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En este proyecto se pretende estudiar la distribucién, estructura y
variacion genética de tres especies de Pinus que estan catalogadas
como raras y en peligro de extincion; Pinus rzendowskii, P.
maximartinezii y P. netsonii, con base al uso de microsatélites de ADN de
cloroplasto y nuclear. También se estimara el flujo genético entre las
poblaciones y los tiempos de divergencia de los diferentes holotipos o
alelos. las frecuencias de los haplotipos permitirdn hacer
reconstrucciones filogenéticas de las poblaciones de las diferentes
especies y con ello analizar diferentes indices jerarquicos de
conservacion (filogenéticos, demograficos y genéticos) para seleccionar
a las poblaciones que sean prioritarias de conservar e implementar
estrategias de rescate a corto plazo.
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INTRODUCCION

Pinus esuno delos géneras més diversos de &boles en d mundo, y México representad principa
centro de diversificacion de este género (Styles 1993). De acuerdo con Perry (1991) en México existen 72
especiesy variedades con 34 endemismos, congtituyendo unarigqueza, no 0lo paranuestro pais sino paratodo €
mundo. Cadaunade estas especies esd resultado de millones de afios de evol ucion biol 6gica que hamoldeado
y producido entidades con diversas composi ciones genéticas'y adaptaciones ecoldgicas. Sin embargo, los
mayores esfuerzos de investigacion foresta en México se han destinado Unicamente ala explotacion de
epecies comercidesy escasos estudios han sido enfocados d conocimiento de ladinamicaevolutiva,
conservacion y taxonomiadd género (Delgado et al., 1999; Quijadaet al., 1998; Liston et al., 1999; Ledig
et al., 1998;2001; Molinaet al., 2001). El manegjo forestal inadecuado de especies maderablesy resineras, las
dtastasas de destruccion de los bosgues por plagas eincendiosy latransformacion de &reas de lavegetacion
nativaen agricolay de pastoreo, han sido determinantes en la ace erada reduccion de dgunas poblaciones de
Pinus con d pdigro de desgparecer locamente. Ademés, dgunas de | as especies amenazadas son endémicas de
Méxicoy corren € pdigro de desaparecer globamente. En este trabgjo serealizd un estudio relacionado con la
dinamica evolutiva de poblaciones de cinco especies de pino que dados sus rangos de digtribucion, habitats,
morfologias uso y estatus de conservacion, nos permitieron, por un lado, hacer estimaciones delaestructuray
variacion genética de las poblacionesy especies de estudio, y por otro lado definir criterios filogenéticos,

demogréficosy genéticos de conservacion.



L as especies de estudio estan ubicadas taxondmicamente dentro de dos subgéneros del género Pinus
gue son: Pinus maximartinezii, P. pinceana, P. nelsonii y P. rzedowskii del subgénero Strobus o
pinos blandos y P. montezumae y P. pseudostrobus del subgenero Pinus o pinosduros (Littley Crichfiel
1969). Se sdlecciond aedtas sais especies por variasrazones (i) las cuatro especies de pino blandos (P.
maximartinezii, P. pinceana, P. nelsonii y P. rzedowskii) son de distribucién restringida, endémicas,
rarasy consideradas en peligro de extincion. En contraste, las especies de pinos duros (P.
pseudostrobus y P. montezumae) son endémicas, pero también son dos de |as especies de mayor
distribucion geogréficaen México, ii) Paralas especies ddl subgénero Strobus (pinos blandos) no se halogrado
definir con certeza su ubicacién taxondmica, ya que presentan caracteristicas morfol dgicas, quimicas,
anatomicas y moleculares compartidas entre los dos subgéneros (Martinez 1947; Perry 1991, Delgado et al.,
1999; Liston et al., 1999). Aunado a esto, asu rarezamorfoldgica, y a estudios previos que se han hecho
sobre su origen y digtribucion, han sido catal ogadas como especiesrarasy que probablemente contienen
muchade lahigtoriaevolutivaque dio origen d género Pinus (Martinez 1948, Mirov 1967; Ledig et al
1998), vy (iii) P. montezumaey P. pseudostrobus son dos delas epecies de mayor importancia economica
en México y han sido severamente explotadas para su comerciaizacion dentro y fueradd pais. Debido aesto,
actual mente encontramaos zonas que han sido drésticamente deforestadas con € riesgo de que se presenten
extinciones local es de poblaciones representativas de estas especies. Por tanto, esta claro que esteesun
grupo de especiesided paraanalizar escenarios evolutivos contrastantes sobre la dinamica de la especiacion

del género Pinus y consecuentemente para € planteamiento de criterios especificos de conservacion.

Objetivo general: Obtener informacion sobre la distribucion geogréfica, variacion y estructura

genética de cinco especies del género Pinus con estatus poblacional contrastante.

Objetivos particulares.

- Redlizar estimaciones delavariacion y distribucion genética de cinco especies de pino de distribucion
ampliay restringida utilizando microsatélites (SSR). - Hacer estimaciones del flujo genético entre las
especies y poblaciones en estudio.

- Detectar posibles nucleos de mayor diversificacion genética, sefialando puntos estratégicos de

consarvacion através de su areade distribucion naturdl.



- Disefiar estrategias para obtener germoplasma que sea representativo de la variacion genética de
las especies para su conservacion ex situ y para evaluar su utilidad potencial en estudios de
mejoramiento genético.

M etodologia general

Trabajo de campo

Laingpeccion delas poblaciones serediz6 con base aliteratura preexistente (Perry 1991; Price
1998). Se visitaron poblaciones de las seis especies en estudio (P. pseudostrobus, P. montezumae , P.
nelsonii, P. rzedowskii, P. pinceana y P. maximartinezi) en |os diferentes estados donde se distribuyen
naturamente (ver Tabla 1). Paralas especies colectadas se tomaron datos de ubicacion geogréfica con laayuda
de un geoposicionador marcaMagellan (modelo ProMARKYV’ GPS). Estos fueron (tiles parala elaboracion de
los mapas geograficos de las diferentes poblaciones y especies (Figurala, b, ¢, dy e).

Analisis demogr &fico para P. nelsonii

Las egtimaciones de la densidad de cada poblacion se llevaron a cabo con un méodo con 0 Sin area,
basado en recorridos y observaciones preliminares en cada una de ellas. Para algunos de los &boles se tomaron
datos de edad y dtura, con € uso de untdadro de Presdey y con una Forcipula (ver base de datos).

Dehido aque & nimero deindividuos paralos cuaes se pudo medir laedad eramuy reducido en
comparacion con € totd de individuos colectados (177 de 293) se busc) otro parametro que se correlacionara
con laedad, de modo que nos permitierainferir laedad de losindividuos sin tener que medirla directamente.
Parahacer lo anterior, parad tota deindividuos seestimé laregresién entrelaedad y d diametro aladtura
del pecho, asi como, entre laedad y ladtura. Parahacer d andlisis de la estructura de edades se €ligio utilizar
como parametro e didmetro, por presentar un coeficiente de correlacion con laedad mayor que e encontrado
en laregreson entre edad y adtura. Con laecuacion obtenida se estimé laedad para 256 individuos de P.
nelsonii, con lacual histogramas de frecuenciatanto parael conjunto de todos los individuos como paracada
unade las poblaciones por separado. El nimero de categorias de edad se calculé con laférmula[(Vaor

maximo — Vaor minimo)/ 5logN].



gee?T?telcc:;t?’J meterid foliar de las partes terminaes de las ramas (20 gm), y de 20 a 30 conos por
poblacion (esto parainiciar con € banco de semillas) de P. nesonii, P. montezumae 'y P. pseudostrobus.
Para P. montezumae y P. pseudostrobus se colecto muestra de aciculas de 320 arboles. Para P. nel sonii
e colectaron muestras de eciculas de 256 individuos. ParaP. maximartinezii , se colectaron eciculas de 40
individuos adultos, 40 juvenilesy 2 conos maduros por arbol. Para P. rzedowskii 70 muestrasy para P.
pinceana 154 muestras. Para esta Ultima especie yase contaba con las muestrasy se anexaron losandisisy
datos en este trabagjo.

Seleccién de microsatélites polimor ficos:

Después de laextraccion y cuantificacion de ADN gendmico se continuo con laseleccion y
amplificacion de los microsatélites de cloroplasto polimérficos. Se ensayaron de 12 a 18 microsatditesy
se obtuvieron datos de 6 microsatéites polimérficos para P. montezumae y P. pseudostrobus, 4 para P.

pinceana, y P. nelsonii, 3 para P. maximartinezii y P. rzedowskii.

Por otra parte, también se ensayaron 12 microsatélites nucleares (SSRn) en todas | as especies.
Se obtuvo un tota de tres microsatédlites polimorficos para cada una de las especies, excepto para P.
rzedowskii, especie paralacua las amplificaciones no fueron reproduciblesy por tanto no setrabgjo con
microsatélites nucleares. Latabla 2, muestralarelacion de microsatélites ensayados, tanto de cloroplasto
como nucleares. Cabe mencionar que d tota de SSRcl que se han detectado en coniferas son 19 (Vendramin et
a., 1996). Asi mismo, aunque existen arededor de 50 SSR nucleares aidados en coniferas, muchos de elos son
especificos paralos diferentes géneros, incluso para cada subgénero ddl género Pinus, por lo que fue dificil

amplificar y estandarizar |os fragmentos en pinos blandos, como es el caso de P. rzedowskii.

Obtencion de fragmentos:
Unavez que se concluyo con los PCR, se hicieron gelesde agarosad 2% paraobservar los

fragmentos amplificados. Se continuo con & montgje delosgelesde



poliacrilamidacon € uso de camaras verticales manuales, por |0 que se ensayaron diferentes buffers o
sistemas de corriday de diferentes concentraciones de geles de poliacrilamida, hasta que la resolucion fue

claray selogré estandarizar paralas 6 especies.

Protocolos de geles de poliacrilamida:
Para microsatelites de cloroplasto
Gel de poliacrilamida al 6%, con 7M de Urea

Acrilamida/Bis-Acrilamida (19:1) 40% 40 mi
10X TBE buffer 12 ml
Urea 67.2gm

Llevar a160 ml con H20 destilada

Para microsatelites nucleares
Gel de poliacrilamida al 40%

Acrilamida/Bis-Acrilamida (19:1) 40 mi

20X TBE buffer 12.5ml

Llevar a250 ml con H20 destilada

En 45 ml del stock de acrilamida se agregaron reactivo que permitieron la polimerizacion del gel en
20 minutos (APSd 10%y TMD Pharmacia). Inmediatamente de agregar dichos componentes, la
acrilamida se vacio en unacamarade cristd previamente preparada. Se agregaron 15 il de reaccion y
15 pl de loading dye (marcador), utilizando
marcadores externos e internos (de 50 pb) parareconocer € tamafio de los fragmentosy posteriormente

cuantificar con exactitud los polimorfismos. Los geles fueron corridosa 1400V ., durante 2:50 hrs.

Tincion de geles:

Latincion se haredizado por dos métodos 1) con radioactividad y 2) con € uso de Nitrato de Plata. La
técnica de marcgje con radioactividad permitié obtener datos de dos de las especies, sn embargo esuna
técnicamuy tardaday requiere de por [o menos de 24 horas para concluir con € trabgjo. Estatécnicaesta
basada en tres etapas fundamentales; 1) marcaje de los dNTPs con radioactividad (P*), 2) secado del gel
y 3) revelado del gel. Conjuntamente se estuvo trabagjando con Nitrato de Plata, técnica que permite

obtener resultados en solo una



hora, los pasos fundamenta es son; 1) fijacidn con Ac. Acético 2) impregnacion de Nitrato de Platay 3)

revelado. Los geles sefotografiaron y posteriormente se cuantificaron los polimorfismos.

Obtencion y lectura de datos:

Cada microsatélite esta formado de un numero determinado de pares de bases por gemplo €
microsatélite de cloroplasto 7195, tiene unavariacion en su tamafio de 145 a 148 pb (cuatro delos). Cadaado
de cadadiferenteindividuo y microsatélite es ordenado de ta manera que forman haplotipos, que son lasuma
delos diferentes fragmentos para cadaindividuo. Por gemplo, € individuo uno presentaun adelo 145 del
microsatdlite 1, un deo 67 dd microsaélite 2 y un delo 160 del microsatédite3, estosaelosforman e
haplotipo : 145, 67, 160. Los haplotipos formaron labase de los andlisis genéticosy filogenéticos de dichas

especies.

