inspecciones. b) Determinacidn de la
densidad y la estructura de edades de agunas poblaciones. ¢) Colecta de materia foliar para hacer los
estudios de variacion genética utilizando la técnica de electroforesis en geles de dmiddn. €) Andisis

€electroforeticos con isoenzimas obteniendo un promedio de 14 a 16 loci por poblacion.

M etodologia general
Demogr afia
Se visitaron las poblaciones que habian sido reportadas por Perry (1991). Para las especies

estudiadas se tomaron datos de su localizacién geografica con laayudade un



posicionador topogréfico (marca Magellan modelo ProMARKY GPS). Estos datos seran Utiles en

la elaboracion de mapas topograficos detallados de | as diferentes poblaciones.

En cada poblacién se estimd la densidad por un método con o sin area, basado en recorridos
y observaciones preliminares en cada una de €ellas. Para cada arbol se tomaron los siguientes datos;
alturay perimetro, son unaforsipulay cinta diamétrica. La estimacion de edades en principio se basd
en € conteo de anillos de crecimiento. Paralo que se uso un taladro de Pressley. Se estimé un indice
de corrdlacion entre @ perimetro, ladturay la edad para conocer s ladturao @ perimetro podian sarvir
como estimadores de la edad de los &boles. La correlacion entre @ perimetro y la edad fue atamente
significativa (r = 0.860; p = 0.0001) por lo que € perimetro se utilizd6 como indicador de la edad en

los demés arboles muestreados.

Genética

Se colecté material foliar de las partes terminales de las ramas, asi como yemas en
desarrollo, ya que pruebas preliminares nos mostraron que la actividad enzimatica es mayor en las
yemas foliares. Las aciculas colectadas se utilizaran posteriormente para estudios son ADN. También
fueron colectados conos maduros para obtener semillas que serén andlizadas en otros estudios. El
materia fue eiquetado con los datos respectivos de lugar, fecha, poblacion, nimero dé replica, y
observaciones generales del arbol (s esté infectado, dafiado, quemado etc). Se colectaron también
giemplares de herbario las cuales fueron debidamente depositados en € Herbario dd Instituto de

BiologiadelaUNAM (MEXU).

Electroforesis:
La parte experimental para hacer e montaje de los sistemas enziméticos se reaizd son la
técnica de dectroforesis en geles de amidon. Anteriormente, reportamos 4 sistemas de corrimiento y

16 enzimas. Sin embargo, agunas de dlas no tuvieron buena resolucién



para algunas poblaciones e individuos por lo que finalmente se analizaron 12 enzimas en tres sistemas
de corrimiento. Hasta ahora se han obtenido 25 loci para los diferentes pinos estudiados (6PGD,
IDH, MDH-2, MDH-3, PGM, SDH-1, SDH-2, MNR-1, MNR-2, GDH-2, PGI-1, PGI-2, PGI-3,
RUB-1, NADHDH-1, NADHDH-2, GOT-1, APX-1, APX-2, APX-3, F-EST-1, LAP-1, ACO,
ACPH-2) (ver Tabla1). En P. rzedowskii se trabgjo con 14 loci con muy buenaresoluciony 15 loci en
P. lagunae, P. pinceana y 16 en P.rnuricata . Para estas tres especies el nimero de loci (genes)
varia por lo que en la base de datos se reportan 13 loci isoenziméticos iguales alos de P. rzedowskii, y
3 maés que tuvieron resolucion en las otras tres especies (6PGD-1, ACPH-1 y MDH). Sin embargo,
para estas especies no tuvo resolucion la enzima F-EST. Espacios que en la base de datos aparecen

como datos no disponibles (DN).

Para la extraccion de las proteinas se molieron las partes vivas de las yema con un buffer
de extraccion que se prepara con tres partes de buffer Cegll de Cheliack (1984) y una parte del buffer
O'Malley (1980) (Tabla 2). Los geles se prepararon a 12% p/v de amidén hidrolizado (SIGMA S
4501). Se usaron tres sistemas de corrida (Mitton et a., 1977; Miles 1977; Conkle et al., 1982)
obteniendo 12 a 14 enzimas con buena resolucion. En totd se andizaron de 14 a 16 loci segiin la
especie. Para la tincion de las enzimas se usaron recetas de Hakim Elahi (1976), para APX-1
APX-2, CPX-2, de Conkle et al (1982) para MNR-1, GDH-2, Soltis et al (1983), IDH-2. Selander
(1986), para EST2, F-EST-1, y Wyat (1989) para LAP-1, una modificacion de Callgos (1983), para
MDH, de Hakim-Elahi (1976) para ACPH y de Wyatt (1989) para 6PGD. La designacion de los loci

y aelos serealizd con base en lamovilidad relativa de las proteinas.

4.2.2 Analisis de datos

A partir de los datos el ectroforéticos se obtuvieron |os siguientes estimadores:



1) Frecuencias aédlicas.
P=(N11+(N12/2)/N g = (N22 + (N12 /2))/N z = (N33 + (N13/2 + N3/2)/N donde Nyj, Ny,

N2, son las frecuencias absol utas de los tres genotipos y N e tamarfio de muestra.

2) Proporcion de loci polimérfcos P. Este indice se define como la presencia de
polimorfismos genéticos en una 0 mas poblaciones (mas de un alelo en un locus) y que son
apreciablemente frecuentes (Cavalli-Esforzay Bodmer 1971). Este indice tomavaloresentre Oy 1. Si
es a no existe variacion genética. Entre més dto, es mayor la variacion genética hasta llegar a 1,
donde todos los genes analizados son polimérficos, es decir, todos los genes tienen dos 0 méas formas
aternativas de un gen (Hedrick 1983).

P=x/m

donde x = al nimero de loci polimorfieosy m = a nimero de loci analizados.

3) Laheterocigosis promedio esperada H. Este indice se obtiene a partir del promedio
de la heterocigosis esperada en € equilibrio Hardy-Weinberg para todos los genes estudiados
en las poblaciones (Brown y Weir, 1983). Se puede definir de la siguiente manera:
H =1-3pi’
donde pi es la frecuencia adélicas para cada locus y cada delo. Este indice toma valores que van de

0, cuando no se registra variacién en ninguno de los genes estudiados , hasta 1, cuando todos los

loci son polimérficos.

4) El promedio del nimero de aé€los por locus, A, que es smplemente e nimero de aelos

promedio para un locus.



De las muestras que se andizaron para € estudio de la variacion genética se obtuvieron las
frecuencias alélicas y a partir de éstas se realizaron todos los andlisis de la estructura genética de
P. rzedowskii. Se utilizaron los siguientes indices y estimadores:

1) Indice defijacion F, propuesto por Sewall Wright (1921).

F = ..II.-‘I |L_r!-\.|-:F|,I - I = .|..|I. .II:IH.'_

donde H, es la proporcién de heter6cigos observados y He la proporcion de heterGcigos
esperados .

Este indice tiene un valor de 0 s la poblacién se encuentra en equilibrio de Hardy -
Weinberg, dado que la heterocigosis observada es igud que la heterocigosis esperada, y puede tomar
valores entre -1 a +1, acanzando un vdor de -1 s existen exclusivamente individuos heterdcigos,
hasta +1 s todos los individuos son homadcigos. Este indice puede ser dividido en varios niveles
geogréficos, o que generalos estadisticos F;

a) Fls que es la desviacion del equilibrio Hardy - Weinberg a nivel local- subpoblacion y toma

vaoresde--1 at+1l.

F.=H -HJH
Donde, H, es la heterocigosis promedio observada sobre todos los loci, a nivel
subpoblacién; Hs es la heterocigosis promedio esperada sobre todos los loci a nivel
subpoblacion (Hedrick 1983)
b) F,-. representa la correlacidn entre unidades gaméticas relativas a total de la poblacion. Toma

valoresde-l1a+ 1.

F,=H-H/H,
Donde Ho es la heterocigosis promedio observada sobre todos los loci, anivel subpoblacion;

Ht esla heterocigosis promedio esperada sobre todos los loci ahivel subpoblacion (Hedrick

1983)



Fo=Hq.- H H,

c) Fsrestima el grado de diferenciacion genética entre las diferentes poblaciones. TomavaoresdeOy 1
Donde H;s es la heterocigosis promedio esperada sobre todos los loci, a nivel subpoblacion; H,. esla

heterocigosis promedio esperada sobre todos losloci anive de lapoblacion (Hedrick 1983)

2) Las relaciones genéticas entre poblaciones se evaluaron por € estimador de laidentidad
y distancia genética (Nei, 1978) para todos los pares de poblaciones posibles. Laidentidad | toma
vaores que van de 0, si ambas poblaciones de cadapareja no comparten ni un solo delo, al s lasdos
poblaciones tienen frecuencias dédicas idénticas. La distancia D (D = - In (Iy) varia entre O hasta
infinito. De O si las poblaciones tienen frecuencias aélicas idénticas, y de infinito s no comparten

ningun aelo (Hedrick, 1983).

Para el andlisis de los datos se usaron tres programas. € programa BIOSY S-1 se usd para
obtener las frecuencias alélicas y genotipicas, las identidades y distancias genéticas (Neis 1975, 1977),
y € indice de fijacion F para cada loci y poblacion analizada (Wright, 1965). Los estadigticos F de
Wright, asi como los interval os de confianza a 95% de su valor medio, se cacularon con el método de
"jackknife" porpuesto por Weir y Cockerham (1984) a través de un programa de computacién
modificado de Weir e implementado por Chaos et al (en prensa). Para ver si losvaoresde F, F,. F,
de cada loci, son significativamente diferentes de 0, se obtuvo el estadistico x* = F? N (K-1), para K
(K-1) 12 grados de libertad, donde N es €l tamafio delamuestray K es e nimero deaelos (Li y Horvitz,
1953). Para la significancia de los valores de Fgr por locus, se aplicd x*= 2N Fg4 (K-1) con (K-1) (s-
1) grados de libertad, donde N es e tamafio de la muestra (nimero de individuos), K € nimero de
aelos y s,  numero de subpoblaciones (Workman y Niswander, 1970). Para € andisis de

aidamiento por distanciace usd e programa | SO (Slatkin, 1994).



Resultados y discusion gener al

L ocalizaci6n geogr afica.

Durante los recorridos que efectuamos en las poblaciones de P. rzedowskii y P. muricata
detectamos dos aspectos muy generalizados. El primero, es que las dos especies ce encuentran en
afloramientos de roca, en el caco de la primera especie asociada a roca cdiza y la segunda especie a
afloramientos de rocas rojas (tobas). Lareacion con € sustrato parece ser fuerte, pues sol6 unade las
poblaciones de P. rzedowskii se encontr6 en un suelo més formado y profundo (andosol). El
segundo aspecto que pudimos detectar es lainfluencia del fuego sobre la estructura de edades de las
poblaciones. Para P. rzedowskii la base de los troncos de un 40% de los arboles presentan
quemaduras. Perry (1991), menciona que es probable que durante la estacion de secas muchas
poblaciones juveniles puedan ser destruidas por los incendios, ya gue ce encuentran pocos individuos
juveniles y muchos de ellos tienen menos de 12 cm en su fuste. En contraste, en los sitios donde
habita P. muricata, se observé evidencias de incendios recientes y en estos ce detecto una gran
cantidad de individuos jovenes. Esto parece indicar que € fuego es un componente muy importante
de laregeneracion de las poblaciones de P. muricatay que de manera contraria limita la regeneracion
de érboles de P. rzedowskii.

Como caracterigtica particular de P. muricata se puede mencionar que las poblaciones que la
representan sempre se encuentran a una distancia de 2 a 8 km de la zona costera. Nunca se
detectaron poblaciones a mayores distancias de la linea costera, a pesar de que existen
afloramientos de tobas tierra adentro similares a los que se presenta en una de las poblaciones (Ejido
Eréndira) donde encontramos a P. muricata. Para esta especie se han detectado 2220 individuos, 1o
que nos da unaidea de larareza de esta especie en laregion.

P. pinceana esta representada por 5 poblaciones que estén conformadas cada una por mas de

1000 individuos maduros. Los sitios donde se encuentran a igua qué P. rzedowskii también estan
formados por roca caliza, y solo una dé las poblaciones (Cuauhtémoc 1) se asocia a P. cembroides.
Las demés especies son tipicas de zonas acidas como Agave lechiguilla, Opuntia rastrera,
Euphorbia sp, etc. Algo muy interesante que se observd es que todas las poblaciones tienen

representantes reproductivos por lo que todos los arboles contenian estrébilos femeninos (conos). En



general para esta especie se observaron tres puntos importantes i) El nimero de individuos para cada
poblacién y para la especie es mucho mayor que lo reportado por Perry (1991), mas de 6000
individuos maduros. ii) Todas las poblaciones se encuentran con produccion de conos, 1o cua indica
gué la poca pérdida de semillas y posteriormente de plantulas, no se debe a la fenologia de la especie
(posible ateracion de la fase reproductiva). Més bien a algiin aspecto extrinsecos de los arboles como
podria ser |a depredacidn. iii) Técnicamente laépocadd afio més propicia para hacer colecta de semillas
se presenta entre |os meses de septiembre a noviembre. Finalmente, de las poblaciones mencionadas,
la poblacion Cuauhtémoc 1 es la més accesible y podria tomarse como la més representativa de la
especie para redizar trabgos de conservacion insitu. En redidad fdta hacer una discusén més
profunda a cerca de los resultados obtenidos, pero en términos generales la conclusion paralas cuatro
especies apunta hacia una mayor probabilidad de que las especies se encuentren amenazadas de
extincion debido més a problemas demogréaficos que genéticos, tal como lo sefidla Lande (1989). La
variacion genética que presentan es suficiente por 1o que no pueden ser consideradas en peligro de
extincién genéticamente pero si no se logra implementar alguna estrategia de conservacion insitu y

exditu, € efecto dé factores demogréficos podria acelerar la pérdida de varias dé las poblaciones.



Finalmente, queremos pedirles la restriccion de los datos por [0 menos durante un afio

(1997), como se menciond anteriormente, falta afinar o depurar |os resultados.

Tabla 1. Sistemas de Corrimiento y Expresion Enzimatica.

Buffer del gel Buffer del electrodo Enzimas
Mitton PP (Mitton et al, 1977)
0.015M Tris 0.031M NaOH AFfX'- Peroxidasa _
0.05MAcido Citrico 0.2195M Ac. Bérico ig‘;‘g')ca('*ak'm' Elahi,
CPX-Peroxidasa
pH=7.6 con NaOH o/ pH= 7.5 (Hakim, Elahi, 1976).
GOT-Glutamato

oxa oacetato transaminasa
(Wyatt, 1989)
MNR- Menadion reductasa

Ac. Citrico Ac. borico

(Cheliak y Pipet,1984)

Conkle RR (Conkle, 1982) NADHDH-Nicotidamina
adeninadinuclectido

deshidrogenas

0.03M Trizma base 0.06M LiOH LAP-Leucinaaminopeptidaca

0.005 Ac. citrico 0.3M Ac.bérico (Werth, 1985).

10 ml del buffer del elec- llevar allt.

trodo en 990m1 del Buffer pH= 8.1 F-EST- Ecteraca fluorecente
del gel. pH=8.5 (Cheliak y Pipet, 1984)

1% del buffer del eectrodo EST- Ecterasa

pH= 8.5 auna concentracion (Cheliak y Pipet, 1984)

de 10X del buffer del gel.

SIS#2 (Miles 1977) GDH-Glutamato
1 parte del B. electrodo dehydrigenaca (Cheliak y Pipet,

1984)




9 partes de agua destilada
Para el B. del electrodo se pesd
0.15 Tris (T-1378) 18.77g
0.0075M Ac.citrico monoh
1.58g

Aguadegtilada 100m1 (aforar)

pH =9.0

Morfolina (Wendel y Weeden, 1989)
B. del gel. B. del electrodo.

0.040M Ac. citrico 1 partedel buffer del

monoh. 8.41 gr electrédo.

0.068M (3-amino- 19 partes de agua
propil) morfolina dedtilada. Llevar a
10 ml 400 ml.
Aguadestilada

1000 m1 (aforar)

pH 6.1

IDH-Isocitrato deshidrogenasa

deshidrogenasa (Modificado de
Cadllgo, 1983). SDH-Shikimato
deshidrogenasa

(Modificado de Wert 1985)

MDH- Maato deshidrogenasa
(Mod. de Callgjo 1983)
6-PGD- 6-fosfogluconato
deshidrogenasa (Wyatt 1989)
ACP- Fosfatasaacida (Hakim
Helahi, 1976)



Tabla 2. Buffer de extraccion.

Y'Omalley (para 100m1)

10 ml solucion de tris-&cido citrico (1.57g de trisma base,

0.83 g de &cido citrico, llevar a100m1 de aguay pH 7.0)

0.018 ¢
0.034 g

0.05 g NADP
0.05g NAD
Acido ascorbico

EDTA

0.10 g Bovine serum albimin
0.33 ml 2-mercaptoethanol

[levar a100ml con agua destilada

VEGII
0.31g Acido borico

2ml Tergital 15-S
10.27g Sacarosa
29 PEG 8000
0.005g Fosfato de piridoxal
79 PCP 40
1g PCP 360
0.88g Acido ascorbico
0.02g NAD
0.1 g Bobine serum albumin
0.66 ml 2-mercaptohetanol

[levar 2100 ml con agua destilada gjustar €l pH a 7.1 con NaOH.



Pinus muricata
P. muricata forma parte del grupo californiano de pinos de conos serotinos de la subseccion
Oocarpae (Millar 1986). P. muricata tiene un rango de distribucién restringido ala costade pacifico
en d estado de Cdifornia en Estados Unidos y una poblacién en la zona de San Vicente en d estado
Mexicano de Bgja Cdifornia (Millar y Crichfield 1988; Perry 1991). Esta especie crece muy cerca de
la linea costera (no méas de 10-12 km de la costa), a bajas dtitudes y en poblaciones pequefias y
disyuntas (Millar 1986; Minnich 1987). Se estima que existen a rededor de 9 grupos de poblaciones

de estaespecie alo largo de su distribucion (Millar y Crichfield 1988).

Dado que P. muricata crece en una amplia franja dtitudina, la vegetacion varia desde
chaparrales mediterrdneos hasta bosques de Sequoia (Volg et a., 1977). Sele encuentra cominmente
en substratos &cidos y con drengje pobre. Las poblaciones de P. muricata estan cominmente
compuestas por individuos de lamisma edad ya que @ reclutamiento oclrre despuies ddl fuego (Volg
et a., 1977). Los conos se abren con € fuego y las semillas germinan aun cuando estén expuestas a
temperaturas muy altas por periodos cortos de tiempo (Linhart 1978). De ahi que se considere que €
fuego es uno de | os factores més criticos en la regeneracion y mantenimiento de |las poblaciones de esta

especie (Cogl et d., 1977).

P. muricatata posee una gran variacioén morfolégicay fitogtimica (Millar y Critchfield 1988).
Los caracteres mas variables incluyen a € tipo de estomas, la composicién de monoterpenos y la
forma de los conos. Esta variacién tiene un claro componente latitudinal. Este patrén de variacion
geogrdfica esta asociado a barreras reproductivas entre grupos de poblaciones (Millar y Critchfield
1988). Las poblaciones del norte estén completamente aidadas reproductivamente de las poblaciones
del sur, lo cua hahecho pensar que probablemente se trate de mas de una especie (Millar y Critchfield

1988).



Al parecer € grupo Californiano de pinos con conos serotinos tiene un origen monofilético
(Millar et d., 1988). La estructura genética de varias poblaciones Californianas de P. muricata han
sido previamente analizadas usando isoenzimas (Millar 1983, 1985). El andlisis de la estructurarevel 6
que € 78% de la variacion se encuentra dentro de poblacionesy € 22% entre poblaciones (Millar et
al., 1988). Sin embargo, usando marcadores del genoma dedl cloroplasto y de la mitocondria, € gradd

de diferenciacion entre poblaciones es mucho mayor (Strauss et a., 1993; Hong et a., 1993).

Ubicacién geogr afica de las poblaciones de P. muricata

Nuestralavor con P. muricata consistio en visitar € areade San Vicentey locdizar € méximo
numero de poblaciones de esta especie. La tabla 1 muestra las poblaciones que logramos detectar en €
areade San Vicente con sus respectivas coordenadas geograficas. Detectamos un total de 6 poblaciones
en € éarea, un nimero mayor que € reportado anteriormente (Minnich 1978; Perry 1991). Las
poblaciones de San Quintin, reportada anteriormente por Martinez (1948), d parecer ya no existe
(Richard A. Minnich, com. pers. 1995). En algunas poblaciones detectamos varias subpoblaciones
coémo en € casd de la poblacion Cerro Colorado (Tabla 1). En estos casos tratamos de determinar las
coordenadas del mayor nimero de subpoblaciones posibles. Sin embargo, la dificultad de acceso a
varios sitios, nos impidié determinar las coordenadas de todas las subpaoblaciones. La inclinacién de
las pendientes donde vive P. muricata nos impidié obtener con precision las densidades. Sin
embargo, optamos por estimar visualmente € nimero total de individuos vistos fue de 2220. Dado
que € fuego es un elemento muy importante en la regeneracion de esta especie, la Tabla 1 muestra
las evidencias de fuego en cada poblacion. En algunos casos, |os gidatarios del Ejido Erendira nos
proporcionaron la informacion sobre € dltimo fuego en cada poblacion y nosotros visua mente

buscamos evidencias de fuego en cada sitio.



Estructura de edades y tasas de reclutamiento.

Solo documentamos la estructura paoblacional de una subpoblacién de la poblacion Cerro
Colorado. La figura 1 muestra la distribucién de didmetros basales en esta subpoblacion. En esta
poblacion, e Udltimo fuego ocurridé hace aproximadamente 25-30 afios. La distribucion observada
muestra que no ha existido un fuerte reclutamiento de individuos recientemente en este sitio, se sabe
gue los conos pueden abrir durante € verano y las plantul as establecerse en ausencia de fuego (Vogl
et a., 1.977). Aunque la gran mayoria de los adultos no tienen plantulas asociadas (Figura 2),
algunas de las plantulas pueden haber sido originadas por esa via. La poblacion Las Pinitas tuvo
fuego en 1989 y fue muy evidente la enorme cantidad de juveniles que logramos detectar en este
sitio. Aungue no documentamos la estructura poblacional, fue evidente el contraste de la distribucion
de tamafios con respecto a la poblacion Cerro Colorado. La poblacion La Hedionda tuvo fuego hace
15-20 afios y pudimos detectar visuamente una distribucién de tamafios similar a la del Cerro

Colorado.

Variacion y estructura genética de las poblaciones de P. muricata.

Colectamos gemplares de herbario de las poblaciones Cerro Colorado, Las Pintas y La
Hedionda, los cuales fueron depositados en e Herbario del Ingtituto de Biologia de la UNAM
(MEXU). También colectamos tejido foliar (yemas) y conos cerrados en cada una de las poblaciones
para hacer el andlisis de la estructura genética. Las yemas foliares fueron guardadas en hielo en €
campo y enviadas en hielo seco ala ciudad de México para su andliss dectroforético. Se emplearon 4
sistemas de buffers para ensayar un total de 16 loci. La Tabla 2 muestralos genotipos detectados paralos
16 loci en cada unade las tres poblaciones. De igua forma, la Tabla 3 muestra las frecuencias de cada

uno delosloci andizados. Latabla4 muestra algunas medidas de variacion genéticaen las



cuatro poblaciones analizadas. El promedio de aelas por locus varié de 2 a2.3 y € porcentgje de
loci polimérficos de 78.9 a 100%. La heterocigosis promedio observada fue muy similar entre
poblaciones. Dado que |a heterocigosis esperada bajo Hardy-Weinberg fue consi stentemente superior
alo observado, € indice de fijacion fue positivo en todos los casos (Tabla4). Este resultado indicaun

exceso de homacigos con respecto alo esperado bajo Hardy-Weinberg.

El andlisis de la estructura genética se muestraen la Tabla 5. La mayoriade los valores de
F1 son positivos y en agunos casos significativamente diferente de cero. Este resultado indica un
exceso de homocigos por endogamiaanivel de lapoblacién local. Por otra parte, € valor global de
Fsrevelaque € 16% de lavariacion tota se encuentraentre las tres poblaciones y € resto dentro de
las poblaciones. A pesar de que las poblaciones Cerro Colorado y Los Pinitos son las méas
cercanas, la distancia genética entre ellas fue lamas dlta, lo cud indicaria que la distancia genética

y fisicaentre poblaciones no esta estrechamente relacionada.

Discusion
A pesar de que detectamos 6 poblaciones de P. muricata en € &rea de San Vicente, & nimero
total de individuos que pudimos observar fue muy pequefio (2220). Aungue S este niUmero representa
una subestimacion, creemos que el nimero total en & areano rebasan los cuatro o cinco mil individuos.
No obstante que esta especie esta presente en los Estados Unidos, nuestras observaciones indican que

guedan realmente muy pocos individuos de P. muricata en México.

Nuestras observaciones también indican que € fuego juega un papel muy importante en la
regeneracion de esta especie. Observamos como en sitios donde hubo fuego recientemente, €

reclutamiento fue exitoso. En contraste, también pudimos observar



sitios donde no se observaron muchos juveniles debido a la ausencia de fuego reciente. En los sitios
Mas cercanos a zonas con asentamientos humanos, también pudimos detectar evidencia de taa de los
individuos mas accesibles. La pendiente de algunas sitios donde habita P. muricata dificulta mucho su
posible explotacién. Sin embargo, pudimos constatar que la actividad agricola de la region esta
gerciendo una fuerte presién sobre las pocas poblaciones que quedan en esta &ea. Los lomerios
cercanos a donde habita esta especie estan siendo cultivados con hortalizas para la explotacion hacia
el mercado estadounidense. Esta actividad esta creando grandes asentamientos humanos con jornaleros
gue usan a esta especie para la lefiay madera. Nuestras observaciones indican que s esta presion de
los jornaleros continua, pondra en serio peligro la persistencia de esta especie en e &reade San Vicente.
Por o anterior creemos que esta especie requiere de proteccion especia. Dado que pudimos observar
gran interés de algunos gjidatarios por esta especie de pino, no seria dificil involucrarlos en su

proteccion.

Los datos de genética indican que los niveles de variacion presentes en las poblaciones de P.
muricata no representan un problema serio en términos de viabilidad. La riqueza de aelos y los
polimorfismos detectados muestran val ores que se han encontrado en otras coniferas. Los datos de la
estructura genética revela que la variacion presente dentro y entre las tres poblaciones estudiadas es
smilar a la detectada para las poblaciones caifornianas. Por lo anterior creemos que € tamafio

poblacional representa e problema més serio paralas poblaciones detectadas en san Vicente.



Tabla 1.- Poblaciones de Pinus muricata detectadas en € Ejido Erendira, en @ municipio de San Vicente, Bgja Cdifornia

POBLACION

Cerro
Colorado

Las Pinitas

LaHedionda

Snnombre
Snnombre
Snnombre

SUBPOBLACIONES LOCALIZACION

8

31°17.51'N-116°2065' W

31 °17.62'N-116°20.11 'W
31°17.99'N-116°19.58'W
31 °18.07'N-116°19.76'W

?7?
?7?