Andlisisdelainformacion

Todas | as estimaciones se obtuvieron con base alas frecuencias de los haplotipos, que resultan dela
combinacion de delos detodoslos SSR (loci) bgjo € modelo de mutacion paso apaso (SMM). Se obtuvieron
dos egtimadores de ladiversdad genética dentro de las poblaciones (HE, Satkin 19954) y lamediade
nimero de diferencias para pares de haplotipos ( ir, Tgima1993). Ademés, paro los SSR nucleares se estimo
laHeterocigosis
(Ho). Ladivergenciaentre poblaciones fue calculadacon € moddo 1AM (FST) y SMM (RST).) Un
andlisis jerarquico de varianza molecular (AMOVA, Escoffier et al., 1992), fue aplicadaa una

estructura de tres grupos. entre grupos OCT, entre poblaciones dentro de

grupos 2SC y dentro de poblaciones OST. Lasgnificanciade los vaores fue obtenida por 1000
permutaciones no paramétricas (Escoffier et ., 1992). Para determinar algin patrén de aidamiento por

distancia se uso un método propuesto por Slatkin (1995) basado sobre un
modelo de idlas: se uso € estadistico M= (1-RST)2RST que analizalarelacion entre pares de

poblacionesy su distancia geogréfica. Paralasignificanciade larelacion entre M (tasasdedisperson) y las
distancias geogréaficas (D) se uso una prueba de Mantel con 2000 permutaciones (Raymond y Rousset
1995). Los haplotipos obtenidos fueron usados paralamatriz de distancias genéticas (DA) de acuerdo a
Nei et al., (1978). El andlisis de filogenia molecular se realizd a partir de las distancias genéticas

(DA) serealizé un andlisis de



Neighbor-joining con base d modelo SMM (Satkin 19954). Su significancia se estimé através de unaprueba
de 1000 permutaciones (Takezaki y Nel 1996). Paralaobtencion delos parametros y estadisticos estimados
se uso €l programa Arlequin (Schneider et al., 2000). El programa Tools For Population Genetic
Anayses (TPFGA) ver 1.3 (Miller 1997) paraobtener € andlisisdel aidamiento por distanciay lapruebade
Mantdl. Paralareconstruccion del dendrograma (Neighbor-joining) se uso € programa NJBAFD (Naoko
Takezaki. Ingtituto Nacional de Japoén.

Andlisis de conservacion

Utilizando € indice de diversidad téxica de Vane-Wright et al., (1991) obtuvimos los vaoresde
importanciafilogénetica de las poblaciones. El indice de diversidad taxica se basa en la cuantificacion del
numero de lingjes que surgen de cada nudo o puntos de ramificacion para cada taxa o poblacion. Se usaron
medidas de smilitud que mide las distancias genéticas (DA) entre pares de poblaciones (Nei et al.,1978).
Se dieron los pesos mas altos a las poblaciones que se encontraron més separadas ddl restoy cercadela
raiz del dendrograma. Para obtener este indice de diversidad filogenética se estimaron dos parametros 1) las
agrupacion taxicas (AT) y 2) los pesos taxondmicos bésicos (PTB). La terminologia de estos parametros
también fue modificada parasu uso anivel de poblaciones, pero sin aterar su contenido tedrico. Los
parametros que se modificaron para este proposito fueron: -Agrupacién de poblaciones (AP); esd
numero de poblaciones presentes en & dendrograma. - Pesos poblacionales basicos (PPB): srefiereala

divison del total delaagrupacién de poblaciones entre el valor de cada una.

Parafacilitar los célcul os se estandarizaron |os valores de PPB dividiéndolos entre el valor
mas bajo (E), lo quele dio alapoblacion de menor categoriad valor de uno, donde encontramos gue las
poblaciones mas diferentes son las mas ancestrales en el dendrograma, mientras que las més parecidas
evolutivamente a otras son |as que se encuentran después de muchas bifurcaciones. Posteriormente, se uso
el método de Vane-Wright et al., (1991) adecuandolo a datos demogréficos (nimero y tamafio de las
poblaciones) y genéticos (cantidad de variacion genética, (HE) y la heterocigosis observada (H,), con
ello se obtuvieron indices de conservacidn, donde, en lugar de usar € nimero de ramificaciones entre nodos
seuso 1) e niimero deindividuos por poblaciony 2) los vaores promedio de ladiversidad genética (Hg) por

poblaciony los vaores promedio de las heterocigosis (H, ). Para darle un



vaor mayor a tamafio més pequefio de poblacion (que son los tamafios de las poblaciones que nosinteresa
conservar) Seuso sU inverso y se estandarizo entre @ mas pequefio, asl lapoblacion maschicadiode 1. End
ca0n deladiversdad genética(HE) y la heterocigosis (Ho) estandarizamos con d valor més dto yaque
queremos dar prioridades de conservacion alas poblaciones de mayor nimero de heterdcigosy de mayor
diversdad genética, nuevamente se obtuvieron valoresde 1 (lamés variable) y 0. Unavez obtenidoslos vaores
delostrescriterios de conservacion (demogréafico, genético y filogenético) se integraron realizando una
sumatoria de promedios por poblacion, donde las poblaciones que presentaron valores més dtos se

consideraron las poblaciones con prioridades de conservar.

Losandisisy resultados se anexan como apartados por especie, los cudesincluyen todos los andlisis
realizados tanto con microsatélites de cloroplasto como nucleares (ver Anexos :I Andlisisy resultado
de P. nelsonii, Anexo Il: Andlisisy resultados de P. montezumae y P. pseudostrobus, Anexo I11:
Andlisisy reslutados de P. rzedowskii, Anexo IV: Andlisisy resultados de P. maximartinezii, Anexo
V: andlisisy resultados de P. pinceana) Asi como un anexo con losandisisy resultados de criterios
biolégicos de conservacion (Anexo V1). Ladiscusion general de los resultados obtenidos paralas
especies estudiadas, resdtando laimportancia evolutiva de los resultados obtenidos, asi como de
conservacion paralas poblaciones en particular de cada especiey laliteraturageneral. También, seincluyeun
anexo con laclave delabase dedatos (VII: Diccionario de variables), asi como un Ultimo anexo con la
propuestade uso y criterios concretos de conservacion que incluye alas 6 especies de pinos estudiadas

(Anexo VIII: Propuesta de uso y criterios concretos de conservacion).

Esimportante mencionar que € proyecto fue redlizado con la participacion de cuatro estudiantes de
licenciaturaen Biologia: Argelia Cuenca (estudio SSR de cloroplasto de P. nelsonii), AnaElena Escalante
(estudio SSR de cloroplasto de P. pinceana). Alegjandra Moreno (estudio SSR nucleares de P.
maximartinezii) y Miroslava Renteria Alcantara (estudio SSR nucleares de P. nelsonii) y con apoyo
logistico y de campo delaBiol. AlgandraVazquez-Loboy de latécnico Biol. Rocié Esteban. En generd, €
apoyo otorgado por [laCONABIO formé parte de la generacion de 4 tesis de Licenciatura en Biologiay
una de Doctorado en Ciencias Biol6gicas.



Tabla 1. Sitiosde colecta delas poblaciones delas especies de 5 especies de pino en estudio

No

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

Sitio
Altitud

(msnm)

\%

A

T

E
SUH
D.A
Mal
Mall
S
H

T

G

C
Tula

Miquihuana

Especie

hibridos

Hibrido

Hibrido

Hibrido

P. pseudostrobus
P. pseudostrobus
P. montezumae
P. montezumae
Hibrido

P. montezumae
P. montezumae
P. pseudostrobus
P. montezumae
P. nelsonii

P. nelsonii

Las Antonias P. nelsonii

Pefia Nevada P. nelsonii

San Lazaro
Palmillas

La Tapona

Los Duraznillos

P. nel'sonii

P. nel'sonii

P. nel'sonii

P. nelsonii

Estado

Malacatepec
Estado de México
Anganqueo
Michoacan
Temascal pepec
Estado de México
Zitacuaro
Michoacéan
Tuxtepec

Oaxaca

Aguililla
Michoacan
Puebla

Puebla

San Cristobal
Chiapas
Ixmiquilpan
Hidalgo
Totonicapan
Guatemala
Caoqué, Jalpa
Guatemala
Cuernavaca
Morelos

Tamaulipas
Tamaulipas
Tamaulipas
Nuevo Ledn
Tamaulipas
Coahuila

San Luis Potosi

San Luis Potosi

Ubicacion

Geogr éfica

100°09' 43"
19°21'16”
100°22'' 45"
19°32'22"
100°42' 03"
19°28'13”
100°38’
19°60’
96°26' 31"
17°19'59”
102°55’ 36"
18°49'17”
92°52'08”
19°50' 30"
98°32'
19°57
92°25’ 60"
16°44 25"
96°45'
20°06'

91° 24' 08"
14° 55' 60"
90° 41' 66"
14° 38' 23"
19 20’

19’ 03
99°40' 68"’
23°15'89”
99°45' 01"’
23°35'15”
94°51’' 20"
23°24'03”
99°54’' 01"’
23°48'14”
99.33.92
23°48 42"
99°07'.36"
23°1781"
100°37'05™
22°49 39"
100°26.32

3100

2850

3100

1700

2144

2370

2100

2800

2440

2100

2374

2043

2800

2265

1731

1791

2244

2179

1597

2101

2168



22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

Pto Membrillo P. nelsonii

Varaloso P. rzedowskii

El Fresno P. rzedowskii

Alberca P. rzedowskii

Chiqueritos P. rzedowskii

Juchipila P. maximartinezi

Sierra Parras P. pinceana

Cuauhtemoc P. pinceana
Huizache P. pinceana
Guadal cazar P. pinceana
San Joaguin P. pinceana

Tolantongo P. pinceana

San Luis Potosi

Michoacan
Michoacén
Michoacan

Michoacan

Pblo Vigjo
Zacatecas

Coahuila

Coahuila

San Luis Potosi
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Figura la. Distribucion geogréfica de P. nelsonii México
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Figura 1b. Distribucion geogréfica de las poblaciones de P. montezumae, P. pseudostrobusy sus hibridos,
Meéxico Guatemala
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Figura 1c. Distribucion geogréfica de P. maximartinezi, Zacatecas México
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Figura 1d. Distribucion de 4 poblaciones naturdes de P. rzedowskii, Michoacan México
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Figura 1e. Distribucion geogréfica de 6 poblaciones naturales de P. pinceana, México




Tabla 2. Primers ensayados para la amplificacion de microsatelites de cloroplasto y

nuclearesen 5 especies de pino, endémicas de M éxico.

Microsatelites Locaizacion Especie Tamario del
De Cloroplasto (T-A)n fragmento (Pb)
Pt1254* psbA-trnK (UUU) P. pseudostrobus 66-69 Pol.
espaciador P. montezumae 67-69 Pol

P. nelsonii 66-68 Pol

P. rzedowskii 66-68 Pol

P. maximartinezii 66 Mon

P. pinceana 66 Mon
Pt9400* trnG(UCCC) intron P. pseudostrobus  90-92 Pol

P. montezumae 89-92 Pol

P. nelsonii 84-90 Pol

P. rzedowskii 85-90 Pol

P. maximartinezii 90 Mon

P. pinceana 90 Mon
Pt1520* rps2 P. pseudostrobus 125-126 Pol

P. montezumae 125-127 Pol

P. nelsonii 132, 130 Pol

P. rzedowskii 132-129 Pol

P. maximartinezii 132 Mon

P. pinceana 132 Mon
Pt26081 rpoB P. pseudostrobus 112 Mon

P. montezumae 112 Mon

P. nelsonii 111 Mon

P. rzedowskii 114 Mon

P. maximartinezii 114 Mon

P. pinceana 112-114 Pol
Pt3025* clpP P. montezumae 140-144 Pol



Pt3650

Pt4109

Pt4821

Pt5187

Pt6372

psbJ-petA espaciador

ORF119

ORF64a

trnS (GCU)

rpl2

P. pseudostrobus P.

nelsonii P.
rzedowskii

P. maximartinezii
P. pinceana P.
pseudostrobus P.
montezumae P.
nelsonii P.
rzedowskii P.
maximartinezii P.
pinceana P.
pseudostrobus P.
montezumae P.
nelsonii P.
rzedowskii P.
maximartinezii P.
pinceana P.
montezumae P.
pseudostrobus P.
nelsonii P.
rzedowskii P.
maximartinezii P.
pinceana P.
pseudostrobus P.
montezumae P.
nelsonii P.
rzedowskii P.
maximartinezii P.
pinceana P.
pseudostrobus P.
montezumae P.
nelsonii P.
rzedowskii

140-142 Pol
139-144 Pol
138-140 Pol
138 Mon 138
Mon 145
Mon 150
Mon 144
Mon 144
Mon 144
Mon 144-146
Pol 78 Mon
78 Mon 78
Mon 78 Mon
78 Mon 78
Mon 89 Mon
89 Mon 88
Mon 88 Mon
88 Mon 88
Mon 86 Mon
86 Mon 84
Mon 84 Mon
84 Mon 84
Mon 93 Mon
93 Mon 93
Mon 93 Mon



Pt7195*

Pt7995

Pt8730

Pt1007

Pt1025

Pt1072

IRFIG9

trnS(CGA)

trnl(GAU)-trnV (GAC)