?7?

?7?
31°11748N-1116°19.00' W
31°114.28'N-1 16°20.49'W
?7?

31"14.43 'N-116°19.01W
31°14.70'N-116°19.59W

?7?

TOTAL=

N
38
290
115
140
160
97
175
25
390
100
87
90
480
33

2220

EVIDENCIA FUEGO
No
No
Si
Si

Si, hace 6 afios
S
rés
rés
Si

7?




Mumero de Individuos
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Pinus muricata
Foblacion del Cerro Colorado
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N=108
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Distribucion del nimero de plantulas
por individuo de Finus muricata en la
poblacién del Cerro Colorado.
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Tabla2.- Genotipos detectados en las tres poblaciones de Pinus muricata para cada
uno de los 16 loci analizados. Los loci son (en orden):
ACP-1 ACP-2 ACP-4 APX-1 APX-3 GDH-1 GOT-1 GOT-2 IDH-1 LAP-1 MDH-1

MDH-3 MNR-1 6PG-1 6PG-2 SDH-1

POBLACION
PM-1 22
PM-1 22
PM-1 00
PM-1 12
PM-1 12
PM-1 12
PM-1 22
PM-1 22
PM-1 22
PM-1 11
PM-1 22
PM-1 12
PM-1 22
PM-1 22
PM-1 22
PM-1 22
POBLACION
PM-2 22
PM-2 22
PM-2 12
PM-2 11
PM-2 12
PM-2 22
PM-2 11
PM-2 22
PM-2 12
PM-2 22
PM-2 22
PM-2 22
PM-2 22
PM-2 22
PM-2 12
PM-2 22
PM-2 22
POBLACION
PM-3 22

PM-3 22

CERROCOLORADO

0013 22 22 1122
1213 22 22 1122
0000 12 22 11 22
211 12 22 12 22
2213 22 22 12 22
1113 22 22 12 22
2222 12 22 12 22
2222 22 22 12 12
2222 12 22 12 12
2212 12 22 1122
1222 22 22 22 22
2222 22 22 22 12
1112 22 12 22 22
1112 22 22 22 22
0011 12 22 22 22
00 00 22 12 23 22

LOSPINITOS

00 22 22 22
1122 23 22
12 22 23 23
00 22 22 22
00 12 13 22
00 22 22 22
00 22 23 23
00 22 22 22
00 22 23 22
00 22 23 22
22 23 22
22 23 22
22 23 23
2 22 22
22 23 23
22 23 22
22 22 22

22
22
12
22
12
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22

22
12
12
22
12
22
12
22
12
22
12
22
11
11
12
12
22

8888888

LA HEDIONDA
22 22 12 22 22
2 22 12 12 22

22
22

1111 22
1111 22
12 1112
33 12 12
33 12 12
33 12 22
1122 22
33 12 12
22 12 22
33 22 22
12 22 22
12 22 22
33 12 22
1112 22
33 1122
00 23 12

22
12
12
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
12
22
22

22
22
23
22
23
23
23
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22

22
12
22
22
22
12
11

11
11
12
12

11
11
11
11

22
22

11
11

22
22

22
22
22
12
12
22
12
22
22
22
22
22
22
22
22
22

22
22
22
22
12
22
22

1122
1112

22
22
22
12
22
22
22
22

11
11

1100
12 22
22 22
22 12
22 12
12 12
1122
22 22
22 12
1122
22 12
1112
11 12
1112
12 22
00 22

1122
1112
11 12
22 22
1112
22 22
12 22
1122
12 22
12 12
12 22
11 22
11 12
12 12
11 12
11 12
11 22

11
11

22
22

111111
1111 12
111111
1111 12
111111
111111
111111
11 11 12
111111
111111
1111 12
111111
1111 11
111111
111112
111111

22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22

22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22

11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

22
22

22
22

22
22



22

12
22
22
22
22
22
22
22
22
22
12
22
22
12
12
22
22
12
22
22
12
12
12
22
22
22
22
22
2
22

13

22
22
12
22
12
12

22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
12
22

22
22

2z

22 12
23 23

23 12
22 12

22 1122 22

12 12

11111122

331

23 11
00 11
23 11
22 22
22 1

33 12
23 22
23 12
33 12
23 12
33 11
22 23
22 1

22 11
23 12
22 12
33 11
00 11
1112
12 12
12 12
22 1

11 11
2 11

22 23
22 23

22 22
22 22

12
22

22
12
22
12
22
22
12
12
22

22 23

22 22
11 23
1122
1122

22 12

22

12 1122

1112
1 22
1122
12 23
11 22

22
12
22
22
12

1122 22
22 22 22
12 1122
11 22 11
1122 22
1122 12
221122
22 22 22
22 12 22
22 22 12

12
12

22

13
13

1

1112

22
23
22
22
12
22
22
22
12
12
22
22
22
22
22
22
22
22
12
22
22
22
12
22

22
22
2
2

111122
221 22
11 11 2
11 11 22

1

13
22
22
13
12
22
22
13

12
12

12
22
22
12
22
22
12
22
22
22
22

1122

22
23
12
22
22
22
22
22
22
23
13
22
22
22
13
22
2

2B 2 22

22
22
22
12
22
22
22
11
1

22
22
22
22
12
22
22
22

22 22 22
111122

22 1112
22 1122
111122
111122
221 22
221 12
22 11 22
22 22 22
22 22 22

12 22 12
12 12 11

1112 22
111 12
00 1112
22 1112
22 12 12
12 22 22
12 22 22
12 2211
1122 22

22
22
22
22
22
22
22

22 1112
22 22 12
1122 12
111122
1 1 22
11 1112
1 11 22

22
22
12
22
22
22
12

22
11
22
12
22
11
11

1 22
22 12
22 12
22 11 22
22 1112
22 12 22
22 12 22
22 1122
22 11 11
12 22 22
22 22 22
221 2
22 11 22
12 2

22

1100 00

11112211

22 22 12
00
11 11 22
111122
12 1122
22 1122
22 1111
22 11 12
12 1112
12 1122
2 2 2
2 2
2 22



Poblacion

NHz

[EnN

Tabla 3.- Frecuenciasdelos 16 loci andizados en lastres poblaciones de Pinus
muricata. N =tamafio de muestra, CC = Cerro Colorado, LP=LosPinitos, LH=La

Hedionda.
Locus CcC LP LH
ACP-1
17 34
.235 .118
.765 .882
ACP-2
17 34
.265 176
A71 779
.265 .044
ACP-4
17 32
.029 141
971 578
.000 .281
APX-1
17 34
.029 .662
.647 .309
.324 .029
APX-3
17 34
.000 412
.882 .588
118 .000
EST-1
16 34
.656 .765
344 .235
EST-2
16 34
.406 .206




[N N

N

N -

[EnY

[EnY

N -

GDH-1

N

GOT-1
N

GOT-2

1DH-1

LAP-1

MDH-1

MDH-3

MNR-1

438
.156

17

.059
91
.000

.353
.647

17

.088
912
.000

17

.000
.882
118

17

.647
.353

.088
912

735
.265

.235
.765

794
.000

34

221
.706
074

34

279
721

34

132
.853
.015

34

.309
544
147

34

162
.838

34

191
.809

34
691
.309

34

279
721



6F
(N 16

1 1.000
2 .000

N) 16
1 1.000
2 .000

RU

B-1 15
1 1.000
2 .000

H-1 16
1 .844
2 .156

17

.000
1.000

17
.000
1.000

16
.594

.406

17
1.000

.000

32
391
.609

33
409
591

34

.868
132

33
.348
.652




Tabla4.- Variacién genética en |as tres poblaciones analizadas de Pinus muricata
en el Ejido Erendira, municipio de San Vicente. Los errores estandar aparecen entre
paréntesis.

Heterocigosis promedio

Tamario de No. medio Porcentgje F*
muestra por de alelos deloci Observ. Esp (HW)

Poblacion locus por locus polimorficos

CERRO 15.3 21 84.2 272 .333 0.183

COLORADO (.2 (.2) (.040) (.048)

PINITOS 16.8 2.0 78.9 241 .304 0.207
(. (.2) (.042) (.049)

HEDIONDA 33.7 2.3 100. .248 402 0.383
(.2 (.2) (.029) (.025)

* F =indice defijacion.




Tablab.- Estadigticos F de Wright para las poblaciones de Pinus muricata. La
desviacién tipica (DT) fue obtenida con un método de remuestreo (jacknife).

Locus F(1S) DT HIT) DT HST)
ACP-1 0.122 0.168 0.130 0.148 0.016
ACP-2 0.382 0.132 0.324 0.099 0.088
ACP-4 0.386 0.120 0.425 0.091 0.100
APX-1 -0.125 0.113 0.377 0.255 0.429
APX-3 0.864 0.486 1.020 0.515 0.324
GDH-1 0.414 0.169 0411 0.044 0.050
GOT-1 0.253 0.186 0.240 0.117 0.005
GOT-2 0.375 0.282 0.805 0.458 0.528
IDH-1 0.314 0171 0.326 0.072 0.066
LAP-1 0.283 0.141 0.595 0.322 0.381
MDH-1 0.833 0.518 0.847 0.538 0.005
MDH-3 0.586 0.109 0.585 0.101 0.001
MNR-1 0.438 0.509 0.415 0.514 -0.033
Todos 0.307 0.058 0.418

0.044 0.161

DT

0.038
0.227
0.101
0.146
0.128
0.163
0.094
0.337
0.180
0.275
0.018
0.058
0.009

0.040




Tabla 6.- Matriz de similitud entre poblaciones de Pinus muricata. Los valores
mostrados son la distancia genética de Nei (1978) sobre la diagonal y laidentidad
genética por debajo de ladiagonal.

Poblacion 1 2 3
1 CERRO COLORADO *x k% 321 161
2LOSPINITOS 726 **** 159

3 LA HEDIONDA 851 .853 ***




Pinuslagunae

Ubicacién de las poblaciones de P. lagunae

Pinus lagunae se encuentra restringida a € Unico bosque de pino-encino del estado de
Bgja Cdlifornia Sur, en la parte dtade la Serra de la Laguna (Arriaga et a., 1994). El estatus
taxondmico de esta especie de la subseccién Cembroides (Malusa 1994), ha cambiado de P.
cembroides (Martinez 1948) a una subespecie de P. cembroides (Bailey 1983) hasta llegar ala
actual designacion como P. lagunae (Passini 1987). Los criterios que se han usado para
determinar € estatus taxondmico han sido estrictamente morfolGgicos y fitoquimicos (Bailey
1983; Passini y Pinel 1987). Sin embargo, no existe ninglin estudio de sistematica formal que

valide la situacion actual

de P. lagunae.

P. lagunae crece desde los 1200 a los 2000 msnm en la Sierra de la Laguna (Passini &
Pinel, 1989). Este pino crece junto con varias especies dd género Quercus en bosques que
ocupan una area de aproximadamente 20, 000 ha, (Villa-Salas 1968), Varios atributos de esta
comunidad forestal han sido documentados por € grupo de la Dra. Laura Arriaga del Centro de
Investigaciones BiolOgicas del Noroeste (Arriaga 1988: Arriaga et a., 1994; Diaz 1995). La
densidad de la especie en € &rea varia de 1180 a 2132 pinos por hectérea con un promedio de
1734, incluyendo todas las categorias de tamafio (Diaz 1995; Arriaga et a., 1994). Diaz (1995),
estudio varios aspectos de la estructura poblacional y demografia de este pino en cuatro localidades
situadas en € extremo de su distribucion en la Sierra de la Laguna, y no detecto diferencias
significativas en la estructura demogréfica de las poblaciones. Los individuos mejor representados
son juveniles con alturas menores a los 2 metros. La distribucién de tamafios presenta
disrrupciones en las categorias intermedias, llegando a tener individuos con aturas de 22 metrosy

edades estimadas de 150 afios (Diaz 1995).

Dados los antecedentes generados por € grupo de la Dra. Arriaga, se decidio no

documentar la estructura poblacional de P. lagunae. Nuestralabor consistio en recorrer



el areade pino-encino d la Sierrade lalaguna, visitar las poblaciones estudiadas por Diaz (1995), y
tomar las coordenadas geograficas con un geoposicionador, tomar muestras para herbario, las
cuales fueron depositadas en e Herbario del Ingituto de Biologia de la UNAM (MEXU), y
colectar tgjido foliar para @ andliss de la variacion y estructura genética de cada una de las
poblaciones. La figura 1, muestra las coordenadas geogréficas asi como la dtitud de los sitios

estudiados por Diaz (1995).

Variacion y estructura genética de P. lagunae.

Se emplearon 4 sistemas de buffer para ensayar un total de 14 loci enziméticos. La Tabla
2 muestra los genotipos detectados para 15 loci en las cuatro poblaciones muestreadas. De igua
forma, la Tabla 3 muestra las frecuencias alélicas de cada uno de los loci analizados en |as cuatro
poblaciones de P. lagunae. La Tabla 4 muestra varias medidas de variacion genética para las
poblaciones analizadas. En términos del nimero de alelos por locus, no parece haber diferencias
notables entre poblaciones. En términos de polimorfismos, € porcentaje de loci polimérficos
varié de 80 a 100% entre poblaciones. La heterocigosis observada varié de 0.14 a 0.22 entre
poblaciones. Dado que la heterocigosis esperada bgjo € equilibrio Hardy-Weinberg fue
consistentemente mas ata que la observada, los indices de fijacién fueron positivos (Tabla 4).