ORF11756

ndh-1 ndhE espaciador

rpl32

v " v v v ” v v ©” v U U v U vV U U U U UV UV U U UV U U UV U U U U U ©

. maximartinezi
. pinceana

. pseudostrobus
. montezumae

. nelsonii

. rzedowskii

. maximartinezi
. pinceana

. pseudostrobus
. montezumae

. helsonii

. rzedowskii

. pseudostrobus
. montezumae

. rzedowskii

. nelsonii

. maximartinezi
. pinceana

. pseudostrobus
. montezumae

. helsonii

. rzedowskii

. maximartinezi
. pinceana

. pseudostrobus
. montezumae

. rzedowskii

. helsonii

. maximartinezi
. pinceana

. pseudostrobus
. montezumae

. helsonii

93 Mon

93 Mon
146-148 Pol
145-148 Pol
145-147 Pol
145-148 Pol
147-148 Pol
146-150 Pol
145 Mon
145 Mon
145 Mon
145 Mon
159-162 Pol
160-163 Pol
157-160 Pol
155-160 Pol
160 Mon
160 Mon
113 Mon
110 Mon
No amp

No amp

No amp

No amp
129 Mon

129 Mon
129 Mon
129 Mon
129 Mon
129 Mon
122 Mon
122 Mon

No se ensayo



Pt1095 rpsl2

Microsatélites Locaizacon
Nucleares (AG-AC)n

PR 4.6 Pinos duros
NZP1 Pinos duros
PtTX 3019 Pinos duros
PtTX 3013 Pinos duros

U U U U U U U UV U

. rzedowskii

. maximartinezi
. pinceana

. pseudostrobus
. montezumae

. nelsonii

. rzedowskii

. maximartinezii

. pinceana

Especie

U v v v v U v U U U U U U U U U U U UV TO

. pseudostrobus
. montezumae

. nelsonii

. maximartinezii
. pinceana

. rzedowskii

. pseudostrobus
. montezumae

. nelsonii

. maximartinezi
. pinceana

. rzedowskii

. pseudostrobus
. montezumae

. nelsonii

. maximartinezii
. pinceana

. rzedowskii

. pseudostrobus

. montezumae

No se ensayo
No se ensayo

No se ensayo
113 Mon
113 Mon
113 Mon
113 Mon
No se ensayo
No se ensayo

Tamario del

Fragmento (Pb)

200-230 Poal
200-250Pol

mulibandas
mulibandas
no se ensayo
no amplifico
miltibandas
multibandas
multibandas
multibandas
multibandas
multibandas
multibandas
multibandas
multibandas
multibandas
multibandas
multibandas
135 Pol

135 Pol



PtTX 3025

PtTX3023

21 46

9.1

RPS34

Pinos duros

Pinos duros

Pinos duros

Pinos duros

Pinos blandos

P. maximartinezi

pinceana
rzedowskii

nelsonii
pseudostrobus

montezumae

nelsonii
maximartinezi

pinceana P.

rzedowskii

pseudostrobus

montezumae

nelsonii
maximartinezi

pinceana P.

rzedowskii

P
P

pseudostrobus
montezumae
rzedowskii
nelsonii
maximartinezi
pinceana
pseudostrobus

montezumae

nelsonii

. maximartinezii

. pinceana P.

rzedowskii P.

pseudostrobus P.

montezumae P.

nelsonii P.

maximartinezii P.

pinceana

134 Pol
No se ensayo

No amplifico
135 Pol 264-
274 Pol 268-
270 Pol 268-
272 Pol 264-
269 Pol No se
ensayo No
amplifico 200-
210 Pol 196-
208 Pol 196-
200 Pol 196-
200 Pol No se
ensayo No
amplifico 160-
200 Pol 160-
200 Pol no
amplifico
multibandas
multibandas
No Se ensayo
no amplifico
no amplifico
no amplifico
no amplifico
No Se ensayo
no amplifico
No amplifico
No amplifico
140 Mon 135-
140 Pol no se

ensayo



RPS18

RPS18B

RPS20

RPS39

RPS25b

RPS127

Pinos blandos

Pinos blandos

Pinos blandos

Pinos blandos

Pinos blandos

Pinos blandos

0

. rzedowskii
e pseudostrobus

e montezumae

e rzedowskii

e nelsonii

e maximartinezi
e pinceana

e pseudostrobus

e montezumae

e nelsonii
e maximartinezi
* pinceanaP.

rzedowskii
e pseudostrobus

e montezumae

e rzedowskii

e nelsonii

o  maximartinezi
e pinceana

e pseudostrobus
e montezumae

e rzedowskii

* nelsonii

P. maximartinezi
P. pinceana P.
pseudostrobus P.
montezumae P.
rzedowskii P.
nelsonii P.
maximartinezii P.
pinceana P.
pseudostrobus P.

montezumae

no amplifico
No resolucién
No resolucion
No resolucion
No resolucion
No resolucion
No se ensayo
No amplifico
No amplifico
No amplifico
No amplifico
No amplifico
No amplifico
No resolucién
No resolucién
No resolucién
No resolucién
No resolucién
Np resolucion
No resolucién
No resolucién
No resolucién
No resolucién
No resolucién
No resolucién
No resolucién
No resolucién
No resolucién
No resolucién
No resolucién
No se ensayo
No resolucién

No resolucion



P. rzedowskii No amplifico

e nelsonii No resolucién
e maximartinezi No resolucion
e pinceana No se ensayo
} seudostrobus No resolucion
RPS60 Pinos blandos P

e montezumae No resolucion
e rzedowskii No resolucion
No resolucion

e nelsonii

. N No resolucion
e maximartinezi
No resolucion
e pinceana

Mon= Monomorfico; Pol= Polimérfico.

Anexo |
Analisisy resultados demograficosy dela estructuray variacion genética de P. nelsonii con

base al uso de cuatro SSR de cloroplasto

Ubicacién geogr afica de las poblaciones de Pinus nelsonii



Se localizaron en total nueve poblaciones en los estados de Tamaulipas, San Luis
Potosi y Nuevo Ledn, de las cuales fueron colectados un total de 256 individuos (Tabla 1).
Las poblaciones de Aramberri, Galeana (cerro del Potosi) y Doctor Arroyo en Nuevo Ledn y las
Tablas, San Luis Potosi, reportadas por Perry (1992), no fueron localizadas en ninguna de las
salidas al campo, teniendo |la seguridad de que por o menos la poblacion de Aramberri no existe
actualmente. No se logro colectar a la poblacién de Montafias del Carmen, por lo cual no se
tiene la seguridad de que actualmente exista. Por otro lado, los informes de la
Universidad Forestal de Saltillo indican que no se ha encontrado ninguna poblacién de P.

nelsonii en el estado de Coahuila.

La distancia geografica mayor se encuentra entre la Tapona, San Luis Potosi y San
Lazaro, Tamaulipas, siendo de 114.3 km. Las poblaciones que mas cercanas se encuentran
son la Tapona y los Duraznillos, separadas sélo por 2.4 km. El promedio de las distancias

geograficas entre poblaciones es de 64.9 Km.

Tabla 1 Localizacion geogréfica de las 9 poblaciones encontradas en México de P. nelsonii y

numero de individuos colectados en cada poblacién.

Estado Poblacion Latitud Longitud Altitud Individuos

Tamaulipas Tula 23°15.89N 99°40.68W 2265msnm 30
23°17.39N 99°39.43W 1747 mshm

Tamaulipas Miquihuana 23°35.15N 99°45.01W 1731mshm 30

Tamaulipas Las Antonias 23°24.03N 99°51.2W 1791 mshm 46
23°28.20N 99°49.29W 2174mshm 34 plantulas

Nuevo Ledn Pefia Nevada 23°48.14N 99°54.1W  2244mshm 30
23°48.23N 99°54.0W  2240msnm 15 plantulas

Tamaulipas San Lézaro 23°4842N 99.33.92W 2179 mshm 30

Tamaulipas Palmillas 23°17.81N 99°07.36 W 1597 mshm 30

San Luis LaTapona 22°49.39 N 100°37.5W 2191 msnhm 27

Potosi 22°47.80N 100°36.21W 2537 msnm

San Luis Los 22°47.89N 100°35.81W 2310msom 30



Potosi Duraznillos 22°47.96 N 100°37.06 W 2514 msnm

San Luis Puerto 22°41.38 N 100°26.32 W 2168 msnhm 29
Potosi Membirillo



Analisis demogr afico
Tanto la correlacion de edad contra didmetro, como la de edad contra altura fueron

estadisticamente significativas (p< 0.0001), con un coeficiente de correlacion r = 0.8412 para el

didmetroy der = 0.7056 para la altura (Figuras 1 y 2), encontrdndose gque la ecuacion que mejor se
gjusta en ambos casos es una regresion cuadrética entre los dos pardmetros. La ecuacién obtenida para
inferir la edad utilizando el diametro fue: edad = 0.1114 (DAP)2 - 0.0757 (DAP) + 29.207, mientras
queen € caso de utilizar ladtura: Edad = 0.1604 (dltura)? + 5.4304 (altura) + 21.994.

Figura 1. Correlacion entre la edad medida en afios y el didmetro a la altura del pecho (DAP)
para 177 individuos
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P. nelsonii encontrados en 9 poblaciones de México. r = 0.8412. Edad =0.114 (DAP)2 — 0.0757 (DAP) + 29.207

Figura 2. Correlacion entre la en afios y la altura en metros de 177 individuos de P. nelsonii encontrados en 9
poblaciones de México. R=0.7056. Edad = 0.1606 (altura)2 + 5.4304 (altura) + 21.994.
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Figura 3. Distribucién de edades para 256 individuos de P. nelsonii encontrados en 9 poblaciones de
México (Media= desviacion esténdar = 14.94).
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Figura 4 Distribucién de edades para 27 individuos de P. nelsonii encontrados en la poblacién de Tula
(Medioa0 41.03, desvia estdndar — 8.38).
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Figura5. Distribucion de edades para 37 individuos de P. nel sonii encontrados en la poblacion de Miquihuana
(Media= 43.29 desviacion estéandar = 15.76).
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Figura 6. Distribucion de edades para 45 individuos de P. nelsonii encontrados en la poblacion de Las Antonias
(Media= 46.76, desviacion estandar = 13.87).
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Figura 7. Distribucion de edades para 30 individuos de P. nelsonii encontrados en la poblacion de Pefia Nevada
(Media=48.75, desviacién estandar = 14.86).
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Figura 8. Ditribucion de edades para 27 individuos de P. nelsonii encontrados en la poblacion de La Tapona

(Media= 37.77, desviacién estandar = 6.16).

Por otro lado, al hacer un analisis de las categorias de edad para el conjunto de las
poblaciones (N= 256 individuos), la distribucidn que presentan dichas categorias se ajusta bastante
bien a una jota invertida, donde la categoria mayormente representada es la de 29 a 39.8 afios, con una
media de 44.5 afios y una desviacion estandar de 15 afios (Figura 3). Por otro lado, a hacer este mismo
andlisis para cada una de las poblaciones por separado, se encuentra que para casi todas las poblaciones
esta misma categoria es la mayormente representada con la excepcion de Las Antonias, Pefia Nevada y

Tula, donde se encuentra un mayor niimero de individuos en la



categoria que abarca de los 36.8 a los 44.5 afios (Figuras 4, 5y 6). En ninguna de las poblaciones se
pueden observar representantes de todas las categorias de edad encontradas en el total de la muestra
(10) ( Fgura5); sendo Miquihuana y Pefia Nevada las poblaciones en las que se obsarva el mayor nimero de
categorias de edad (8 para cada una de €llas, Figuras 5y 7), mientras que la poblacion con menor
variacién en la edad de los individuos que se analizaron fue La Tapona con solo tres categorias de edad
(Figura 8).

Aungue no en todas las poblaciones se puede observar claramente la estructura de edades como
una jota invertida, en general se puede decir que en los individuos mas jovenes se encuentran
mayormente representados que los més vigjos. Por otro lado, se puede subrayar que en los histogramas de
edructura de edad, la categoria més pequeiia fue la que abarca de 29 a 38 afios, y no se poseen datos para el
estado de las poblaciones en categorias de edad menores, sin embargo, a comparar la
representacion de esta categoria entre las diferentes poblaciones se observa que hay poblaciones,
como Pefia Nevada, Antonias y Tula, donde los individuos méas jovenes no se encuentran en mayor
proporcion que los mas viejos, a pesar de no contar con datos para los individuos juveniles (de categorias

menores de 29 afios) de las diferentes poblaciones.

Variacién y estructura genética

De los diez microsatélites de cloroplasto que fueron probados, cuatro de ellos (Pt30204,
Pt36480, Pt63718 y Pt71936) fueron polimérficos para 232 individuos de P. nelsonii,
encontrandose en total 27 haplotipos distintos (Tabla 2), distribuidos en las nueve poblaciones, siendo
las Antonias la poblacién que presenta el mayor nimero de haplotipos (12 en total) y Los
Duraznillos, La Tapona y Puerto Membrillo las que menor nimero de haplotipos presentan (4
haplotipos en cada una de éstas). Las poblaciones que presentan haplotipos particulares son Pefia
Nevada (H13 y H14) Miquihuana (H10 y H11), San Lazaro (H17 y H19), Palmillas (H21, H22 y
H23) y Las Antonias (H24, H25, H26 y H27). L os haplotipos més ampliamente distribuidos son el
H1 (158 146 153 93) con una frecuencia del 48.7%, presente en todas las poblaciones; y el H4
con frecuencia de 9.9 %, siendo Miquihuana la Unica poblacién en la cual no se encuentra
dicho haplotipo. Aunque el haplotipo H8 es el segundo haplotipo mas comun (con una frecuencia
de 12.9 % del total de lamuestra), no se encuentra presente en tres de las nueve poblaciones.

En todos los loci se observé un alelo que fue el méas preponderante en todos las

poblaciones, teniendo una frecuencia mucho mayor en el total de la muestra que la que



presentan el resto de los alelos de cada locus. En el caso del locus Pt30204 el alelo méas
abundante fue el 158 pb, con frecuencias que oscilan desde 96.7 % en los Duraznillos hasta 45.0%
en Miquihuana, y con una frecuencia total de 66.4 %, mientras que € segundo alelo en abundancia
(alelo 157 pb) se encontré en el 18.1 % del total de los individuos. En el caso del locus Pt71936 la
frecuencia del alelo mas comudn (146 pb) fue de 79.7 % en total, con frecuencias desde 50 % en
Miquihuanaad 100 % en Los Duraznillos. Este locus presento un alel o privado, con un tamario de 148 pb
en Las Antonias. En el locus Pt36480 el alelo mas frecuente fue el 153 pb, y solo en San Lézaro
(91.6 %) se encuentra la menor frecuencia. Finalmente, en el locus Pt63718 el alelo mas comun es el
de 93 pb siendo monomarfico en la poblacion de La Tapona, mientras que en Miquihuana solo el 70 %

de los individuos poseen dicho alelo.

Tabla 2. Abundancia de los haplotipos de microsatélites encontrados en P. nelsonii en el total dela

muestra (N=232) de 9 poblaciones en México.

Haplotipo No.de  Frecuencia Haplotipo No. de Frecuencia
Indiv. Indiv.

H1 158 14 15393 114 0.4871 H14 15914615395 1 0.0043
H2 158 14 15395 3 0.0129 H15 15914715393 3 0.0129
H3 158 14 15392 2 0.0086 H16 15814615293 2 0.0086
H4 159 14 15393 23 0.0991 H17 15714515493 1 0.0043
H5 159 1415393 3 0.0129 H18 15714715393 3 0.0129
H6 158 14 15393 13 0.0560 H19 15814715394 1 0.0043
H7 157 1415395 2 0.0086 H20 16014615393 5 0.0216
H8 157 14 15393 30 0.1293 H21 16014615394 1 0.0043
H9 158 14 15393 12 0.0517 H22 15714615293 1 0.0043
H10 1591415395 1 0.0043 H23 15814615394 2 0.0086
H11 1571415395 1 0.0043 H24 15814515394 1 0.0043
H12 158 1415395 2 0.0086 H25 15814815393 1 0.0043

H13 1581415493 2 0.0086 H26 15714615493 1 0.0043H27
) H27 15914715394 1  0.0043

Estimados de diversidad genética
La variacion genética (He) total calculada con los distintos haplotipos fue de 0.7275 con

una varianza se 0.0283, mientras que el niumero promedio de diferencias nucleotidicas entre todos

los pares de haplotipos (n) fue de 1.0515 + 0.702 pb. Al estimar la He por



separado en cada una de las poblaciones se encontré que la poblacién que presenta mayor
diversidad genética es Miquihuana (0.8684 + 0.0640; Tabla 3). Sin embargo, la diversidad
encontrada en San Lézaro, Palmillas y Las Antonias no difiere en gran medida a este valor
(0.8587 +0.0402, 0.8247 = 0.0601 y 0.84105 + 0.0300 respectivamente). Por otro lado, las
poblaciones de San Luis Potosi presentan mucha menor variacion genética, siendo Los
Duraznillos la que menor diversidad tiene (0.1931 + 0.0951). La diversidad genética total cdculada
paracadauno delosloci vade 0.0592 + 0.0214 del locus Pt36480 a 0.5079 £0.0325 para el locus Pt30204.

Tabla 3. Diversidad genética (He) para cadauno delosloci.

Primer No. de Durazn Tapona Membr Miquih Nevad Lézaro Palmill Tula Anton He

aelos total

30204 4 0.0667 0.1660 0.4510 0.6474 0.4153 0.5543 0.6646 0.4926 0.6715 0.5079
%U.Ubl %U.UQ( iU.ll/ +0.0565+0.1003+0.0872+0.0784+0.1314+0.0319+0.0326

71936 4 000 0.1708 0.1111 0.6158 0.3201 0.5652 0.1508 0.3072 0.4570 0.3399
%U.lUZ iU.UQG +0.0077+0.1062+0.0711+0.0927+0.1316+0.0784+0.0037

36480 3 000 000 000 000 0.0714 0.1630 0.1477 0.00  0.0850 0.0592

+0.0652+0.099 +0.0888 +0.055 +0.0214
63718 4 0.1310 0.00 0.00 0.3947 0.1376 0.0833 0.1477 0.1176 0.085 0.1472
{U.UBZ +0.1006+0.0837+0.0749+0.0888+0.1012+0.055 +0.0312

Prom. 375 0.0494 0.0842 0.1405 0.4145 0.2361 0.3415 0.2777 0.2294 0.3246 0.2636
Estructura Genética

Los resultados del andlisis de AMOVA difieren dependiendo del modelo de mutacion que se
utilice y por tanto del estimado de distancia entre los distintos haplotipos encontrados. Cuando el
AMOVA se hace utilizando la varianza de las diferencias alélicas, es decir, el modelo de
mutacion de alelos infinitos, el indice de fijacién obtenido (FST) es de 0.13073, mientras que
cuando se utiliza la varianza del tamafio de los alelos, 0 modelo de mutacion paso a paso, €l indice
de fijacion que se obtiene (RSTt) es de 0.04662 (Tablas 4). Lo anterior se refleja en el porcentaje de
variacion que se espera encontrar tanto dentro como entre las poblaciones. En el caso del modelo
de alelos infinitos, se espera encontrar el 86.93 % de la variacién total dentro de las poblaciones y
sélo e 13.07 % entre ellas. Estos valores difieren considerablemente de los estimados por

mutacion paso a paso (stepwise), sin embargo, en



ambos casos d indice de fijacion es pequefio, encontrandose lamayoriade la variacion dentro de las

poblaciones.

Tabla4. Componentes de varianza molecular calculados a partir del método de distancia por lasumade
cuadrado de las diferencias de tamafio de los delos (Ry; mutacion paso a paso) para 9 poblaciones de P.

nelsonii en México.

Fuente de variacion Componente de varianza Porcentgje de variacion
Entre poblaciones (ya= 0.04891 4.66 %

Dentro de las poblaciones ab=1.0003 95.34 %

Indice defijacion (Rst) 0.04662*

* ggnificativamente diferente de cero después de 1023 permutaciones.

Distancias genéticas
En las matrices de distancia de Nei, se puede observar que los resultados obtenidos para

ambos modelos de mutacién difieren considerablemente (Tabla 5). Cuando se toman en cuenta las
diferencias netas (DA) entre poblaciones, todos los valores obtenidos utilizando el modelo de

mutacion paso a paso (Rst) son mayores que |os obtenidos con el modelo de alelos

infinitos (Fg). Cuando se utilizala Fg, €l valor mayor de DA se obtiene entre Duraznillos y
Miquihuana (0.466), siendo ésta Ultima la poblacion que presenta los valores més elevados de DA.
Por otro lado al utilizar Ry, la DA mayor se encuentra entre Palmillas y Miquihuana (0.78), sendo

Padmillaslaque presenta, por mucho, los vaores mayores paraDA.

La prueba de Mantel para correlacionar distancia geogréficay genética dio un coeficiente
de correlacion (r) de 0.38 utilizando la distancia (DA) obtenida por alelos infinitos (Fg), mientras que
cuando en la distancia obtenida por mutacién paso a paso (Rst) el coeficiente de correlacion fue
de 0.015. Ninguno de ambos coeficientes de correlacion entre distancia genética y geogréfica fue

estadisticamente significativo después de 1000 permutaciones en la prueba de Mantel.

Tabla5. Matriz del promedio corregido del nimero de diferencias nucleotidicas (DA) entre 9 poblaciones
de P. nelsonii. Bgjo la diagonal DA calculada con base en delosinfinitos. Arribadeladiagona. DA

calculada con base en mutacion paso a paso.



Duraz
Duraz.
Tapona -0.00512
Memb. 0.03133
Miquih 0.46590
Nevada 0.04974
Lézaro 0.24493
Palmil 0.13986
Tula 0.06105

Anton. 0.24354

TaponaMemb

-0.01039 -0.00264 0.25575

0.01900
0.43259
0.03618
0.21245
0.12038
0.04861
0.22126

-0.01591 0.32586
0.40342
0.26497
-0.01206 0.18649
0.08835 0.04061
0.02384 0.10156
-0.00123 0.14594
0.09713 0.02654

-0.01333 0.04444
-0.01070 0.06522
-0.01867 0.07044
0.21376 0.27550
0.04844
0.04850
0.00578 0.01251
-0.01795 0.04247
0.05668 0.01854

En grise valor mayor paraambos model os de mutacion.

Cuando se calcula en numero de migrantes entre poblaciones (M = Nm) se puede

Miquih Nevada Lazaro Pamill Tula

0.18874
0.13659

-0.03842
-0.02206
0.05769 -0.01552
0.09280

077084

0.10475 -0.06874

0.41822 0.02270
0.18771
-0.01157

0.01391 0.02856

Anton.

-0.01668
-0.00218
0.026120
0.16451
-0.00404
0.03176
0.29865
-0.04582

observar una gran cantidad de pares de poblaciones donde el intercambio de migrantes es infinito o

muy elevado. Como era de esperarse, las poblaciones con menor intercambio de migrantes (Ry)

son Miquihuanay Tapona (M = 2.72). Al hacer la correlacion entre el logaritmo del nimero

de migrantes (logM) y la distancia geogréfica el coeficiente de correlacion fue muy pobre, tanto

para Fst como para Ry (r = 0.31 y 0.084 respectivamente).
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Figuara 9. Dendrograma que muestra las relaciones genéticas entre poblaciones (Dmyu) con base a
4 SSR de cloroplasto Bootstrap basadi eb 1000 replicas (porcentajes).

Filogenia molecular
En cuanto a el fenograma realizado con los distintas poblaciones, no se encontrd ningin

patron claro entre grupos, las poblaciones méas diferentes genéticamente fueron Miquihuana y
Duraznillos: Se forma un grupo con el resto de las poblaciones quedando més ancestral la poblacion
de Nevada (Figura 10).



Andlisisy resultados de la estructuray variacion genética de P.nelsonii con base al uso detres
SSR nucleares

Todos los andlisis se realizaron con un total de 205 individuos, 23 individuos en
promedio por poblacién, 9 poblaciones y 3 microsatélites polimérficos. PtTX3025: 270 pb,
RPS34b: 135 ph: PtTX2123: 200 pb. Se encontraron 9 a€os en total, con tamafios que van de 2 a 4 pb,
(PtTX3025:246, 250, 255, 269 pb, PtTX3013: 129, PtTX2123:190, 201, 207, 210 pb. Se
obtuvieron 16 diferentes haplotipos, siendo el (h1,h3) los més predominantes, el (h3) con 125pb
aparece en mayor numero en la poblacion de Taponay el (hl) es el haplotipo mas frecuente en todas
las poblaciones, los siguientes haplotipos més abundantes son (h2) y el (hl11l) este dltimo con
200pb encontrandose més frecuentemente en la poblacion de Miquihuana. También encontramos
haplotipos unicos como (h6) en Las Antonias, (h10) en Duraznillo, (h12) en Membrillo, (h15) en Tula
y (h16) y en Pefia Nevada. La Poblacién que presentaron € mayor nimero de haplotipos fueron Las
Antonias con un total de 18 (Tabla6).

Tabla 6. Frecuencia de los haplotipos encontrados en cada una de las poblaciones de Pinus nel sonii

Haplotipo N° de individuo Frecuencia

H1 270 125200 348 1.69
H2 * 125200 10 0.048
H3 270 129200 11 0.054
H4 270 125* 9 0.044
H5 270 129* 2 0.0097
H6 255 125* 1 0.0048
H7 250 125200 3 0.0146
H8 246 125200 5 0.0244
H9 270 125210 2 0.0097
H10 270 125207 1 0.0049
H11 270 125190 10 0.0488
H12 270 129210 1 0.0048
H13 * 129 200 2 0.0097
H14 255 125200 5 0.0244
H15 269 125200 1 0.0048
H16 270 125195 1 0.0048

Paracacular ladiversdad genéticase utilizo d estimador HE, dando una variacion total
de 0.075393, siendo Las Antonias la que tuvo lamés atadiversidad (HE = 0.130021, seguido de
Tapona (He 0.116586) y Duraznillo (Hg 0.106678). Para San Lazaro la



diversidad genéticafue nulay para€el resto de las poblaciones ladiversidad se mantuvo por debgo de 0.1 (Tabla
7). Ademés de los estimadores de diversidad mencionados, se obtuvieron vaores de heterocigosis para cada
poblacién, donde encontramos que las poblaciones con mayor heterocigosis fueron las poblaciones Las
Antonias (He= 0.2306 ), Nevada (He= 0.1313) y Tapona (H= 0.1304) (ver Tabla 8).