Este resultado indica un exceso de homécigos con respecto alo esperado bgjo HardyWeinberg.

LaTabla5 muestra los estadisticos F de Wright para cada loci y los promedios. Los
valores de los indices de Fls son todos positivos y en la mayoria de los loci significativamente
diferentes de cero. Este resultado indica un exceso de homécigos por endogamia a nivel de la
poblacion local. Los valores del indice FsT tienden a ser menores, aungue en algunos casos
significativamente diferentes de cero. El promedio de F . indicaria que € 18% de la variacién
total se encuentra entre poblaciones. La Tabla 6 muestra la matriz de distancias e identidades

genéticas entre poblaciones. La



comparacién de la Tabla 6 con la figura 1, revela que la distancia genética no esta

estrechamente correl acionada con |la distancia fisica que se logra apreciar en lafigura.

Discusion

Dado que € bosque de pino-encino donde encontramos a P. lagunae tiene una
extension de 20,000 Has. y su densidad promedio es de 1734 individuos por hectérea,
podemos inferir que €l ndimero total de pinos en la Sierra de la Laguna es del orden de
millones. Por otra parte, |a falta de acceso vehicular al bosgue de donde habita P. lagunae
ha sido un factor que harestringido en gran medida el impacto de la perturbacion humana. El
acceso actual ala Sierrade la Laguna es solo através de veredas y esto frena en gran medida
todo intento por tratar de explotar esta especie de pino. Ademas, |os estudios realizados por
Arriaga et a (1994) sefialan que claramente gque el recurso forestal de la zona no tiene una
vocacion maderera debido a que el area que cubre es muy pequefia y a que los arboles
poseen un didmetro y volumen reducido que hacen poco rentable su explotacion comercial
(Arriaga et al., 1994). Por o anterior, creemos que el estatus actual de P. lagunae no es de
un peligro inminente de extincién. Mas bien, se trata de una especie con distribucion
restringida y debido a la falta de acceso vehicular a la zona donde habita, la especie se ha

conservado debido a que no existe impacto humano de consideracion.

En cuanto a los datos de genética, la evidencia muestra que existen niveles de
variacion genética que aparentemente no representan un problema serio en términos de
viabilidad de las poblaciones. los polimorfismos son realmente altos, aunque normales
para coniferas. El andlisis de la estructura genética revela que la diferenciacion genética
entre poblaciones es mayor que la reportada para coniferas a pesar de tener una
distribucion restringida. Los datos de estructura también revelan la existencia de
endogamia a nivel de la poblacidn local. La deficiencia de heterocigos a nivel local es
realmente considerable, aunque los datos no permiten hacer inferencias solidas sobre la

base causal de este fendmeno.
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Tabla 1.- Ubicacion delos sitios de estudio de Pinus lagunae.

Poblacion

VeredaalaPadma

BgjadaalasHornillitas
Paso Chico

Portezuelo ddl Picacho

Latitud

23°33.21'N

23°32.37' N

23°32.94' N

23°33.72' N

Longitud

109° 58.80' W
109° 58.93' W
109° 56.53' W
110° 00.60" W

Altitud

1720 msnm

1790 msnm

1675 msnm

1800 msnm




Tabla 2.- Genotipos detectados en | as cuatro poblaciones de Pinus lagunae para
cada uno de los 15 loci analizados. Los loci son (en orden):

APX-1 APX-2 APX-3 CPX-1 EST-1 EST-2 GDH-1 IDH-1 LAP-1 MDH-3 MNR-1
MNR-2 6PG-1 RUB-1 SDH-1

POBLACION PASO CHICO

0001 PL1 112222 22 22 00 22 22 23 00 11330011 12
0002 PL1 11 22 22 22 22 00 22 11 220011 220011 33
0003 PL1 13 222322220011 112200 11220011 22

0004 PL1 22 222222120011 112200 12 330011 11
0005 PL1 11122322220011 112200 11110011 12
0006 PL1 11 22 22 22 22 00 22 22 23 00 12 110011 33

0007 PL1 11 2222222200 22222200
0008 PL1 112222221200 22 22 22 00

11330011 22
11220011 22

0009 PL1 11 22 22 22 22 00 22 22 22 00 11 220011 22
0010 PL1 12 22 2222 22 00 12 23 22 00 12 330011 13
0011 PL1 22 2222 22 22 00 22 23 22 00 11 220011 11

0012 PL1 11 00 22 2212 00 22 22 23 00 11 330011 11

0013 PL1 1112 22 22 22 00 22 22 22 00 11110011 11
0014 PL1 22 22 22 22 23 00 22 23 22 00 11220011 12
0015 PL1 22 22 22 22 33 00 22 1122 00 22 220011 13
0016 PL1 23 22 22 22 00 22 22 1100 13 22 221111 23
0017 PL1 22 22 22 22 00 22 22 12 00 22 22 331111 22
0018 PL1 22 22 22 22 00 22 1112 00 13 22 331211 22
0019 PL1 22 22 22 22 12 22 22 11 00 22 22 331111 22
0020 PL1 22 22 12 22 1122 11 11 00 22 22 331111 22
0021 PL1 22 1112 22 12 22 1100 00 00 22 230011 12
0022 PL1 22 1111221123 1100 00 00 22 220011 11
0023 PL1 22 1112 22 1122 1100 00 00 22 230000 11
0024 PL1 22 1112 22 22 33 1100 00 00 22 120000 12
0025 PL1 22 11122222 13 11 00000022 130000 11
0026 PL1 22 11 332212 12 11 00000022 230000 11
0027 PL1 22 12 222222 13 11 00000022 110000 12
0028 PL1 22 13 222222 22 1100000022 230000 11
0029 PL1 22 11 22222222 11 00000022 110000 23
0030 PL1 23 1122221223 1100000022 11000011
0031 PL1 22 13 12222233 11 00000033 11000011
0032 PL1 22 11 22221122 22 00000022 13 00 00 22
0033 PL1 22 1122221222 11 00000022 230000 22
0034 PL1 22 11 12222222 11 00000022 23000033
0035 PL1 22 1112221122 11 00000022 12000011
0036 PL1 22 1122222222 1100000022 11000022
0037 PL1 22 11 12221212 11 000000 22 11000012
0038 PL1 22 11 22222200 11 00000022 11000011




POBLACION

0001
0002

0003
0004
0005
0006
0007
0008
0009
0010
0011
0012
0013
0014
0015
0016
0017
0018
0019
0020
0021
0022
0023
0024
0025
0026
0027
0028
0029
0030
0031
0032
0033
0034
0035
0036
0037
0038
0039
0040
0041
0042
0043
0044
0045

PL2
PL2

PL2
PL2
PL2
PL2
PL2
PL2
PL2
PL2
PL2
PL2
PL2
PL2
PL2
PL2
PL2
PL2
PL2
PL2
PL2
PL2
PL2
PL2
PL2
PL2

PL2
PL2

PL2
PL2
PL2
PL2
PL2
PL2
PL2
PL2
PL2
PL2
PL2
PL2
PL2
PL2
PL2
PL2
PL2

VEREDA A LA PALMA

22 221122000000 220013
22 2211220000 00 22 00 44

22 222222112311222222
22 222222112311222313
00 222222111211112213

12 22 2322 11 11 11 22 23 22
22 222222111111112322

12 22 2222111211222311
22 222222111211112211
22 22 2222111222222211
22 222222122211222211
22 222222000000220011
22 222222000000220011
22 2222220000001 10022
22 22 22 22 00 00 00 22 00 22
22 22 22 22 00 00 00 22 00 13
22 22 2222122222112213
12 22 221121122211

12 22 22 22 00 00 00 22 00 22
22 222222000000220011
22 22 22 22 00 00 00 22 00 33
11 112222222322112200
22 222222222322112200
23 221322222311002200
22 22 2222002311120000
22 222222222311112200

22 222222222311122200
23 221322222211112200

22 222222232311221100
23 222222222211112200
22 22 2222222211112200
22 221322222211112200
22 22 2222222211112200
23 222222222211112200
22 221322332211112200
23 22 2222332211112200
23 22 2222332211113300
22 22 22 22 00 00 00 23 00 22
12222222000000220011

12222222000000220011

22222222000000220011
2222 22 22 12 22 22 22 22 22
22222222000000220011

22222222000000220011

22222222000000230011

1133 122211
1111122213

1111112211
22 33 112222
22 11122223
1111 112211
11 11 122223
1133 122233
1133 112233
1133 112222
1133 112222
1122 112222
1122 112223
1111112233
1122 112222
1133 112222
1111222223
11 13 122222
1122 112222
1113 112222
1122 112223
1122 000011
1133 0000 12
1122 000000
1122 0000 22
1122 0000 22
1133 0000 12
11 11 0000 12
11 33 000012
12 11 0000 12
1111000012
1111000033
1111000012
12 33 000022
1111 0000 22
1122 000022
1122 000022
11 11122233
1133 122223
1111222223
1111112222
1113 122233
1133 112222
1122 112222
1122 112223



0046 PL2

0047 PL2

POBLACION
0001 PL3
0002 PL3
0003 PL3
0004 PL3
0005 PL3
0006 PL3
0007 PL3
0008 PL3
0009 PL3
0010 PL3
0011 PL3
0012 PL3
0013 PL3
0014 PL3
0015 PL3
0016 PL3
0017 PL3
0018 PL3
0019 PL3
0020 PL3
0021 PL3
0022 PL3
0023 PL3
0024 PL3
0025 PL3
0026 PL3
0027 PL3
0028 PL3
0029 PL3
0030 PL3
0031 PL3
0032 PL3
0033 PL3
0034 PL3
0035 PL3
0036 PL3
0037 PL3
0038 PL3
0039 PL3
0040 PL3
0041 PL3

0042 PL3

22
22

2222 22 22 23 1122 22 1111111122 22
2222 22 00 00 00 22 00 13 1133 1122 22

BAJADA A LASHORNILLITAS

11 111222 22 22220033 44 1122 111122
11 111222 22 22220033 22 1122 111123
131 1222 22 22110022 22 1112 111123
11 111222 12 23110022 111122 00 1122
11 111322 22 22110023 111123 12 1122
11 111222 22 23110022 111122221111
13 111222 1100220023 22 1122 22 1111
13 111222 1122110022 111112 111123
13 111322 1122220022 12 1122 22 1122
11 111322 22 22110022 00 1122 12 1122
11 111222 22 22110022 12 1122 22 11 33
11 121122 22 23220022 111122 12 1112
13 111122 22 22220022 111112 22 1122
13 111122 22 22220022 111122 22 1122
11 111122 22 23110022 22 1123 12 11 33
13 111122 22 22110022 111122 12 11 22
11 221122 1122220022 12 1122 12 1122
00 221322 1123110022 111122 22 11 22
13 221122 11 22220022 111112 22 1134
33 111222 1112220023 11 1111111122
11 111222 1112110011 44 1111111122
22 11112 1111220022 111123 111124
22 111222 22 22220022 1112 22 12 11 33
11111322 22 22220022 12 1123 111125
12 111322 12 12110022 1112 12 111122
11111122 12 22110022 111123 22 1122
11111112 1112220022 111122 22 1122
11111122 1122220022 1112 22 12 1123
11111122 22 12110022 44 1123 111122
11111122 22 22220022 111123 22 1122
13 111122 12 22110022 111122 22 1122
11111122 12 22110022 111122 22 1122
00 222200 12 22221100 00 00 00 22 00 11
00 122200 12 11111100 00 00 00 22 00 11
00 122200 12 11111200 00 00 00 22 00 12
00 22 1200 13 22111100 00 00 00 22 00 11
00 22 1300 22 11111200 00 00 00 22 00 12
00 22 1200 22 11112200 00 00 00 11 00 22
00 111200 22 22111100 00 00 00 22 00 11
00 222200 13 22113300 00 00 OO 11 00 33
00222200 13 12223300 00 00 00 12 00 33

00 22 22 00 1122111100 00 00 00 12 00 11



0043 PL300 12 22 00 22 22

0044 PL3
0045 PL3
0046 PL3
0047 PL3
0048 PL3
0049 PL3
0050 PL3
0051 A3
0052 PL3
0053 PL3
0054 PL3

POBLACION
0001 PL4
0002 PL4
0003 PL4
0004 PL4
0005 PL4
0006 PL4
0007 PL4
0008 PL4
0009 PL4
0010 PL4
0011 PL4
0012 PL4
0013 PL4
0014 PL4
0015 PL4
0016 PL4
0017 PL4
0018 PL4
0019 PL4
0020 PL4
0021 PL4
0022 PL4
0023 PL4
0024 PL4
0025 PL4
0026 PL4
0027 PL4
0028 PL4
0029 PL4
0030 PL4
0031 PL4
0032 PL4

00 12
00 12
0011
0011
0011
0011

29
0011
0011
00 12
0011

111122
111112
111112

1112
1112
1111
2212
22 22
22 22
22 22
211
211
211
211
211
211
22 22
2211
2211
2211
2211
2222
2211
2211
22 22
2222
22 22
22 22
2222
12 22
1122

23 00 22 22
23 00 22 22
22 00 22 22
23 00 23 22
23002311
22001311
23002212
11001112
11001122
22001122
22001122

11 11 00 00 00 00
111100000000
11 12 00 00 00 00
11 12 00 00 00 00
22 33 00 00 00 00
111100000000
22 22 00 00 00 00
111100000000
22 22 00 00 00 00
22 33 00 00 00 00
22 12 00 00 00 00
22 12 00 00 00 00

PORTEZUELODEL PCACHO

111133 22112222
11113322112222
111133 12332222

22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22

22
12
12
13
22
12
12
12
22
12
12
23
11
22
22
22
22
12

22
12
12
22
12
22
22
12
11
12
22
22
22
12
12

12
22
11
22
12
12

11 22 11122222
1122 12222222
11 22 11332211
111111332223
22 22 11122211
22 22 13332223

1122 1113121233
1122 1111221111

12
12
22
22
12
12
22

1122
1122
1122
1122
22 22
22 22
22 33

11332223
11122212
13112222
2212 22 23
2212 22 22
22332222
22132222

11 0011

12 0011
22 00 12
110012
12 00 33
11 0011
12 00 22
12 0011
12 00 22
110033
110012
110012

00 2222
00 2212
112211
22 2211
22 2211
33 2233
23 2223
33 2233
23 2223
22 22 33
22 22 33
33 2222
112223
33 2222
22 2223
23 2223
22 2222
23 2222

22
12
22
12
12
22
22
12
12
22
22
12
22

111112

22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22

22
13
12
22
12
13
22
12
22
13
22
13
12
22

1122 22
11 22 22
1122 22
111122
1122 12
12 1112
1122 22
22 1122

22332222
23122223
22112212
23122212
2212 22 22
23122223
22112222
22112222

1122 1112112223

12 1112

111122 11112212

12 11 22
22 1111
22 1122

12112223

11112222
12112212
11132222

23
13
33
22
23
23
33
22
23

22 22
22 22
2211
22 22
22 22
22 22
22 22
22 22
22 23
22 22
2223
22 23
22 33
22 33



Tabla 3-- adicasdelos 15 loci andizados en las cuatro poblaciones de
Frecuencias N = tamafio de muestra, PC= Paso Chico, VP = VeredaalaPalma,

s o L o - = :
BH = Bjadaalas Hornillitas, PP = Portezueladel Picacho.