Tabla 7. Valores de diversidad genética y tamario poblacional

Poblacién Diver. N° de N O=2unparad
Genética haplotipos modelo RST
Las Antonias 0.130021+/- 18 22 2.4418
Los Duraznillos 0.106678+/- 9 24 0.5350
Miquihuana 0.063534+/- 5 23 0.2632
Membrillo 0.084058+/- 5 23 0.2926
San Lazaro 0.000000+/- 0 20 0
Tula 0.041546+/- 2 23 0.1525
La tapona 0.116586+/- 9 23 0.6348
Palmillas 0.054106+/- 4 23 0.2125
Pefia Nevada 0.082004+/- 12 24 1.2210
Total 0.075393+/- 16 205 0.6393
0.083525
Tabla 8. Observaday esperada hetrosigosis en P. nelsonii, México
Locus PtT3025 RPS34b PtX2123 Promedi promedio
0
Heobs. Hees. He obs. He esp. He obs. Heesn. Obs. Esp.
Poblacion
Antonias  0.5556 0.50952 0.1364 0.5148 0 0 0.2306 0.3414
Durazmillo 0.2083 0.5789 0.0416 0.4814 0.0833 0.5079 0.1111 0.5227
Miaquihuana 0 0 0 0 0.2083 0.1906 0.0694 0.0635
Menbrillo 0 0 0.1304 0.5691 0.0435 0.5266 0.0579 0.3652
SanLézaro 0 0 0 0 0 0 0 0
Tula 0.1304 0.5691 0 0 0 0 0.0435 0.1897
Tapona 0 0 0.3043 0.6116 0.0869 0.5063 0.1304 0.3726
Pamillas 0.1739 0.5845 0 0 0 0 0.0579 0.1948

Nevada 0.0833 0.1604 0.0833 0.1596 0.2272 0.5803 0.1313 0.3001
promedio 0.1279 0.2669 0.0773 0.2596 0.0721 0.2568



En cuanto a los estimadores indirectos de tamafios poblacionales (9=2Nu), tienen una relacion
directa con la diversdad que se presenta en las poblaciones 1o cua se puede observar en la tabla 6, donde los
valores relativamente mas altos de asi como de diversidad genética los encontramos en Las
Antonias (0=2.442; HE= 0.130021 respectivamente). En contraste, las poblaciones con variacion

peguefia como en San Lazaro o Tula, tenemos valores de cero en ambos estimadores (ver Tabla 7).

Estructura genética y aislamiento por distancia
El andlisis jerarquico de AMOVA consistié de una estructura de 9 poblaciones. El valor de

estructura genética (RST) que se obtuvo entre las 9 poblaciones fue bajo. EI mayor

porcentaje de la variacion se encuentra dentro de las poblaciones (6 © = 97.93%) y el menor

porcentaje entre |as poblaciones (6 ? = 2.07%) (Tabla 9).
Tabla 9. Resultados de la pruebade AMOVA con d método de distancia correspondiente ala sumade las

diferencias de los cuadrados del tamafio de haplotipos Rsr, aplicado a una estructura de 9 poblaciones.

Fuente de variacion Grados de libertad Componentes de % de varianza
varianza

Entre poblaciones 8 6 .2=0.33703 2.07

Dentro de las 403 6 % 15.91239 97.93

poblaciones

Total 411 16.24942

Indices de fijacion
FST: 0.02074 P = 0.0000

Filogenia molecular
El dendrograma obtenido para el total de las poblaciones muestra a dos de las

poblaciones como las mas diferentes geneticamente (Miquihuana, LaTapona) y al resto de las poblaciones
en un grupo, siendo las poblaciones que se parecen mas geneticamente (Tula, Palmillas, San Lézaro, Los
Duraznillos, Pto Membrillo, Las Antoniasy Pefia Nevada). Estos resultados sugieren: d igua quelos

resultados con cloroplasto que |as poblaciones mas ancestrales son Miquihuanay la Tapona.



Fig 11. Arbol obtenido a partir de las distancias genéticas (D) entre poblaciones de Pinus nelsonii bajo el mode mutacion

paso a paso (RST).
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Anexoll
Resultados de la estructuray variacion genética de P. montezumae y P. pseudostrobus,

Variacion y estructura genética con base al uso de seis SSR de cloroplasto

L as AmPlificaciones o DOR de 18 microsatélites cloroplasto confirman la presencia de los fragmentosen
las especies de estudio. De 18 d SSR ensayados solo 6 fueron polimorficos. El tamafio de |os fragmentos
vario de 2 a 8 pb. Se obtuvo un total de 30 alelos (de 4 a 6 alelos por locus) y142 haplotipos . Se
presento un alelo Unico en la poblacion D6 (7195:143 pb) y en las poblaciones SU5 y GUA11 de P.
pseudostrobus. (8730:159 pb). En P. montezumae se encontrd solo un alelo Unico en las poblaciones
MI7y MI18 (1254: 64 pb). En algunas de las poblaciones mezcladas se encontraron alel os Unicos
como en las poblaciones TEM3, ENT4y SlI1 (7195:; 144 pb) y en las poblaciones AN2 y TE3 (1520:124). Los
aldos diagnostico que se presentaton en haplotipos Unicos para cada especie fueron para P. pseudostrobus el
66, 146, 163, 125, 141y 90, para P. montezumae el 145, 127, y 140. L os haplotipos mas frecuentes
fueron el haplotipos tipo: 67,147,160,126,141, 89, tanto en poblaciones puras como mezcladas. Los
hapl otipos més frecuentes para las poblaciones puras de P. montezumae fueron : 67, 147, 161, 126,
141, 89., €l 67, 147, 161, 126, 140, 89., 67, 147,161, 126, 140, 88y d 67, 146, 161, 127, 141, 89. ParaP.
pseudostrobus los haplotipos tipo: 67, 147, 160, 126, 141, 89y d tipo: 67, 147, 159, 126, 141, 89y paralas
poblacionesmezcladas el haplotipo: 67 146 163 126 141 89.

Consgderando las frecuencias de los haplotipos parad andisis, se encontrd que en todos los
pardmetros estimados |as pobl aciones més diversas genéticamente (HE) fueron TEM3 (HE = 0.5404) y
ENT4 (HE = 0.5115). Dichas poblaciones han sido identificadas como mezcladas por 1o que estén
representadas por individuos de las dos epecies en estudio. (Tablal). Para P. montezumae se obtuvieron
vaores atos en dos poblacionesM7 (HE = 0.4752) y M8 (HE 0.448) seguido de dos poblaciones de P.
pseudostrobus la poblacion S5 (HE 0.4571) y la 6D (HE = 0.4130). Los va ores més bajos se presentaron
en las poblaciones digtribuidas en Guatemal a, la poblacion G11 (Heg = 0.0779) y lapoblacén T12 (He =

0.0616) para P. pseudostrobus y P. montezumae respectivamente.



Tablal. Edtimacion delavariacion y estructuragenéticaen 13 poblaciones de P. montezumae, P. pseudostrobus

y las poblaciones mezcladas, México Guatemda (la estimacidn de la estructura genética fue basada con los
modedosdelAM y SMM).

Especie
Hibridos
Vi1
ANG2
TEM3
ENT4
SIH9
Media

N

24
24
24
24
24

P. pseudostrobus

SUH5
DAG6
GUA11

Media

24
24
24

P. montezumae

MI7
MII8
HID10
TOT12
CUE13
Media

Media general
TOTAL

N= Tamafno de muestra
A= nUmero de alelos

24
24
24
24
24

10
14
21

15
16.2

15
15
13

14.3

16
17
18
13

14.4

15
45

H= ndmero de haplotipos
HE = Diversidad genetica
n= Media de diferencias entre pares de haplotipos
FST= diferenciacion genética entre poblaciones de acuerdo al modelo de mutacidn paso a paso

(SMM) RST= diferenciacidn genética de acuerdo a modelo de mutacién de delosinfinitos (IAM)

Poblacion
H HE
11 0.2723 (0.1856)
15 0.2977 (0.1987)
19 0.5404 (0.3217)
20 0.5115 (0.3072)
15 0.3448 (0.2228)
16 0.3933 (0.2482)
17 0.4571 (0.2798)
19 0.4130 (0.2575)
14 0.0779 (0.0923)
16.6 0.3160 (0.2098)
18 0.4752 (0.2890)
17 0.4486 (0.2756)
12 0.2397 (0.1686)
9 0.0616 (0.0734)
11 0.1787 (0.1362)
13.4 0.2807 (0.2098)
66 0.33(0.21)
197 4.32(3.49)

3.0680 (0.5115)
2.0688 (1.1996)

2.7427 (1.5063)
2.4782 (1.3864)
1.4384 (0.9075)

2.8514 (1.5554)

2.6920 (1.4833)
1.4384 (0.9075)
0.3079 (0.3291)
1.0725 (0.7330)

1.97 (1.00)
25.69 (13.660)

IAM SMM

FST RST

0.273 0.449

0.146 0.166

0.270 0.258

0.23 0.291
0.700 0.873

Similarmente, parala divergencia genética entre poblaciones los va ores més atos se presentaron en
las poblaciones hibridas tanto con € modelo SMM e lAM (RST = 0.449; FST = 0.273) seguido de las

poblaciones puras de P. montezumae (RST = 0.258; FST 0.270). La menor diferenciacion entre

poblaciones se presentd en P. pseudostrobus (RST = 0.166; = FST



0.146 (ver Tabla ). El andisisjerarquico de lavarianza molecular fue relativamente ato entre
poblaciones (RST =. 4037; P < 0.000) y entre poblaciones dentro de grupos (RSC= 0.3483; P <
0.000). Mientras que ladiversidad mediaentre grupos (RCT ) fue de 0.0844 (P = 0.05). El porcentgedela
variacion total que corresponde aladiversidad entre grupos fue de 8.44 %, entre poblaciones dentro de
grupos de 31.93%, dgjando & mayor porcentg e de haplotipos dentro de las poblaciones con 59.63% (Tabla
2). Lasegtimaciones ddl flujo genético oscilaron entre 1.272 y 3.52 con unamedia de 1.45. lo cual

sugiere que existe un alto intercambio genético entre las poblaciones de amabas especies analizadas.

Tabla2. Andlisisjerarquico de lavariacion genética detectada con una pruebade AMOVA gplicadaauna
edtructura de 13 poblaciones en 3 grupos (Poblaciones hibridas (5) poblaciones puras de P. Montezumae
(5) poblaciones puras de P. pseudostrobus (3). La prueba fue basada en € modelo de mutacion paso a
paso (RST).

Fuente de Grados Sumade Componentes de % de Variacion
Variacion De libertad cuadrados Variacion

Entre grupos 2 138.755 0.34793 8.44

Entre poblaciones 10 340.489 1.31628 31.93

dentro de grupos

Dentro de 299 735.000 2.45819 59.63
Poblaciones
Total 311 1214.244  4.12240

Indices de Fijacion
FSC : 0.34873 (P= 0.000) (entre poblaciones dentro de grupos) FST :
0.40370 (P= 0.000) (entre poblaciones) FCT : 0.08440 (P=
0.05) (entre grupos)



Distancias genéticas y aislamiento por distancia
L as poblaciones mas al jadas genéticamente (Dmyu), fueron dos poblacion hibrida A2y T3.

L as poblaciones mas cercanas genéticamente fueron las poblaciones puras de P. montezumae (0.582-0.131), y
una mezcla entre las poblaciones hibridas y puras de P. pseudostrobus ( 0.876-0.357). Estos resultados
sugieren un claro patron entre las relaciones genéticas entre poblaciones puras de P. montezumae y una
claramezcla de haplotipos entre P. pseudostrobus y las poblaciones hibridas. Aunado alo anterior se hizo

un andissde

Fig 2. Regresion lineal entre las poblaciones puras de
P. montezumae

y=-0.0011x + 0.5734
0.6 R’ = 09005

M Log 10

Distancia genética (Km)

Figural. Regresion lineal obtenida para las poblaciones puras de P. montezumae con

base alastasasde digperson (M) y ladistancia geogr afica entr e par esde poblaciones
aildamiento por distanciaparaver s se presentabaagun patron geogréfico que influyeraen ladisperson de
genes entre pares de poblaciones. El andlisisindica que no existe ningunarelacion significativaentre e flujo
genético y ladistancia geograficaen € tota delas poblaciones (r = 0.126, P = 0.333). Sin embargo, a hacer €
andiss con las poblaciones purasde P. montezumae se encontrd unarelacion atamente significativa (r =
0.0005 ; P< 0.000) (ver Figural). En este caso, se presentaun patron de dispersion de genes claramente
asociado aladidribucion geogréficade laespecie. ParaP. pseudostrobus el andlisis no fue significativo.