Poblacion

Locus PC VP BH PP

N 38 46 31 32

1 .263 .087 742 .266
2 .697 .848 081 734
3 .039 .065 A77 .000

APX-2

N) 37 47 54 32

1 473 m?r 73 578
2 500 979 269 422
3 027 000 .000  .000
APX-3

38 47 54 32

145 085 5509 281
803 862 380  .719
053 053 111  .000

38 47 32 32

.000 .000 .016 .000
1.000 1.000 .984 1.000

35 28 54 32

271 375 407 297
.686 .500 537 .609
.043 125 .056 .094

22 29 53 32

091 138 .208 594
127 .690 745 406
.182 A72 .047 .000




=

N B

N B

A OWDNPE

WN -

N B

N -

GDH-1
N

IDH-1

LAP-1

MDH-3

MNR-1

MNR-2

6PG-1

RUB-1
N

38
.592
408

20
450
475
.075

15

.000
.900
.100

.200
.600
.200
.000

38

329

.645
.026

38
316
342
342

.900
.100
.000

22

1.000
.000

.828
A72

46
301
.587
.022

28
.036
.857
107

31

581
.258
129
.032

47

.936

.064
.000

47
394
277
.330

31

.790
.210
.000

31

.000
1.000

54 32
556 .594
444 406
22 32
545 203
273 672
182 125
32 32
031  .438
859  .469
109  .094
31 32
710 531
194 219
000 .250
097  .000
32 32
953 047
047 953
.000 .000
32 32
141 172
750 672
109 .156
53 30
481 .083
519 533
000 .383
32 32
1.000 .000
.000  1.000



a b~ wWwDNPE

DH-1

38

461
408

132
.000
.000

174
.598
.228
.000
.000

54

.269
.528
176
.019
.009

32

141
547
313
.000
.000



Tabla4.- Variacién genética en las cuatro poblaciones analizadas de Pinus lagunae
en la Sierrade la Laguna. Los errores estandar aparecen entre paréntesis.

Heterocigosis promedio

Tamafiode No. medio Porcentgie = --------mm-mmmmmmmmmo e
muestra deaelos de loci Observ. Esp.(HW)
Poblacién por locus por locus polimorficos
1. PASO 28.5 2.5 80.0 .186 404
CHICO (3.2 (2 (.032) (.056)

2. VEREDA 38.7 2.5 80.0 144 .332
(2.3 (.2 (.038) (.059)

3. HORNIL 41.3 2.7 100.0 .198 .389
(3.2 (.2 (.037) (.053)

4. PICACH 31.9 2.3 87.5 227 419
(.1 (.2 (.051) (.055)

F = indice defijacién

0.539

0.566

0.491

0.458




Tabla5b.- Matriz de similitud entre poblaciones de Pinus lagunae. Los valores
mostrados son la distancia genética de Nei (1978) sobre ladiagonal y laidentidad
genética por debajo de ladiagonal.

Poblacion 1 234

1 PASO CHICO * * * * 208 .171 .288
2 VEREDA Bl2* *** 317 .235

3 HORNILLITAS .843.728 * * * * .385

4 PICACHO .750.790 .680 * *



Tabla5.- Egadigticos F de Wright paralas poblaciones de Pinuslagunae. La
desviacion tipica fue obtenida con un método de remuestreo (jacknife).
DT= desviacion tipica.

Locus F(IS) DT F(IT) DT F(ST)
APX-1 0.52 0.20 0.67 0.09 0.40
APX-2 0.74 0.04 0.85 0.08 0.44
APX-3 0.17 0.10 0.38 0.17 0.25
CPX-1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
EST-1 0.43 0.14 0.43 0.14 0.00
EST-2 0.30 0.09 041 0.13 0.15
GDH-1 0.98 001 0.98 0.01 0.02
IDH-L 0.73 0.07 0.74 0.06 0.05
LAP-1 0.43 0.06 0.59 0.09 0.29
MDH-3 0.56 0.10 0.57 0.10 0.02
MNR-1 0.79 0.19 0.90 0.04 0.67
MNR-2 0.60 0.19 0.64 0.17 0.10
DH-1 051 0.04 0.52 0.04 0.02
Todos 0.54 0.06 0.63 0.05 0.18




Tabla 6.- Matriz de similitud entre poblaciones de Pinus lagunae. Los valores
mostrados son la distancia genética de Nei (1978) sobre ladiagonal y laidentidad
genética por debgjo de la diagonal ..

Poblacion | 2 3 4
1 PASO CHICO ***x 208 .171 .288
2 VEREDA 312 #xwx -317 236

3HORNILLITAS 843 .728 **** .385

4 PICACHO 750 .790 .680 ****




Pinus pinceana.

Ubicacion geogr afica de las poblaciones de P.pinceana.

En la Tabla 1 se presentan datos de ubicacién de las diferentes paoblaciones de P.pinceana.
La distribucion de la especie comprende un area entre las coordenadas geogréficas de 99° 38' y
100°35' de longitud Oestey 20°55'y 23°52' de latitud Norte. Entotal se encontraron 6 poblaciones aunque
la poblacion El Puerto se considera como parte de la poblacién San Joaquin. Las poblaciones estan
separadas por distancias mayores de 40 km. En agunas de las poblaciones la topografia es
accidentada, con pendiente entre 80 hasta 90% y en su mayoria se presentan con una exposicion
sureste. La especie solo se asocia a P. cembroides en la poblacion Cuauhtémoc 1. Las demés

especi es son representantes tipicas de clima seco, como son Opuntia sp. Euphorbia sp y Agave sp.

Densidad y tamafo de las poblaciones de P. pinceana
La densgdad de las poblaciones oscilé de 1000 hasta drededor de 6500 individuos
por sitio (Tabla 1). Perry (1991), reporta que la especie esta representada por menos de 3000
individuos, sin embargo, nosotros consideramos que la densidad es superior a los 7000 individuos

yaque en varias de las poblaciones se observaron mas de tres laderas cubiertas por esta especie.

Estructura de edadesy tasas de reclutamiento.

Los individuos medidos tuvieron entre 1 y 200 afios de edad. Aproximadamente d 40%
de los &boles son mayores de 50 afios. En las poblaciones de Cuauhtémoc se encuentra € mayor
nimero de representantes de todas las categorias de edad. El andlisis de la estructura de edades,
usando los vaores del perimetro como categorias o clases (con intervalos de 25 afios) reflgjo una
distribucion regular parala especie, es decir, que estan representadas todas las categorias de edad,

con mayor proporcion de plantulasy



Tabla 1. Datos generales de la ubicacién las poblaciones de P. pinceana

Poblacion
(N)

1S. Joaquin

2 Huizache

3 Cuahutemocl
4 Cuahuternoc2
5 Guada cazar

Total deindividuos 700-11000 aprox.

Estado

Querétaro
Zacatecas
Coahuila
Coahuila
San Luis
Potosi

Exposicion

NW
NE

SE

SE
SE

Ubicacion geogréfica
Long. Norte Lat.Oeste

2055'00"
2242'33
235F22"
2352'23"
224070T"

9938'00"

10029'20"
10034'20"
10035'20"
100 30'00"

Altitud

(msnm)

1900
1480
2250
2250
2275

Individuos

(N)

1000
1500

3000

2000
3000

Densided

por ha. arox.

400
600

1000
1000
1200




juveniles que de adultos (Figura 1 ). El mayor nimero de individuos se encuentran entre las clases

1-25 afios (59%) seguido de las clases entre 26 a 50 afios (30%) y de 100 a 150 afios (12%). Esto

15

drboles (%)
.
RN

L

NN

N

2.

perimetro [cm)

40 8D  BD

E:JD
=

1200 140

nos indica que existen una estructura de edades semejante entre las poblaciones y la especie.

Figura 1. Estructura de edades estimadas con el perimetro en 110 arboles de P.

pinceana

En total se cuantificaron 210 conos en 108 érboles. Por tanto, €l reclutamiento es superior
aun individuo por &rbol. La pérdida de plantulas en este caso, no se debe a la bgjareproduccion,

se puede deber a otros factores como depredacion o incidencia de fuego.

Con los resultados obtenidos podemos hacer algunas inferencias a cerca de su condicion

poblacional. P. pinceana es una especie que esta representada por un mayor



nimero de individuos que los reportados por Perry (1991), tiene suficiente reclutamiento y
reproduccién por |o que demogr &ficamente no puede ser catalogada en peligro de extincién. Con
base en las observaciones del lugar, se piensa que el tamafio pequefio de las poblaciones
se debe ha alguin evento geoldgico que a igua que P. rzedowskii origin6é su fragmentacion y
aislamiento. La perturbacion antropogénica con fines agricolas o la depredacion de semillas y
plantulas son factor que no fueron evidentes. Sin embargo, como es una zona muy seca las
probabilidades de incendios tanto inducidos como naturales son atas. En conclusion,
consideramos que demogréficamente P. pinceana puede ser considerada como una especie rara pero

gue sus pobl aciones pueden mantenerse e incrementar de manera natural.

Variacioén genética de las poblaciones de P. pinceana.

La resolucidn enzimatica se obtuvo en cuatro sistemas de corrida paralas diferentes enzimas.
En e sistema Morfolina (Wendel y Weeden, 1989) se detectaron la fosfatasa &cida (ACP) y la 6
fosfogluconato deshidrogenasa (6PGD). En e sistema de Mitton et a. (1977) se resolvid la
peroxidasa anddica (APX), la peroxidasa catddica (CPX) la glutamato oxalato transaminasa (GOT) y
la menadione reductasa (MNR). En & sistema de Conkle (1984) se resolvié la leucina
aminopeptidasa (LAP), la Esterasa (EST) y la nicotinamida adenina dinucledtido (NADHDH), las
cuatro enzimas restantes en e sistema #2 de Miles et al. (1972). Estas son la shkimato
deshidrogenasa (SDH), la glutamato deshidrogenasa (GDH), laisocitrato deshidrogenasa (IDH) y 1a

malato deshidrogenasa (MDH).

Se andizaron 13 loci polimorficos siguiendo € criterio del delo mas comun (cuando las
frecuencia de los alélos mas comunes son menores a 0.95) (Tabla 2). Se cuantificaron 35 alelos en total
y € promedio de aélas por locus fue igua a 2.32. La proporcion de loci polimorficos es de 100% y
solo en dos poblaciones se presentan valores de 92.3, con un promedio de 96.92%. La

heterocigosidad observada dentro de las



poblaciones varié de 0.169 a 0.323 con un valor promedio igua a 0.217, y la heterocigosidad
esperada varié entre 0.301 y 0.412 con promedio de 0.374. Estos resultados indican que la especie
contiene gran variacion genética superior a la reportada para otras especies de pino con distribucion
amplia. Por tanto, d tamafio reducido dé las poblaciones no actla como un buen predictor de la

variacion genética en esta especie.

Tabla 2. ESTIMADORES DE LA VARIACION GENETICA EN CINCO
POBLACIONES DE P. pinceana.

Poblacién (No) Ind Alelospor % de alelosHeter ocigosis promedio
(N o) locos (No) polimoérficos observada esperada
1 San Joaquin 15 2.38 100 0.328 0.412
(0.14) (0.058) (0.035)
2 Huizache 32 2.23 100 0.196 0.397
(0.12) (0.045) (0.031)
3 Cuauhtemoc 1 17 2.38 100 0.198 0.387
(0.14) (0.43) (0.047)
4 Cuauhtemoc?2 15 2.23 92.3 0.169 0.301
(0.27) (0.035)
5 Guadal cazar 36 2.38 92.3 0.193 0.373
(0.045) (0.037)
Promedio 23 2.32 46.8 0.217 0.374
(0.163) (0.037)

Entre paréntesise error esténdar



Estructura genética de las poblaciones de P. pinceana.

Los estadigticos F de Wright para los loci polimérficos de P. pinceana se presentan en la
Tabla 3. Los valores de los tres estadisticos son positivos y estadisticamente significativos a 99% de
confiabilidad en todos los loci. Este resultado indica que P. pinceana contiene en genera, menos
heterécigos de los esperados bagjo d equilibrio de Hardy-Weinberg, que existen diferencias genéticas
tanto a nivel intrapoblacional como entre poblaciones y que P. pinceana tiene una estructuracién
genética entre sus poblaciones muy marcada con un 25% de la variacion genética explicada por

diferencias entre poblaciones.

Tabla 3. Edimacion deF,, F,,, F,,* para13loci polimérficosdeP. pinceana

L ocos Fl, Fst AT
ACP-1 0.3475 0.0147 0.357
APX-1 0.5206 0.1485 0.5918
APX-2 0.4720 0.2685 0.6137
CPX-2 0.3540 0.4857 0.6678
EST-2 0.1128 0.3424 0.4166
GDH 0.6053 0.3539 0.7450
GDT-1 0.1687 0.0415 0.2032
LAP 0.4220 0.3911 0.6481
MNR 0.9431 0.1137 0.9496
NADH 0.1687 0.1415 0.2032
IDH 0.6622 0.4537 0.8155
6PGD -0.0124 0.0397 0.0278
ont N RORRQ NnN210 N 7N
Media 0.5920 0.2470 0.4583

L imitesde confianza (0.3070.0.6034) (0.1574-0.3313) (0.4540-0.7022)

(Weir y Cockerhan 1993)

x* Hipétesis nula F= 0 (P<0.001)



En cuanto a la identidad genética entre pares de poblaciones, se encontré valores que van
desde 0.907 unidades entre las poblaciones San Joaquin y Huizache hasta un valor de 0.671 entre las
poblaciones Guadalcazar y Cuauhtémoc 2. Resultados semejantes se obtuvieron con las distancias
genéticas. Las poblaciones més diferentes genéticamente son Guadalcazar y Cuauhtémoc 2, con un
valor de 0.398 y las poblaciones més parecidas genéticamente son San Joaquin y Huizache con un
vaor de 0.098. Estos resultados indican nuevamente, que existen diferenciacion genética entre las

poblacionesy que probablemente se deba al aidamiento geogréfico entre las mismas (Figura 2).

Figura 2. Matriz de distancia genética (arriba de la diagonal) e identidad

genética (abajo de la diagonal) de Nei (1978), encontradas en 5 poblaciones

de P. pinceana.

Poblacion 1 2 3 4 5
San Joaquin ) 0.098 0.218 0.140 0.208
Huizache 0.907 0.145 0.195 0.281
Cuauhtemocl 0.804 0.865 , 0.095 0.342
Cuauhtémoc?2 0.869 0.823 0.909 _ 0.398
Guadal cazar 0.812 0.755 0.710 0.671

En general, podemos mencionar que P. pinceana presentaimportantes niveles de variacion
genética pero ésta a igua que P. rzedowskii se distribuye de diferente manera entre las
poblaciones. En este sentido P. pinceana demogréficay genéticamente no se encuentra en peligro
de extincion, sin embargo sus poblaciones son pequefias y fragmentadas, factores que podrian
promover la perdida de variacion genética y consecuentemente ocasionar ateraciones en la

demografiade ésta especie. Al existir perdida



dé variacion genética por é efecto de la deriva génica (que es una fuerza evolutiva que actlia de
manera azarosa cuando las poblaciones son peguefias y promueve la fijacion y perdida de aelos
diferentes entre las paoblaciones) las posbilidades de autofecundacion o de fecundacién entre
individuos emparentados aumentan originando por un lado, individuos con cargas genética iguaes
con mayores probabilidades de fijar genes deletéreos en su genoma 'y por tanto individuos menos
resistentes, y por otro lado disminuir é tamafio poblaciona. Esto es, como sé originan individuos
menos resistentes, en determinadas generaciones puede ocasionar qué menos individuos se
establezcan en los sitios y a través del tiempo |las poblaciones tiendan a disminuir hasta desaparecer

|localmente.

El posible escenario evolutivo qué podemos deducir de los resultados es que
probablemente estamos analizando peguefios parches de una sola poblacion continta qué al quedar
aisladas por algun evento geoldgico se fragmentd donde algunas poblaciones han mantenido en
comin algunas variantes aédlicas y otras variantes se han perdido, posiblemente por efecto de la
deriva génica. Lafragmentacion y consecuente aislamiento dé las poblaciones, el tamafio pequefio
de las mismas, asi como la accion dé la deriva genética pueden explicar gran parte de los
procesos histéricos y evolutivos qué han generado gran parte dé la variacion genética encontrada

en las poblaciones de P. pinceana.



Pinus rzedowskii.

Ubicacion geogr &fica delas poblaciones de P. rzedowskii.

EnlaTablal se presentan datos de ubicacidn y caracterigticas de las diferentes poblaciones de
P. rzedowskii. La distribucién de la especie comprende un area entre las coordenadas geogréaficas de
102° 55" y 103°00" de longitud Oeste y 18°54" y 18°39" de latitud Norte. En total se encontraron 12
poblaciones y la mayor distancia se encontré a 22.6 km de distancia linea entre La Alberca (5) y
Chiqueritos (6) (figura 2). Las poblaciones estan separadas por laderas muy pronunciadas, siguiendo
una topografia muy accidentada con pendientes de hasta 90%. Es comin observar |a porcién noreste
de estas formas fisiograficas cubiertas por otras especies de pino o latifoliadas; entre las especies de
pino se encuentran P. leiophylla, P. pseudostrobus, pero en la parte donde habita P. rzedowskii solo
se asocia con agunas especies de Cactaceas y Agavéceas. En las partes marginales de las
poblaciones de P. rzedowskii, como en la poblacién del Predio Varaloso, forma ecotono con P.

douglasiana y P. pseudostrobus, en la poblacion El Fresno con P.

leiophylla y P. michoacana.

Densidad y tamario de las poblaciones de P. rzedawskii
La densidad de las poblaciones oscilé de 1 hasta al rededor de 3500 individuos
por sitio (Tabla 1) Se calcula que la especie esta representada por un tota de 6000 a 6500
individuos maduros. En los parrafos siguientes presento la caracterizacion general de cada una

de las poblaciones visitadas.

Descripcion de las poblaciones de P. rzedowskii.
Sitio 1. Vaca Pinta (VP): esta poblacion est4 representada por 200 arboles aidados
de otro tipo de vegetacion arborea. Se encuentra en un pefiasco y a una dtitud de 200[3 msnm,

que cubre un &rea de 400m? aprox., con una pendiente de 85-90°. L os



arboles se establecen, en los espacios de suelo que separan a las rocas. En esta poblacién los
arboles fueron mayores de 80 afios y no se observaron plantulas ni conos maduros o en
desarrollo. Esta poblacién esta separada de la poblacion El Fresno (4) por dos

especies de pino P. pseudostrobus y P. douglasiana. Actian como barrerabiolégica, ya

gue geogréficamente estas dos poblaciones estan muy cerca, a unos 2.34 Km lineales (ver

figural).

Sitio 2. (PRED). Predio el Varaloso: esta poblacién presentd |la mayor cantidad de
conos (abiertos) del afio pasado 30 conos/m?® La poblacion estd compuesta por individuos
juveniles con edades que van de 15 a 22 afios y algunos maduros entre 50-80 afios. En este Sitio se
aprecia un suelo mas formado que € de lapoblacion La Alberca (5). Esta cubierto de hojarascay €
lugar es mas himedo. También esta poblacién esta aidada, tanto por € suelo calizo como por la
presencia de P. pseudostrobus una de las especies que probablemente no deje que P.

rzedowskii invada otros tipos de suelo.

Figura2. Matriz dedistancias geogr aficas (K m) entre poblacionesde P. rzedowskii .

SITIOS (N°)
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
1 0
2 20 0
3 130 105 O
4 20 22 146 0
5 20 40 170 30 O
6 200 152 72 200 226 O
7 26 24 130 20 48 18.00
8 20 40 152 24 2020836 0
9 23 40 132 30 40 19430 18 O
10 110 70 50 86 122 118 86 104 84 O
11 102 140 50 200 220 60180 206 188 100 O
12 80 52 72 86 100 130 60 80 64 28 122 0



Sitio 3. La Soledad o Cerro Octoso (SOL): en esta poblacion solo existen nueve
arboles maduros pero se observé produccion de conos del afio pasado (15 a 20 conos/m? del afio
de 1992). Ademas, se observaron cuatro plantulas (individuos menores de un afio) provenientes
probablemente de semillas del afio pasado. Esta poblacion se encuentra entre rocas calizas muy
grandes las cuaes forman un acantilado. En la base de los troncos hay la evidencia de incendios

probablemente provocados para €l uso agricola de los terrenos adyacentes.

Sitio 4. El Fresno (FRE): esta poblacién tiene una distribucion agregada, pero es la que
presenta una mayor extension (90 has aproximadamente). Se observan manchones de &boles y
después de un tramo, individuos aislados. Se pueden encontrar arboles con una escala amplia de
variacion en cuanto a forma, tamafio y edad, desde 40 hasta 300 o 400 afios, con didmetros hasta de
2.5 m y alturas de 50-55 m. Ademas esta es la poblacion con & mayor nimero de plantulas. La
dificultad para colectar muestras de estos individuos radica precisamente en que son de gran dturay
cobertura reducidas, localizados en las faldas de barrancas himedas y cubiertas de vegetacion, a
diferencia de las poblaciones descritas con anterioridad las cuales se encuentran en las partes dtas de
las lomas donde la radiacion solar es directa. Esta es una de las dos poblaciones (la otra poblacion e

AG (9)) en las que P, rzedowskii se encontr6 en ecotono con P. oocarpa, P.

pseudostrobus, P. douglasiana y P. leiophylla.

Sitio 5. La Alberca (ALB): es conformada por 1700-2000 arboles, con una
densidad aprox de 40 &rboles por hectéreay edades entre 65-90 afios. Se observa dta variacion
en su formay tamafio. La poblacion se encuentra ubicada muy cerca de la poblacion PIN (2 km),
pero ambas poblaciones estdn separadas por P. pseudostrobus y P. douglasiana, y por la

barranca del Choncho.



Sitio 6. Chiqueritos (CHIQ): la poblacién se localiza en el predio de Chiqueritos,
esta representada por 60 o 65 individuos'ha, donde la mayoria son juveniles entre 18-25 afios, con
solo cuatro adultos mayores de 60 afos estos presentan conos, pero muy escasos, entre 15 a 25
conos por arboal, los cuales se han observado durante 1993 y 1995. Nuevamente esta poblacién se
encuentra aidada de otras en este caso de DUR (I 1) y SOL (3), por P. pseudostrohus y por

barreras topograficas.

Sitio 7. El Varaloso (VAR): representada por 40-50 arboles en dos grupos de edad
promedio uno de 15-26 afios y otro de 100-150 afios. En esta poblacidn se observa produccion de
conos pero también del afio de 1992 (15 conos/m?2). Esta poblaciéon d igud que PRED (2)

también es himedo y con suelo més desarrollado.

Sitio 8. Puerto del Pinabete (PI): esta poblacién se encuentra en la parte SW de la
poblacion la Alberca, separadas solo por una barranca profunda que no presenta individuos de P.
rzedowskii, pero s de P.douglasiana y P.pseudostrobus. En la parte baja de la poblacién se
observé un manchoén de arboles juveniles menores de 15 afios. (aproximadamente, 20-30 érboles).

Esta es una de | as poblaciones descritas por Madrigal y Caballero (1969).

Sitio 9. La Aguacatera (AG): esta poblacidn es la que se encuentra a menor dtitud
(1714 msnm). Esta representada por mas de 500 individuos con edades mayores a los 100 afios.
No se observaron conos abiertos de afos pasados 0 en desarrollo. También, es un sitio muy
rocoso aunque sus pendientes no son muy pronunciadas (aproximadamente de 10°). Algo
particular que se observo en esta poblacion fue la presencia de mayor densidad de especies de
encino y menor densidad de especies de pino, entre las cuaes se encuentran P. oocarpa, P.

herrerai y P. leiophylla .



Sitio 10. El Tejamanil (TEJ): aqui sblo existe un individuo de 65 afios de edad, pero
presenta conos en desarrollo, (5 en 1993) y la base de su tronco se encuentra quemada. El pino
esta aisado en d filo de una barranca rocosay asociado a gran cantidad de magueyes. Es un sitio
muy seco. Se hace mencion de este sitio, aunque sea un solo individuos por que puede ser (il

como dato del &rea de distribucion de laespecie y como antecedente parainspecciones posteriores.

Sitio 11. El Durazno (DUR): se muestrearon 12 &rboles de 15 que conforman
esta poblacion; es un &reamuy rocosay los arboles se establecen en los espacios libres entre
las rocas. Esta poblacién también se encuentra muy cerca del poblado de Dos Aguas y

nuevamente se observa la base de los érboles quemada.

Sitio 12. Forma parte del Predio de las Tabernas (TAB): es
encontraron 4 arboles dentro de una barranca con pendiente de 80' a90'. No se
obtuvieron los anillos de crecimiento para estos arboles ya que era demasiado peligroso llegar a
las bases de los troncos para medirlos. Pero con € canteo de los entrenudos de las ramas se
estimé su edad entre 60-70 afios aproximadamente. Los arboles se encuentran en una barranca
que divide € camino hacia TAB (12) lugar que nos informaron es posible que se encuentre otra

poblacién de la especie en un sitio denominado Las Palmas (lugar que no selogré visitar).

Estructura de edadesy tasas de reclutamiento.