Filogenia molecular
El dendrograma basado sobre las distancias genéticas de Nei (DA) que incluye las poblaciones

puras de cada especi e revel a dos grupos definidos conformadaos por las poblaciones de cada especie (Figura 2).
Resultado que sirvié como control de clasificacion de las especies paralos andisis posteriores. El dendrograma
obtenido parad totd de las poblaciones muestratres grupos; El primer grupo estaformado por las
poblaciones mezcladas como las poblaciones puras de P. pseudostrobus . Mientras que el segundo, esta
representado por las poblaciones puras de P. montezumaey el tercer grupo que es el més alejado
genéticamente incluye a dos poblaciones hibridas (A2 y T3) (Figura 3). Estos resultados sugieren: por
un lado, que las poblaciones hibridas son filogenéticamente mas rel acionadas a las poblaciones puras
de P. pseudstrobus que con las poblaciones de P. montezumae, y por €l otro lado, que laintrogresion
es unidireccional, con introgresion de material citoplasmético de P. Montezumae hacia las poblaciones
hibridas y de P. pseudostrobus.
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Figura 2. Dendrograma que muestra las relaciones genéticas entre poblaciones

rd - 43
puras de P. montezumae y P. pseudostrobus México
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Figura 3. Dendrograma que muestra las relaciones genéticas entre poblaciones (Da) con base a 6 SSR
de cloroplasto. Bootstrap basado en 1000 replicas (porcentajes).



Variacion y estructura genética con base al uso de tres SSR nucleares
Se ensayaron 15 microsatélites nucleares de los cuales 4 fueron monomérficos, 6 no

amplificaron paratodos los individuos, 3 no amplificaron y solo 3 fueron polimorficosy repetibles. El
tamafio de los fragmentos vario de 2 a 10 pb. Se obtuvo un total de 22 alelos (de 4 a 8 alelos por locus)
y 49 haplotipos . Se presento un alelo Unico en la poblacion S de P. pseudostrobus (3013:125 pb,
3025:274) y en las poblaciones S9y T3, poblaciones hibridas (3013:126, 2123:192). (3013:138). En P.
montezumae no se encontraron alelos Unicos (ver Tabla 3). Los haplotipos mas frecuentes fueron el
tipo: 270,135,200, tanto en poblaciones puras como hibridas. El haplotipo més frecuente paralas
poblaciones puras de P. montezumae fue el tipo: 270,135, 198. Para P. pseudostrobus el haplotipo:
270, 136, 200 y para las paoblaciones mezcladas €l haplotipo: 67270, 135, 206 y €l 270, 135 208.

Tabla 3. FreguenciasaldicasparaP. montezumae, P. pseuodostrobusy sus

hibridos en M éxico y Guatemala.

Haplotype PITX3025 PtTX3013 PtTX2123 Frequency

H1 270 135 200 364
H10 270 135 198 32
H9 270 135 206 25
H4 270 130 200 21
H15 270 135 * 16
H12 268 135 200 15
H7 270 137 200 14
H6 272 135 200 13
H23 270 135 194 10
H18 270 135 190 9
H13 278 135 200 8
H30 270 135 208 8
H11 270 135 204 7
H40 270 136 200 7
H3 270 135 196 6
H32 270 135 192 6
HS5 270 * 200 4
H31 264 135 200 4
H42 270 138 200 4
H17 269 135 198 3
H25 * 135 200 3
H33 270 126 200 3
H8 274 130 200 2
H21 272 135 198 2
H22 278 135 198 2
H27 269 135 200 2
H35 269 135 194 2



Considerando las frecuencias de los haplotipos parad andis's, se encontrd que en todos los
parédmetros estimados | as poblaciones mas diversas genéticamente (HE) fueron dos poblaciones puras de
P. montezumae M7( HE= 0.289), M8 (HE = 0.280) y una poblacién Hibrida S) (Hg = 0.309) (Tabla
1-4). Los valores mas bgjos se presentaron en |as poblaciones distribuidas en Guatemala, la poblacion
G11 (HE = 0.084) y la pablacion T12 (HE = 0.107) para P. pseudostrobus y P. montezumae
respectivamente. Ademas de los estimadores de diversidad mencionados, se obtuvieron valores de
heterocigosis para cada poblacién, donde encontramos que | as poblaciones con mayor heterocigosis fueron
las poblacionesM7 (He= 0.401 ), M8 (He= 0.318) de P. montezumaey la E4 (H= 0.400) compuesta
por individuos hibridos (Tabla5).

Tabla 4. Estimacion de la diversidad genética de 13 poblaciones de P. montezumae,
P. pseudogtrobusy sushibridos en M éxico and Guatemala. L a desviasion estandar se muestraen
paréntesis.

Population ~ Haplotype Div. #Haplotypes  # Pairwise Difference
0.694 (0.056) Ave Gene  0.749 (0.563)
0.746 (0.059) 0.249 (0.208)y; 0.868 (0.622)
0.694 (0.071) 0.289 (0.230)ys 0.840 (0.608)
0.619 (0.066) 0.280 (0.225)c;3 0.652 (0.513)
0.524 (0.087) 0.217 (0.190)7y; 0.215 (0.263)
0.587 (0.076) 0.107 (0.146)a, 0.736 (0.557)
0.681 (0.067) 0.246 (0.206)7; 0.733 (0.555)
0.705 (0.065) 0.244 (0.205)s 0.927 (0.651)
0.826 (0.037) 0.309 (0.241)g, 0.425 (0.393)
0.161 (0.070) 0.213(0.218)y; 0.164 (0.227)
0.830 (0.044) 0.055 (0.084)ss  1.048 (0.709)
0.457 (0.093) 0.349 (0.262)ps 0.527 (0.448)
0.207 (0.079) 0.176 (0.166)c> 0.253 (0.289)
0.642 (0.023) v.usa 10l 0,736 (0.548) 0.245 (0.202)
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Tabla 5. Observaday esper ada hetrosigosis en P. montezumae, P. pseudostrobusy sushibridos,
M éxico Guatemala.

PtTX3025 PtTX3013 PtTX2123 PROMEDIO
Observed  Expected  Observed  Expected Observed Expected  Ovserved

H10 0.291 0.299 0.348* 0.513 0.042 0.082 0.227

M7 0.291 0.303 0.125 0.159 0.609 0.523 0.401

M8 0.333* 0.402 0.304* 0.506 0.318

C13 0.042 0.082 0.042 0.082 0.417** 0.569 0.17

T11 0.150* 0.345 0.227 0.255 0.188

A2 0250 0.268 0.125 0.160 0.458 0.385 0.277

T3 0.083 0.122 0.042 0.082 0.583 0.613 0.236

SO  0.125** 0.268 0.250 0.267 0.250** 0.502 0.208



E4 010 0165 0348 0300 0.706 0622 0400

V1l 008 0121 0083 0122 0083
S5 033 0329 0565 0670 0167 0198 034
D6 0173 0208 0087 0168 0273 0293 0177
Gl2 0130 0167 0130 0127 0.0866

Parala estructura genética entre poblaciones |os va ores més dltos se presentaron en | as poblaciones
de P. montezumae (RST = 0.122) seguido de las poblaciones hibridas (RST = 0.082). Lamenor
diferenciacion entre poblaciones se presentd en P. pseudostrobus (RST = 0.022). El andisisjerarquico dela
varianza molecular fue bajo entre poblaciones (RST = 0.06; P < 0.000) y entre poblaciones dentro de
grupos (RSC = 0.06; P < 0.000). Mientras que la diversidad media entre grupos (RCT) fue de 0.004
(P = 0.05). El porcentaje de la variacion totd que corresponde aladiversdad entre grupos fue de .04 %,
entre poblaciones dentro de grupos de 5.83%, dejando & mayor porcentgje de haplotipos dentro delas
poblacionescon 93.67% (Tabla 6).

Tabla 6. Andlisis jerarquico de la variacion genética detectada con una prueba de AMOVA
aplicada a una estructura de 13 poblaciones en 3 grupos (Poblaciones hibridas (5) poblaciones puras de P.
Montezumae (5) poblaciones puras de P. pseudostrobus (3). La prueba fue basada en e modelo de
mutacion paso a paso (RST).

Fuente de variacion Grados de libertad Componentes de % de variacién
varianza

Entre grupos 2 ~%=0.4649 0.46

Entre poblaciones 10 ~b2=_0.59356 5.87

dentro de grupos

Dentro de poblaciones 148 ac2=9.4747 93.67

Total 153 6°=10.1147

Indices de fijacion

Fs=- 0.05895

Fst = 0.06328

F. = 0.00460

Valores de significancia
~c?y Ft (P = 0.00000)
~b? y £ (P = 0.00000)

~8% V e (P= 0.34018 + 0.01353)



Distancias genéticas y aislamiento por distancia con SSRnuclear
L as poblaciones mas algjadas genéticamente (Dmyu), fueron dos poblacién hibridaV1y E4

(0.250-0.168). Sin embargo, las poblaciones mas cercanas genéticamente fueron las poblaciones puras de P.
montezumae (0.005), y unamezclaentre |las poblaciones hibridas y puras de las dos especies. Estos
resultados sugieren que tanto poblaciones hibridas como puras presentan distancias genéticas muy
similares por lo que no se observan diferencias significativas entre las distancias genéticas de las diferentes
poblaciones. Aunado alo anterior se hizo un andisis de aidamiento por distancia paraver S se presentaba
agun patron geografico que influyeraen la dispersion de genes entre pares de poblaciones. El andlisisindica
que no existe ningunarelacion significativaentre e flujo genético y ladistancia geogréficaen € totd delas
poblaciones (r = 0.128, P=0.333).

Filogenia molecular

El dendrograma obtenido parad tota de las poblaciones muestra dos grupos, El primer grupo esta
formado por poblaciones mezcladas, de P. pseudostrobus y una de P. montezumae. Mientras que
segundo, esta representado por |as poblaciones puras de P. montezumae y dos poblaciones hibridas (S9 y
E4) (Figura4). Estos resultados sugieren: a iguad que los resultados con cloroplasto que las poblaciones
hibridas son fil ogenéticamente mas relacionadas a |l as poblaciones puras de P. pseudstrobus que con
las poblaciones de P. montezumae, y por €l otro lado, que laintrogresion es unidireccional, con
introgresion de material citoplasmético en mayor grado de P. montezumae hacia las poblaciones

hibridas y en menor grado de P. pseudostrobus hacia las poblaciones de P. montezumae .
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Figura 4. Dendrograma que muestra las relaciones genéticas entre poblaciones (Da) con base a 3 SSR
nucleares. Bootstrap basado en 1000 replicas (porcentajes).
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Anexo |1
Resultados de la estructuray variacion genética de P. rzedowskii con base atres SSR de

cloroplasto
De 11 clISSR ensayados solo 3 fueron polimorficos. El tamafio de los fragmentos variode2 a4

pb. Seobtuvo un totd de 7 ddos (de 2 a3 ddos por locus) y7 haplotipos. La mayoria de los aelos fueron
detectados en todas las poblaciones en mayor o menor grado. La poblacién F2 presentd un alelo tnico
(1520:126 pb). Las poblaciones CH4 y V 1comparten un alelo (8730:152 pb) (ver Tabla1). Los
hapl otipos mas frecuentes fueron el haplotipos tipo: 148, 151, 125y d tipo 149, 151, 125 (Tablal).

Tabla 1. Frecuencias aéicas para 4 poblaciones de P. rzedowskii,

Michoacan M éxico.

Haplotype Pt7195 P3025 Pt1520 Frequency
H1 148 151 125 1
H6 149 171 125 3
H2 148 151 126 2
H3 148 152 125 2
H4 147 152 125 2
H5 147 151 125 1
H7 147 151 126 1

Considerando las frecuencias de los haplotipos parad andis's, se encontrd que en todoslos
parametros estimados | as poblaciones més diversas genéticamente (HE) fueron F2 (He = 0.216577) y
CH4 (HE =0.130159). Los vdores més bajos se presentaron en lapoblacion A3 (HE = 0.06666) (ver
Tabla2).

Parala estructura genética entre poblaciones se obtuvo un valor bgjo (RST = 0.054). Resultado
que sugiero homogenizacion genética entre las poblaciones.. El andlisis jerérquico de lavarianza
molecular indicaque € porcentgje de variacion entre poblaciones fue bgjo de 5.45 %. Mientras que el
porcentgje de la diversidad media dentro de las poblaciones (RCT ) fue de 94.55% (Tabla 3).