Los individuos medidos tuvieron entre 1 y 400 afios de edad. Aproximadamente el 55%
de los &rboles son mayores de 50. En las poblaciones SOL (3) y DUR (11) se presentaron los
arboles mas vigos con edad de 183 y 149 afios, respectivamente. Por € contrario en las
poblaciones SOL (3) y DUR (11) d numero de individuos que se muestreo fue de 7y 9

individuos respectivamente, por |o que los datos se vieron



Tabla 2. Valores promedio del perimetro, edad y altura entre las poblaciones deP.

rzedowskii, con un tamarfio de muestra de 314 individuos en Michoacan, M éxico.

No Pablacion

1VacaPinta

2 Pred. Varaloso

3 LaSoledad

4 El Fresno

5LaAlberca

6 Chiqueritos

7 El Valaroso

8 El Pinabete

9 LaAguacatera

10 El Tejamanil
11 El Durazno

Media
Varianza

Desv. Estandar

Perimetro (cm)

114.32
(41.109)

138.35
(87.833)
247.71
(53.263)
147.440
102.389)
114.068
(65.679)
48.28
(40.766)
77.00
(74.410)
138.84
(74.410)
126.75
(95.109)
120.00
236.56
(39.525)

137.207
3518.121

59.313

Edad (afos)

52.90

60.32
(56.118)
183.32
(57.847)
75.437
(41.7735)
76.343
(49.797)
31.190
(24.453)
44.45
(25.653)
60.53

123.47
(48.189)
60.23
148.92
(5.052)

83.374
2276.149

47.090

Altura(m)

18.92

14.76
(9.783)
19.22
(57.694)
27.156
(13.50)
17.88
(21.489)
8.619
(16.247)
18.87
(19.740)
18.52

34.58
(12.135)
13.00
10.25
(8.120)

18.343
54.4373

7.37816



sesgados. Por otro lado, en la poblacion CHIQ (6) se encontraron los individuos de menor edad
con promedio de 40 afios, esto S tomamos en cuenta a los 4 arboles maduros mayores de 50 afios;
s se excluyen del conteo e promedio de edad disminuye a 25 afios por 1o que es la poblacién

representada por arboles més jévenes.

El andlisis de la estructura de edades, usando los valores del perimetro como categorias o
clases (con intervalos de 25 afios) reflejo una distribucién regular parala especie. Es decir que la
especie esta representada por todas las categorias o clases de edad (figura 3). Pero para algunas
poblaciones en particular la distribucion de edades fue muy irregular. Para la especie, e mayor
nimero de individuos se encuentran entre las clases 1-25 afos seguido de las clases entre 26
a 50 afos, y de 100 a 150 afios. Solo se nota disminucion de individuos de las edades entre 51
a 100 anos y en las edades mayores de 200 afios. Si analizamos de manera particular la estrucura
de edades en las diferentes poblaciones vemos que en 10s casos mas extremos se encuentran las
poblaciones AG (9) y FRE (6), representadas mayormente por individuos mayores de 80 afios,
y en €l caso de la segunda poblacién se encontraron tanto plantulas (individuos menores de un
afo) como individuos mayores de 400 afios. En contraste, la poblaciéon CHIQ (6) esta
representada esencialmente por arboles juveniles, menores de 10 afios y entre 20-25 afios. Esto
nos indica que existen diferente estructura de edades entre las poblaciones estudiadas y que la
estructura de edades obtenida para la especie en general podria estar presentando una
distribucién regular debido al efecto que algunas poblaciones con mayor nimero de individuos

en determinada categoria de edad ejercen sobre |la estructura de |a especie.

En total se cuantificaron 133 plantulas dentro de los transectos estudiados, |o que indica
gque existe un reclutamiento pobre y menor a 1. por individuo adulto (314 individuos). La
distribucion de las plantulas es heterogénea, 88 plantulas fueron reclutadas en la poblacion
FRE (4), con un promedio de 5 plantulas por arbol. Esta poblacién FRE (4) es la que contiene €l
mayor nimero de individuos, y aproximadamente, el 66% de las plantulas reclutadas se

encontraron en esta poblacion
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Figura 3. Edtructura de edades estimadas con d perimetro en 314 arboles de P. rzedowskii

en Michoacan, México.

Basandonos en las observaciones del lugar, se piensa que existen dos factores
gue estan influyendo en la estructura de la especie: 1) que existen pocos arboles
reproductores, o que por 1o menos de cada ciclo reproductivo pocos arboles producen
conos. Es decir, que se dan afios donde determinados arboles son productores y afios en que
no 1o son, existiendo un desgjuste en el ciclo reproductivo de la especie. Es probable que
1991 fue un afo semillero, evidenciado por la presencia de conos abiertos en varias de las
poblaciones. Si este fuera el caso, se podria calcular el tiempo que P. rzedowskii requiere
para tener un ciclo reproductivo regular que seria de 6 afios como minimo. Esto puede estar
influenciando la estructuracion de edades tan abierta y 2) que en general, todas las

poblaciones presentan evidencias de incendios, ya que la base de |os troncos de un 40% de los



arboles estan quemadas. Perry (1991) menciona que es probable que durante la estacion de sequia
muchas poblaciones juveniles puedan ser destruidas por los incendios, ya que es muy dificil
encontrar individuos juveniles y los pocos que se encuentran tienen menos de 12 cm de diametro en
su fuste. Se puede concluir que factores como el clima, la especificidad de sustrato y lainfluencia
del fuego han estado jugando un pape fundamental en d tamafio y estructuracion de las

poblaciones.

Variacioén genética de las poblaciones de P. rzedowskii.
Se ensayaron 17 enzimas, de las cuales 5 no presentaron actividad. De las 12

enzimas resueltas 14 loci isoenziméticos son analizados. La resolucion enzimética se

obtuvo en tres sistemas de corrida para las diferentes enzimas. En el sstema de Mitton et al. (1977) se
resolvié la peroxidasa anddica (APX), la peroxidasa catédica (CPX) la glutamato oxaato
transaminasa (GOT) y la menadione reductasa (MNR). En el sistema de Conkle (1984) se resolvio la
leucina aminopeptidasa (LAP), la Esterasa (EST) la esterasa fluorescente (EST-F), la nicotinamida
adenina dinucledtido (NADHDH) y larubisco (RUB), las cuatro enzimas restantes en €l sistema #2 de
Miles et al. (1972). Estas son la shkimato deshidrogenasa (SDH), la glutamato deshidrogenasa

(GDH), laisocitrato deshidrogenasa (IDH) y lamalato deshidrogenasa (MDH).

Dé totd delos 14 loci analizados, nueve fueron polimorficos siguiendo € criterio del aelo
méas comin (cuando las frecuencia de los delos mas comunes son menores a 0.95) (Tabla 1). Se
cuantificaron 32 alelos en total y & promedio de aelos por locus fue igua a 1.8, dentro de un
intervalo de valores entre 1.6 a 2.4. La proporcion de loci polimérficos varia ampliamente, desde 35.7

hasta 64.3% con un valor promedio de 46.8%.



Tabla 1 ESTIMADORESDE LA VARIACION GENETICA EN NUEVE POBLACIONES
DEP.rzedowskii.

Poblacién (No) Ind Alelos por % de alelosHeter ocigosis promedio
(No) locus (No) polimérficos observada esperada
1Vacapinta 2 18 50.0 0.239 0.230
(0,071) (0.066)
2 Pred. Vardoso 25 18 429 0.141 0.183
(0.0.58) (0.070)
3 LaSoledad 6 16 35.7 0.143 0.211
(0.060) (0.081)
4 El Fresno 66 21 571 0.175 0.272
(0.051) (0.067)
5LaAlberca 52 19 50.0 0.141 0.222
(0.049) (0.066)
6 Chiqueritos A 24 64.3 0.168 0.304
(0.073) (0.079)
7 El Varaoso 30 1.6 35.7 0.129 0.144
(0.057) (0.057)
8 El Pinabete 25 16 429 0.148 0.208
(0.060) (0.071)
9LaAguacaera?29 16 429 0.174 0.203
(0.060) (0.072)
Promedio 33 18 46.8 0.162 0.219

(0.059) (0.069)



La heterocigosidad observada dentro de las poblaciones vario de 0.129 a 0.239 con un
valor promedio igual a 0.162, y la heterocigosidad esperada vari6é entre 0.183 y 0.304 con
promedio de 0.219. Las frecuencias al€licas para cada locus por poblacion no son muy similares
entre si. Los valores van desde 0.043 en SDH-2 hasta 0.953 en CPX-1. La mayoriade loslaci

presentaron un aelo claramente comun con frecuencias superiores al 90%.
Tabla2. Numerodelod delaspoblacionesde P. rzedowskii que se desvian de equilibrio
Hardy-Weinberg (pruebade x2 corregida de Hedrick, 1981)

NUmero deloci

Poblacion 1 2 3 44 555

V. Pinta SDH-2*#

La Soledad SDH-2*=/=

El Fresno APX-2*%**= GOTI**= LAP-1***= SSDH-2*HDIDH-2***=

LaAlberca APX-2***= GOT-1***= LAP-1***TEST-2*#

Chiqueritos SDH-2***= QT+ LAP1 ***=f=

P. Pinabete GOT-1**=

LaAguacatera SDH-2*=

= homacigos comunes; ; heterdcigos comunes, =H-- homécigosy heterécigos raros (NS= no

significativos, 1 = P< 0.10.2=p< 005 3=p< 0001 ,4=p<
0.001).



Los resultados de las pruebas de x* realizados para ver s existia heterogeneidad en las
frecuencias aéicas por locus (Workman y Niswander, 1970), demostraron que existen diferencias
significativa (p < 0.001) en las frecuencias aélicas para los diferentes loci polimérficos y las
diferentes poblacion. El andlisis de las frecuencias genotipicas revel 6 que los valores parala mayoria
de los genctipos de cada locos tienen una frecuencia que también sé desvia consi stentemente de los
valores esperados en Hardy-Weinberg (Tabla 2). Por tanto en estas dos pablaciones se encuentra €
mayor nimero de loci polimérficos con frecuencias genotipicas que se desvian més del equilibrio

Hardy-Weinberg.

Estructura genética de las poblaciones de P. rzedowskii.
El indice defijacién por locus por poblacién fue significativamente diferente (p
0.05 ) dé los esperados en d equilibrio Hardy-Weinberg en veintiocho ocasiones (Tabla 3).
Veinticuatro de estos indices son positivos y cuatro negativos. Esto indica, que existe un exceso de
homacigos para varios loci y en varias de las poblaciones. El indice dé fijacion es estadisticamente
diferente de cero y se desvian de los valores esperados bajo € equilibrio de Hardy-Weinberg, por lo

que lavariacion genética esta estructurada de diferente manera entre las poblaciones.



Tabla 3. Indices de fijacion (F) para9 loci de las poblaciones estudiadas deP. rzedowskii

L ocus Poblacion
1 2 3 4 5 6 7 8 9

APX-1 0.14* 0.1 0.33* 037 021 0.53* -0.22 0.63* -0.35
APX-2 = 0.16* -0.-6 0.33* 0.39* 0.32* 0.07 -0.06* -0.06* 0.09

CPX-2 0.2 1.00*

EST-2 0.06 0.1 -0.33* 0.07 0.18 -0.12 -0.19 0.1 -0.39
GOT-2 0.27* 023 -002 0.2* 0.27 001 011 0.16 0.31
LAP-1 0.23 1.00* 0.82* 0.96* 1* 1* 1
SDH-2  -0.36 0.17 0.76 0.22 -0.05 0.68* 0.67* 0.3 0.34
IDH-2 0.39* 1

GDH-2 0.67 1*

0.5*

X'. HipétesisnulaF =0P<  0.05

Los estadisticos F de Wright para los loci polimorficos de P. rzedowskii se presentan en la
Tabla 4. Los vaores de los tres estadisticos son positivos y estadisticamente significativos a 99% de
confiabilidad en todos los loci, a excepcion del locus EST-1 de el estadistico Fls y gt con una
significancia de 95%. Este resultado indica que P. rzedowskii contiene en general, menos
heterdcigos de los esperados bajo € equilibrio de Hardy Weinberg, que existen diferencias genéticas
tanto a nivel intrapoblacional como entre poblaciones y que P. rzedowskii tiene una estructuracion
genética entre sus poblaciones muy marcada con un 17.5% de la variacidén genética explicada por

diferencias entre poblaciones.



Tabla4. Edimaddnde Fls, F, F,, y N,,,, para 9 lod en9poblacionesde P.rzedowskii

L ocus Fis FsT FI1T
APX-1 0.3642* 0.1401™ 0.2666*
APX-2 0.3269* 0.1433* 0.2161
CPX-2 0.3730* 0.3595* 0.2381*
EST-2 0.0834 0.0834* 0.0009
GOT-1 0.2462* 0.1229* 0.1415*
LAP 0.9022* 0.3881* 0.8400*
SDH 0.3834* 0.1569* 0.2712*
IDH 0.5427* 0.0965* 0.5023*
GDH 0.5016* 0.2414* 0.4171
Media 0.4048* 0.1753* 0.2736*
Limitesde (0.2557-0.8159)  (0.1209-0.2606) (0.1507-0.4821)

confianza(Weir y Cockerhan 1993)

x°. Hipotesis nula F= 0 (P<0.001)

L as relaciones genéticas entre poblaciones son analizadas utilizando los estadistico de
distanciay similitud genética (Nei 1978). Laestimacion delaidentidad y distanciagenética entre
todos los pares de poblaciones son muy heterogéneos (figura 1). Se puede apreciar que laidentidad
genéticamasdtaesde0.981y € valor mésbajo esde 0.870 (5). Ladistanciagenéticamésbga
(cercanaal) esde0. 024 y € valor mas dto (algjado de 0) es de 0.1390 entre las poblaciones ALB
(5) y SOL (3). No se encontr6 un patrén especifico que concuerde con la distancia que separa a
las poblaciones, pueslas poblaciones que comparten un mayor porcentaje de alelos no sonlasmas
cercanasy viceversa. Esto indica que no hay un patrén de aislamiento por distanciay que algunas

poblaciones son genéticamente muy diferentes.