Tabla 2. Estimacion delavariacion y estructura genética en 4 poblaciones deP. rzedowskii, Michoacan
M éxico (la estimacion de la estructur a genética fue basada con @ modelo de mutaciones paso a paso

(SMM).
Poblacién SMM
P.rzedowskii N
ZeaowsKil| A H HE Tt RST
V1 18 5 3 0.106754 (0.126934) 0.320261 (0.340526)
F2 23 6 5 0.255999 (0.216577) 0.766798 (0.216577)
A3 10 4 2 0.066666 (0.101457) 0.200000 (0.269133)
CH4 15 6 3 0.130159 (0.144514) 0.390476 (0.386670)
Media 16.5 5.25 4.33 0.13989 (0.14737) 0.30322 (0.30322) 0.054
TOTAL 66 21 13 0.5595 (0.58948) 1.21290 (1. 21291)

N= Tamarfio de muestra
A= nlmero de alelos
H= namero de haplotipos
He= Diversidad genética
n= Media de diferencias entre pares de haplotipos

RST= diferendadon genéticade acuerdo d modd o demutadion deddasinfinitas(SMM)

Tabla 3. Andlissjerarquico delavariacion genética detectada con una prueba de AMOVA aplicada
a 4 poblaciones naturales deP. rzedowskii. La prueba fue basada en € modelo de mutacion paso a

paso (RST).

Fuente de variacion Grados de libertad Componentes de
varianza

Entre poblaciones 3 ~®=_.0.0146

Dentro de poblaciones 62 ~"2=0.25440

Total 153 6 °= 0.26907

Indices de fijacion
F«= 0.05451 (0.0000)

Distancias genéticas y aislamiento por distancia

% de variacion

5.45
94.55



L as poblaciones més algjadas genéticamente (Da), fueron dos poblacion F2 y A3 (0.1142). Las
poblaciones mas cercanas genéticamente fueron laV1y CH4y laA3, CH4 (0.04958 y 0.04167
respectivamente). Aunado alo anterior se hizo un andisis de aidamiento por distanciaparaver S se
presentaba al guin patron geogréfico que influyera en la dispersion de genes entre pares de poblaciones. El

andigsindicaque no existe ningunarelacion significativa entre € flujo genético y la distancia geogréfica

Filogenia molecular

El dendrograma obtenido paralas 4 poblaciones agrupa alas poblaciones V1y F2 como las
més diferentes genéticamente y alas poblaciones A3 y CH4 como las mas parecidas genéticamente. EStos
resultados sugieren que las poblaciones A3 y CH4 son mas novedosas fil ogenéticamente que las poblaciones

1V y 2F las cuales son poblaciones més ancestrales (Figura 1).

CH

Figura 1. Dendrograma que muestra las relaciones genéticas entre 4 poblaciones de
P. rzedowskii con base a 3 SSR de cloroplasto.



Anexo |V

Resultados de la estructuray variacion genética de P. maximartinezii con base atres SSR

nucleares.

De 15 SSRn ensayados solo 3 fueron polimérficos. El tamafio de los fragmentos vario de 2 a4
pb. Paratodos los individuos analizados (embriones, juveniles y adultos), se obtuvo un total de 13
alelos (de 2 a6 aelos por locus) y 14 haplotipos. La mayoria de los alelos fueron detectados en todas
las pablaciones en mayor o menor grado. El grupo de Adultos present6 un alelo Unico del microsatélite
PtTX 3013 (140 pb) y un alelo unico del microsatélite PtTX3025 (120 pb). Lalos gripos de Juvenilesy
Embriones no presentaron alelos Unicos (ver Tabla 1).
Tabla 1. Frecuencias alélicas para P. maximartinezii, Zacatecas,

México.
Frecuencias

Locus Alelo Adultos Juveniles Embriones

PtTX3013 115 0 0 0.014
119 0 0 0.014
121 0 0.12 0.049
125 0.053 0 0.253
130 0.105 0 0.028
134 0.829 0.988 0.641
140 0.013 0 0

PtTX2123 165 0.962 0.940 10
168 0.025 0.048 0
170 0.012 0 0

PtTX3025 120 0.012 0 0
123 0.287 0.051 0.384
125 0.700 0.949 0.616

Considerando las frecuencias de los alel os para €l andlisis, se encontr6 que en todos los
parametros estimados el grupo mas diversa genéticamente (Ho) es el de Adultos (Ho = 0.322), valor
que tiene diferencia altamente significativas, con relacion alos embriones (Ho = 0.16) y juveniles (Ho
= 0.05) (ver Tabla 2). En contraste, la heterocigosis esperada es mayor en Embriones (He= 0.1750),
que en Juveniles (He= 0.1750), y Adultos (He= 0.1750). (Ver Tabla 2). Esto aunado al andlisis de
equilibrio Hardy- Weinberg, donde se encontrd que los embriones se desvian significativamente en los
tresloci por un exceso de homocigotos. Solo un locus se desvia significativamente en los tres grupos
estudiados (PtTX2123).

L as tasas de entrecruzamiento multilocus para todos |os embriones muestra que P.
maximartinezii presenta entrecruzamiento predominante aungue la desviacion estandar indica



gue hay ciertavariacion en latasa de entrecruzamiento entre familias (Tabla 3). Estos resultados indican que
laendogamia dada por gpareamiento entre parientes es bgjay no es significativamente diferente de 0 (P =
>0.05). Sin embargo, rp nos muestra gue la mayoria de los miembros de una misma familiason hermanos

completos, y puede sugerir que € nimero de arboles fuente de polen es reducido.

Table 2. Observaday esperada hetrosigosis en P. maximartinezii, México.

PtTX3025 PtTX3013 PtTX2123 Promedio

Observada Esperada Observada Esperada Observada Esperada Observada Esperada
Embriones 0.134 0.476 0.352 0.525 0 0 0.160 0.334
Juveniles 0.102 0.098 0.024 0.024 0.024 0.114  0.050 0.079
Adultos 0.6 0.43 0.342 0.303 0.025 0.074  0.322 0.269

Tabla 3. Edimados de tasas de entrecruzamiento
multilocus, para un solo locus y de apareamiento

correlacionados(s.d)

tm 0.964 (0.489)
ts 0.874 (0.329)
tm-ts 0.09 (0.167)
rt 0.09 (0.866)
rp 0.950 (0.279)

tm = tasa de entrecruzamiento

ts = tasa de entrecruzamiento por locus

tm-ts = indicador de apareamiento entre parientes

rp = probabilidad de que dos hermanos sean hermanos completos

rt = correl aci{ on de entrecruzamiento entre dos miembros de unafamilia
Parala estructura genética entre poblaciones se obtuvo un valor bgjo (RST = 0.031). Resultado
gue sugiere dto flujo genético entre las poblaciones. El andisis jerérquico de lavarianzamolecular indica
gue € porcentaje de variacion entre poblaciones fue bgjo de 3.15 %. Mientras que @ porcentgie dela
diversdad media entre individuos dentro de las poblaciones (RCS) fue de 18.75%y de 78.07% parala
diversdad promedio dentro deindividuos (RCT) (Tabla 4).



Tabla 4. Andlisis jerarquico de la variacion genética detectada con una prueba de AMOVA
aplicada a 2 subpaoblaciones (juveniles y adultos) naturales de P. maximartinezii. La prueba fue
basada en el modelo de mutacion paso a paso (RST).

Fuente de variacion Grados de libertad Componentes de % de variacion
varianza

Entre poblaciones 1 ~%=.0.15790 3.15

Entreindividuosdentro 80 ~"2=0.94022 18.78

De poblaciones

Dentro deindividuos 82 ~Cc2=3.90854 78.07

Tota 173 5.0066

Indices de fijacion

Fst = 003154 (0.0000)
Fis= 0.19391 (0.00098)
Fit= 0.21933 (0.00098)

Enauantod andisscon micosaditesdedargdado, noseencontrovaiaddngenética: de 7 SSR dedaroplagio
asyadossloenunloasseddetounddodfaated resto de los individuos analizados (N=89) (Pt7195: 147).
Resultado que podria sugerir muy bgavaiadongendicay queparalaespedesehapressiado uncudlodebatdla

redente




AnexoV
Andlisisy resultados de la estructuray variaciéon genética de P. pinceana con base al uso de

cuatro SSR de cloroplasto

Los andlisis de variacién genética, estructura genéticay demografia histérica se realizaron con un
total de 154 individuos, 25.7 individuos en promedio por poblacién, 6 poblaciones (Tablal),y 4
microsatélites de cloroplasto polimérficos. En total, se probaron 11 primers. Los cebadores
utilizados fueron: Pt30204, Pt71936, Pt63718 y Pt110048 (Vendramin et al. 1996). Todoslos andisis
se redizaron a partir de los diferentes haplotipos compuestos por los alelos en los cuatro diferentes loci
mencionados.

Tabla 1. Poblaciones analizadas de Pinus pinceana en México.

Poblacion Estado Latitud L ongitud Altitud  #ind. Ho Ho
este (Molina- (Ledig
estudio Freaner etet

a.2001) al. en

Sierrade Coahuila 25°21.425' N 102°10.819 W1737m 31 0.137 a
0.156
Cuauhtémoc  Coahuila 25°16.35 N 100°57.77 W2250m 32 0.027a 0.135a
0.198 0.172
Huizache San  Luis 22°53.92’ N 100°29.20' W 1480m 30 0.196
Potosi
Guadalcdzar San  Luis 22°40.000 N 100°30.00' W3000m 20 0.193 0.143
Potosi
San Joaguin  Querétaro 20°55.00' N 99°38.00' W2080m 15 0.328 0.103
Tolantongo Hidalgo 20°38.108'N 98°59.11' W1800m 26
Todas 0.216 0.144

Variacion y estructura genética
Los alelos encontrados para cada locus, se distinguieron por su peso molecular como funcién

del nimero de pares de bases. Los diferentes loci presentaron diferente nimero y tamafo de
alelos. Como expresion de la variacion genética se reportan a continuacion las frecuencias
alélicas (Tabla 2) para cada locus en cada poblacion. Los alelos de cada microsatélite presentan
una frecuencia diferente en cada poblacion, incluso existen alelos privados para algunas poblaciones,
esto es, alelos que solo se encuentran en una poblacion. Por eemplo los alelos 157 del
microsatélite Pt30204 y 95 del microsatélite Pt110048 solo estan presentes en la poblacion de
Cuauhtémoc y el alelo 93 del microsatélite Pt110048 solo esta en lapoblacion de Serrade Parras (Tabla
2). Seencontramos 2 hapl otipos predominantes



(1y 5), los cuales a su vez son los que aparecen en un mayor nimero de poblaciones (3). En el caso
del haplotipo 1, las poblaciones que 1o presentan son las que se encuentran mas hacia el norte del
pais (Sierra de Parras y Cuauhtémoc) junto con una de las poblaciones centrales (Huizache);
mientras que el otro haplotipo méas frecuente se encuentra en las poblaciones mas surefias (San
Joaquin y Tolantongo), asi como en la misma poblacion central que comparte el haplotipo 1
(Huizache). Ademas en cualquiera de los dos casos, el haplotipo en cuestidn es el més frecuente en cada

poblacion o incluso e tnico (Tolantongo).

Tabla 2. Frecuencias aélicas encontradas para cada locus de cpSSR en las poblaciones de Pinus pinceana
en México (SP=Sierra de Parras, C=Cuauhtémoc; H=Huizache; HG=Guada cazar; SJ=San Joaquin;
T=Tolantongo).

Microsatélites

Pt 30204 Pt 71936 Pt 63718 Pt 110048

Aldos 157 156 154 151 150 152 148 147 95 93 95 93 92 91 #ind

Pob.
SP 026 0.74 ----- === —==m s oo 1.00 1.00 - - 0.07 003 090 31
C 031 066 0.03 ----- ----= === -—-—-- 1.00 097 0.03 003 --- - 097 32
H 027 067 ----- ----- 0.07 007 0.170.77 003 097  --—-- - 003 097 30
HG 03 065 ----- 0.05 ----- ----- 03 07 ---- 100 - - 005 095 20
S] e e 007093 1.00 ----- ----- - 1.00 - - 100 ----- 15
T cmm e e e 1.00 1.00 ----- === - 100 - - 100 ----- 26
Total 154

Ademés de los datos anteriores contamos con el estimador HE (Tabla 3) utilizado para
determinar la diversidad genética, el cual muestra que, en el caso del andlisis con todos los laci, la
variacion total es alta (0.8237 +0.0140), a pesar de que en algunas poblaciones (San Joaguin y
Tolantongo) es practicamente nula (0.1333 y 0.0000). Por otro lado, la diversidad por locus, en el
caso de Pt30204 es muy similar a la de todos juntos, pues se mantiene el mismo patron anterior
en donde las poblaciones con menor diversidad son San Joaquin y Tolantongo (0.1333 y 0.0000), lo
mismo sucede para Pt110048 (0.0000 y 0.0000). En el caso de Pt63718 y Pt71936, la diversidad total
se explica solo gracias a 2 poblaciones, en el caso de Pt71936 sdlo hay diversidad en Huizache y
Guadalcazar (0.3931y 0.4789) y en el caso de Pt63718 la diversidad se concentra en Cuauhtémoc y
Huizache (0.0625 y 0.0667).