Figura 1. Matriz de digancias genéticas (arriba de la diagonal) e identidad genéica (abajo dela diagonal) de

Nei (1978) paralas paoblacionesde P. rzedowskii en Michoacan, M éxico.
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Discusion
Lamas importante conclusion de este andlisis es que P. rzedowskii, contiene una
apreciable cantidad de variacion genética, pero ésta se distribuye de una maneraen lacual se

sugiere que esta ocurriendo mucha diferenciacién entre poblaciones.

Lamayoriade las especies de coniferas presentan valores de variacién genética
semejantes a valor obtenido en P. rzedowskii (0.219). Hamrick et al (1981) hacen una
recopilacion de datos isoenzimaticos para 113 taxade plantasy reporta que aproximadamente el
67.7% delosloci estudiados de 21 especies de coniferas son polimorficos ( rangos de 0-100%),
con un nimero medio de alelos por locus de 2.29 rangos de 1.00-3.87) y un promedio de

heterocigocidad esperada de 0.21 (rangos de 0.00.37). Con los datos

obtenidos para P. rzedowskii, |o que encontramos es que tanto la heterocigosis
esperada como el nimero de alelos efectivos se encuentran dentro de los valores promedio
del espectro de variacion de Hamrick et al (1981).

Los niveles de heterocigosidad observados en |a especie, pueden tener varias
explicaciones, en parte se debe a la historia de vida y a las condiciones ecol 6gicas
caracteristicas dd lugar. A diferencia de especies de pino de otros paises corno E.U. y
Canada, en México los pinos generalmente crecen a el evaciones entre 1800 a 3000 msnmy las
agrupaciones de individuos usual mente tienen tamafos pequefios y con distribucién
discontinua (Y eaton et al, 1983). P. rzedowskii se encuentra dentro dela Serra Madre
occidental y en esta zona la topografia es muy accidentada, donde se pueden apreciar
elevaciones muy pronunciadas que pasan a través de distancias muy cortas de 1000 a 3000
msnm, |0 cual resulta en cambios muy drasticos principalmente de climay suelo. Esto por
un lado, limita la distribucién de las especies a zonas muy particulares, como es el
caso de P, rzedowskii que habita solo en suelos que son afloramientos de tipo calizo, y por otro
lado, al existir fluctuaciones climéticas, alteran de una manera directa a la fenologia de la

especie. Laasincroniafloral es un



fendmeno cominmente observado en muchas especies de pino mexicanas, donde existe
liberacién de polen en épocas en que no se encuentran |os estrobilos femeninos
receptivos. P. rzedowskii parecetener un ciclo fenoldgio muy largo y asincrénico. En 4
anos consecutivos, (1992-1995). Solo se ha observado una escasa produccion de conos,
maximo 15 conos por arbol y en pocos individuos (de 3000, solo 6 tienen conos,
aprox). Aln no se conoce cuanto tiempo necesita la especie para tener un afio semillero, pero
podriamos aproximarnos a 6 afios, tiempo que es mayor que cualquier otra especie de pino
mexicana. Hasta ahora se pensaba P. |eiophylla era la especie de méas amplio ciclo
fenologico (de 5 afios aprox). El desfase en lafenologia de P. rzedowskii, y la
especificidad en el tipo de suelo, podrian ser dos de los principal es factores que influyen en
los sistemas reproductivos y concretamente guiados en dos vias alternativas.
Primeramente, el intercambio genético se puede presentar entre individuos muy
cercanamente emparentados con o que las poblaciones eventua mente pueden llegar a ser
conformadas por individuos muy relacionados genéticamente, es decir presencia de
endogamia en las poblaciones. Segundo, es que el acervo génico se mueva dentro de
varios grupos reproductivos (efecto Wahlund), y podria explicarse por la diferencia
estacional de lafenologia de la especie. Sincroniatemporal en afos reproductivos de
individuosy otros afios representados por otros individuos. Esto promueve la expresion de
variantes alélicas en determinado grupo de individuos, favoreciendo la presencia de

heterécigosy a mismo tiempo la consanguinidad local..

El andlisis de |la estructura genética de las poblaciones de P. rzedowskii indica que
existen importantes niveles de diferenciacién entre las poblaciones. Los valores de F,
obtenidos son comparables con algunas especies de pino reportadas para diferentes lugares ,
como P. riguida de 13.5% (Nicléy Tucié, 1983), P. cembracon 32.0% (Szmidt 1982), P.
engelmanii de 13.0% (Vermejo 1993). Parala mayoria de |as especies |os valores de F,sr
son menores a los mencionados, pero esto se debe a que muchas de ellas se caracterizan por
tener rangos de distribucion muy amplios y fundamental mente continuos, ademas de que el

ambiente donde habitan es muy homogéneo



(Hamrick et al, 1982; Hiebert y Hamrick, 1983). En contraste, P. rzedowskii es una especie de
distribucién muy restringida (22.6 Km lineales aprox). Sus poblaciones estén contenidas en
refugios muy aislados e inaccesibles, donde la topografia de los sitios es muy
accidentada (85-90%). Por lo que a quedar los individuos de P. rzedowskii aislados de
otros individuos de la especie se favorece la reproduccién por autofecundacién en esa
poblacién, dirigiéndose hacia la disminucién de heterécigosy el aumento de individuos
homacigos hasta llegar a un valor alto de endogamia. En consecuencia, promueven la
diferenciacion genética anivel local, por o que encontramos diferentes alelas fijosy en

diferentes poblaciones.

Lo mencionado nos sugiere que existe importante diferenciacién a nivel local y que
probablemente estamos analizando pequefios parches de una sola poblacion continua que al
guedar aisladas por algun evento geoldgico se fragment6 donde algunas poblaciones han
mantenido en comln algunas variantes alélicas y otras variantes se han perdido,
posiblemente por efecto de la deriva génica. La fragmentacién y consecuente aislamiento de
las poblaciones, el tamafio pequefio de las mismas, asi como laaccion de la deriva génetica
pueden explicar gran parte de los procesos histéricos y evolutivos que han generado gran

parte de la variacion genética encontrada en P. rzedowskii.



CRITERIOS PARA ESTABLECER UN PLAN DE
CONSERVACION DE LAS ESPECIES DE PINO ESTUDIADAS

CON BASE EN LOSRESULTADOS OBTENIDOS

Tantolademogrdficacomolagenéicadelaspoblad ones sonimportantespara
planear la conservacion de especies en condiciones naturales. Los resultados de genética de
poblaciones son muy importantes para disefiar planes de colecta de germoplasma ya que en
general 10s genotipos de las poblaciones no se encuentran a azar sino que presentan una
estructura espacial y temporal (Brown et al., 1978; Hamrick y Holden, 1979). La estructura
genética de las poblaciones es el resultado conjunto de la accion de las fuerzas de mutacion,
seleccién, migracion y deriva genética.

La mayor parte de los estudios previos de genética de poblaciones de pinos han
encontrado que la variacion genética que presentan es alta, y la variacion genética encontrada
dentro de las poblaciones es mucho mayor que la encontrada entre las poblaciones. Esto es, la
estructuracion genética de las poblaciones es muy pequefia. Estas caracteristicas de estructura
genética se habian atribuido a la polinizacion abierta por viento y dispersion por viento de los
pinos. Sin embargo, las especies que se estudiaron en este proyecto presentan mayor variacion
genética que la esperada tedricamente y una estructura genética muy marcada. La hip6tesis que se
plantea para explicar estos resultados es que en especies que estan representadas por poblaciones
pequefias y aisladas geogréficamente las probabilidades de estructuracion genética son mayores,
porgue se promueve la fijacion y perdida de alelas entre las diferentes pablaciones por deriva
genética (por muestreo aleatorio). Estos resultados son novedosos en el sentido de que hasta
ahora no se habian encontrado niveles altos de estructura genética (superiores a 17%) y niveles
tan altos de variacién genética en especies con poblaciones tan fragmentadas y reducidas.
Ademés, no se habian realizado estudios con especies de pino mexicanas que ademas estuvieran

consideradas en peligro de extincion.



L os patrones demogréaficos y genéticos encontrados nos pueden sugerir algunas ideas
generales acerca de la conservacion de estas especies, asi como otras especies con caracteristicas

similares.

En e caso particular de especies raras 0 amenazadas de extincién el criterio de
conservacion de toda la especie es posible a través de la proteccion del hébitat y por la preservacion
"ex situ" (Holsinger y Gottlib, 1991). Los tamafios efectivos en estas areas pueden ser usados
como base para definir zonas nulcleo excluidas de todo tipo de perturbacién. Las sugerencias
concretas para especies con poblaciones muy estructuradas genéticamente como P. rzedowskii
P.pinceana y P. lagunae, seria la de proteger cuando menos las poblaciones que estan
representadas por € mayor nimero de individuos, ya que estas pueden llegar a desaparecer por
algin proceso estocastico independientemente de la cantidad de variacion genética que
contengan, y proteger también aquellas poblaciones que son mas variables genéticamente para

garantizar que se mantenga la variacion genética representativa de la especie.

La preservacion "ex sitos ", también se debe de implementar para estas especies,
sugiriendo que se realicen colectas tanto de semillas como de tejido vegetativo. En P. rzedowskii
existe un problema muy fuerte con la produccion de conos, es minima comparada a la capacidad
de produccion que tienen las especies de pinos 'y en particular mexicanas (400 a 700 conos por
arbol). Es esencia rescatar la mayor cantidad de semillas de esta especie. También seria
conveniente tratar de cultivar en viveros y posteriormente establecer sitios de experimentacién,
hacer pruebas de introduccion en otras éreas y ver posteriormente si se logran reincorporar a su

habitat natural.



P. pinceana tiene poblaciones de mayor tamafio que P. rzedowskii, por lo cual los
criterios de conservacion son menos rigurosos. Sin embargo, en esta especie se encontraron
niveles de estructura genética superiores a las otras tres especies estudiadas (0.247). Lo que
implica que deben conservarse un mayor nimero de sus poblaciones para tener representada la
variacién genética de la poblacion. Ademas, el drea de su distribucion también es mayor que d de
las otras especies en estudio. P. pinceana se encuentra en diferentes sitios de cuatro estados de la
republica. Por tanto para esta especie consideramos que la distancia geogréfica ha sido un factor
importante en la estructura genética de sus poblaciones. Para fines de conservacion la proteccion
seria de todas las poblaciones que la representan pero con menor nimero de individuos a proteger
de cada una de €ellas. Esto es, se puede obtener una submuestra a azar de un determinado nimero
de individuos que representen a cada una de las poblacién, y de esta manera mantener € pool
génico completo de toda la especie. En particular, es interesante continuar con los estudios
demogréficos para una de las poblaciones, ya que es muy accesible para € trabajo de campo. Se
pueden obtener estimaciones periddicas de edades, reclutamiento, sobrevivenciay reproduccion
de los &rboles, lo cual permitiria hacer inferencias mas exactas del comportamiento demogréfico

de la especie.

Debido a que el nimero de representantes de P. muricata es tan reducido, y por otro lado,
a que los dtios donde se encuentran los &boles han sido y son muy perturbados
antropogénicamente se requiere proteger a cada una de las poblaciones tan pronto como sea
posible. Actualmente la especie contiene niveles de variacién genética suficientes como para
permitir la subsistencia de la especie a largo plazo, pero si € uso agricola continua sin tomar

medidas de conservacidn, esta especie corre peligro de desaparecer en México.



P. lagune, que es una de las especies que esperdbamos presentara tamafios poblacionales
pequefios y poca variacion genética, esta representada por millones de individuos y ademas los
niveles de variacion genética son bastante altos. Esto indica que los criterios de conservacion
para esta especie sean los menos rigurosos y urgentes. Por lo tanto se podria recatalogar a la
especie mas bien como endémicay de distribucién restringida. Nosotros consideramaos que no se
encuentra amenazada de extincion, por lo cua puede quedar exenta de cualquier plan de
conservacion "ex situ" por e momento. Pero en dado caso, seria necesario también colectar de

todas sus poblaciones pues presenta también una estructura genética considerable.

En general, para las cuatro especies se requiere de la colaboracion di los lugarefios, asi
como de las instituciones gubernamentales encargadas de explotar y mantener los recursos
forestales en México. Actualmente se tienen avances muy importantes en cuanto a la
conservacion de P. rzedowskii por parte de los lugarefios. Muchos de los esfuerzos para que los
lugares donde se establece esta especie fueran exentos de perturbacion antropogénica fue
realizada por los mismos duefios de las poblaciones. Ademés de esto, existe un compromiso
formal con la Secretaria de Desarrollo Social, para aplicar algunas estrategias de conservacion
"ex situ . Tales como colecta de semillas, produccion de plantulas en vivero y reforestacion de
los sitios. Es importante, sin embargo, seguir produciendo investigacion cualitativa y
cuantitativa a cerca de aspectos como, fenologia, plagas, perturbacion, asociaciones biol6gicas,
etc., que permitan plantear estrategias de manejo y conservacion a largo plazo. Los resultados
obtenidos en este trabajo son una contribucién para el establecimiento de estos programas. Para
P. muricatatambién si cuenta con el interés de algunos duefios de los sitios donde se encuentra la
especie, por lo que consideramos que por 10 menos para estas dos especies se podria elaborar un
proyecto relacionado directamente con las estrategias de conservacion "ex situ” e "in situ" de una

maneraintegral.
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