La diversidad genética total considerando todos los loci 0 uno por uno, no llega a
variaciones de un orden de magnitud como en € caso deladiversdad por poblaciones, que va de 0.4435 parad
locus Pt110048 a0.8237 paratodoslosloci (Tabla3).

En el caso del estimador de variacion n, los valores de diversidad mantienen més o
menos el mismo patron que se registra con HE, (Tabla 3). La diversidad de haplotipos también
coincide con los valores de H, pues los valores altos de diversidad por ejemplo en Huizache
(0.6966) se encuentran junto con los valores més altos de diversidad de haplotipos (7), en € caso de
Tolantongo, con diversdad de 0.00, sblo se encuentra 1 haplotipo (Tabla 3). Los estimados indirectos de
tamafios poblaciondes (N = 2Nu), tienen una relacién directa con la diversdad que se presenta en las
poblaciones, lo cua es de esperarse, pues los cdculos de 0 se hacen a partir de la homocigosis esperada,
asi es que las poblaciones mas diversas tiene tamafios poblacionales relativamente grandes
(Guadalcédzar con H=0.7579, y 0=8.03), lo contrario sucede con las poblaciones con variacion
relativamente pequefia (Tabla 3). En genera las poblaciones que mantienen los valores de

diversidad més altos son Huizache y Guadalcazar.

Estructura genética
Laestructuragenéticaque se analizdé con d AMOVA, tanto con € método que serefiere a Fy
como el que se refiere aR; (Tablas4 y 5), consistié en una estructura de tres grupos con dos poblaciones
cada uno, los cuaes se determinaron apartir de la distribucion geogréfica de las poblaciones. Usando este
criterio, laestructurafue lasiguiente: grupo 1 (a norte), con las poblaciones Cuauhtémoc y Sierrade Parras,
grupo 2 (a centro), con las poblaciones Huizache y Guada cazar; y grupo 3 (a sur), con las poblaciones San
Joaquiny Tolantongo.



p

Tabla 3. Valores de diversidad genéticay tamafio poblacional estimado paralas poblaciones de
Pinusinceana en México.

~=2Nu
Diversidad genética (H ; n) No.de (etimedodd
Haplo- N tamaiodela
Poblacioén (e vdor supaior corespondeaH y d inferior a~) tipos poblacion)
Todos Pt30204 Pt71936 Pt63718 Pt110048 losloci
Sierra de 0.5677 0.3957 0 0 0.2409 4 312.175986
Parras (+0.0783) (+0.0781) (+0.0975)
0.63656 0.3957 0 0 0.2409
(+0.5108) (+0.3791) (+0.2834)
Cuauhtémoc 0.5343 0.5343 0 0.0625 0.0625 3 32 1.805204
(+0.0447) (+0.0447) (+0.0577) (+0.577)
05968 05343 O 0.0625 0.0625
(+0.489) (+0.456) (+0.1367) (+0.1367)
Huizache 0.6966 04966 03931 0.0667  0.0667 7 30 4.930011
(+0.0694) (+0.799) (+0.0985) (+0.0613) (+0.0613)
1.023 04966 03931 0.0667  0.0667
(+0.7041) (+0.4363) (+0.378) (+0.1416) (+0.1416)
Guadalcazar 0.7579 0.5105 0.4789 0 0.1 5 20 8.030247
(+0.0495) (+0.0907) (+0.0720) (+0.088)
1.0895 05105 04789 O 0.1
(+0.7464) (+0.45)  (+0.4324) (+0.1775)
San Joaquin 0.1333 0.1333 0 0 0 2 15 0.165680
(+0.1123) (+0.1123)
01333 01333 O 0 0
(+0.2099) (+0.2099)
Tolantongo O 0 0 0 0 1 260
0 0 0 0 0
Total 0.8237 0.6471 05060 0.4866  0.4435 14 154 15.58649
(+0.0140) (+0.0204) (+0.0327) (+0.0151) (+0.0317)
2.083185 0.64059 0.50598 0.4866 0.4435 (+1.1712)

(+0.5053) (+0.4319) (+0.4215) +0.398)



Con los resultados obtenidos con el AMOVA a partir de Ry (Tabla 12) ese obtuvo un
porcentaje alto de la variacion entre grupos (93.30%) y el valor de Fct (diferenciacion entre grupos)
resulté de 0.93295. El indice de fijacion entre poblaciones dentro de cada grupo tuvo un valor de —
0.03186 sy Y €l porcentaje de la variacion total que corresponde a las poblaciones dentro de
los grupos es de -0.21%. El porcentaje de la variacion total que corresponde a la diversidad
dentro de las poblaciones es de 6.92%. Por Ultimo el valor de diferenciacion entre todas las
poblaciones (F¢) expresado en términos de Ry es de 0.93082. Todos los estimados son significativos

en un 90% o més (Tabla 4). En este caso la estructura propuesta también se acepta.

Tabla 4. Resultados de la prueba de AMOVA con e méodo de distancia correspondiente ala suma de
las diferencias cuadradas del tamafio de haplotipos = Ry, aplicada a una estructura de 6
oblaciones en 3 ru os (de 2 oblaciones cada uno) de Pinusinceana en México.

Fuente de variacion  Grados de libertad % de variacion
Componentes de
varianza
Entre grupos o <£=19.73132 93.30
2
G o~ =-0.04517 -0.21
Entre poblaciones dentro3
de grupos
Dentro de poblaciones 148 G .2=-1.46318 6.92
Total G o =-21.14933
153
Indices de fijacion
Fs=-0.03186
F¢=0.9382
Fe= 0.93295

Valores de significancia
~y k¢ (P = 0.00000)
~y £ (P = 0.00000)

~& V e (P= 0.05376 + 0.00726)
Los valores de diferenciacion genética por pares de poblaciones a partir de Ry se

presentan en la Tabla 5. los valores més altos (0.99225) se encuentran entre las poblaciones mas
alejadas geogréaficamente (Sierra de Parras y Tolantongo). La misma correspondencia encontramos
entre las poblaciones més cercanas geograficamente (Huizache y Guadalcézar) con vaores de

diferenciacion de—0.03411 (no significativamente diferente de 0).



Tabla 5. Valores de diferenciacion genética entre poblaciones de Pinus pinceana en México obtenidos
apartir de la sumade las diferencias cuadradas en el tamario de los haplotipos entre poblaciones (R)
* = valores significativamente diferentes de cero (P<0.01)

Poblacion Sierrade  Cuauhtémoc Huizache  Guadalcazar San Tolantongo
Parras Joaquin

Sierrade 0

Parras

Cuauhtémoc  -0.02196 O

Huizache 0.44623*  0.41007 * 0

Guadalcazar 0.66230*  0.58268 * -0.03411 0

San Joaguin  0.98960*  0.97882* 0.89828*  0.96253 * 0

Tolantongo  0.99225*  0.98358 * 0.91906* 0.97271* 0.03873 0

Flujo genético

Los valores mayores de M se encuentren entre las poblaciones més cercanas geograficamente
(Huizache y Guadalcézar), siendo tanto MF como MR determinados como de un valor infinito; asi
también las poblaciones més Igjanas geograficamente (Sierra de Parras y Tolantongo) son las que
presentan € menor flujo entre ellas (MF = 0.04802 y MR = 0.00390. MF no es el valor menor pero no

es significativamente diferente del menor).

Distancias genética y geograficass

Nuevamente las poblaciones mas lejanas geograficamente son las més lgjanas genéticamente
(Sierra de Parras y Tolantongo), con valores de 3.61720 para el modelo de alelos infinitos y de 68.7979
para e modelo de mutacion paso a paso (los valores no son estrictamente los mayores pero no
significativamente diferentes de los mayores que son entre Cuauhtémoc y Tolantongo 3.63911 y
69.72984 para Fst y Rst respectivamente); de este mismo modo la relacion entre distancia genética y
geogréafica se mantiene en las poblaciones mas cercanas geogréficamente (Huizache y Guadalcézar), en
donde la distancia genética es cero en ambos modelos. Las distancias geogréficas calculadas por pares
de poblaciones se muestran en la Tabla 7. Segin estos célculos las poblaciones més cercanas
geograficamente son Huizache y Guadal cézar, separadas por solo 25.76 km y las mas lgjanas son Sierra

de Parrasy Tolantongo, separadas por 613.33 km.



Tabla 7. Distancias geogréficas en Km. Entre las poblaciones de Pinus pinceana en México.

Poblacion

Sierrade
Parras
Cuauhtémoc
Huizache
Guadal zacar
San Joaquin
Tolantongo

Sierrade

Parras

0

122.10 0
320.90 267.47
342.37 292.61
554.31 500.92
613.33 550.89

Cuauhtémoc

Huizache

0
25.76
235.74
292.45

Guadalcazar  San Tolantongo
Joaquin

0

212.51 0

271.44 71.93 0

La correlacion entre el nimero de migrantes a partir de Ry (MR) y la distancia geogréfica presentd

unarelacion inversamente proporciond con un coeficiente de correlacion de r = 0.8304 ( P<0.01). Se aplico

la prueba de Mantel para verificar la correlacién entre la distancia, el coeficiente de correlacion fue

de 0.638010 (P<0.05) . Lo que permite suponer que la estructura

genética de Pinus pinceana se gjusta a un modelo de aislamiento por

distancia entre poblaciones.

Log 10 (MF)

0.5

05 °

1.5 4

r = 0.8316

of o
1.5 1

800

Distancia geografica (km)

Figura 1. Correlacion entre e nimero de migrantes entre poblaciones calculado a partir de Ry (Mg) y la
distancia geogréfica entre poblaciones de Pinus pinceana en México.



Filogenias moleculares
Lafigura2 muestra un fenograma que representan |as distancias genéticas entre poblaciones bgjo €

modo de mutacion paso a paso, congtruidos con base alos criterios de Neighbor-Joining. En esta
representacion se observan mas 0 menos agrupados |os haploti pos segun lapoblacion alaque
pertenecen y latopologiano cambias se pone un grupo hermano con |os haplotipos 6, 8, 9 0 4 (presentes en
Huizache).



» Guadalcazar
|- Tolantongo

» Huizache L San Joaguin

[ Cuauhtémoc
Sierra de Parras

Fig. 2. Arbol de Neighbor-Joining obtenido a partir de las distancias genéticas (D,) entre
poblaciones de Pinus pinceana en México bajo el modelo de mutacién paso a paso (Ry,).



Anexo VI
Andlisisy resultados de criterios biol bgicos de conser vacién

L os resultados sobre | os diferentes indices de conservacion se muestranenlaTablal, y se

describen a continuacion:

Criterio filogenético- Con d conjunto de poblaciones para cada especie se obtuvieron | as siguientes
agrupaciones poblacionales (AP); tres AP, paralas poblaciones hibridas A2, V1, dos poblaciones de P.
montezumae H10, T11, y de una poblacion de P. pseudostrobus G12. 2 AP, para dos poblaciones
hibridas S9, E4, y tres pablaciones de P. montezumae M7, M8, C13. 4 AP paralas poblaciones T3 (hibrida), y
dosdeP. pseudostrobus S5 y D6., con un total de 37 agrupaciones poblacionales; en P. nelsonii dos
AP para las poblaciones de Miquihuanay Tapona, tres para Tulay Palmillas, cuatro para S. Lazaro,
Duraznillos, Membrillo y Antonias, con un total de 29 agrupaciones poblacionales (AP); en P.
rzedowskii dos AP enV1y F2,y tresAPen A3y CH4, con untota de 10 agrupaciones poblacionaes, en P.
pinceana, dos AP paralas poblaciones Guadacazar y Huizache, cuatro para Tolantongo, S. Joaguin,
Cuauhtemoc y Parras, con un total de 20 agrupaciones poblacionaes. Para P. maximartinezii, unaagrupacion
poblaciond. Parafacilitar [os cdculoslos va ores se estandarizaron (E) dividiéndolos entre e valor més bgjo,
asi, por gemplo paralapoblacién de Miquihuana o Tapona gque tienen dos AP, sedividid entred vaor de 3
guetienela Tapona, dando un cociente de 0.666 (ver tabla 1). Por tanto, con base d criterio de indice taxico
filogenético encontramos que las poblaciones mas diferentes son las que quedaron més basdes en lafilogenia,
mientras que las més parecidas evol utivamente a otras son las que se encuentran después de muchas
bifurcaciones. Entonces, para P. nelsonii, las pablaciones Miquihuana, Duraznillosy Tapona se
encuentran en laraiz del filograma, en P. montezumae las poblaciones G12 y C13 que etén aunoy dos
nodosdelaraiz, paraP. pseudostrobus la poblacién 6D que esta a un nodo de laraiz. Para P.
rzedowskii las poblaciones V1y F2 que nuevamente se encuentran en laraiz del fenograma. Para
P.pinceana las poblaciones Guada cazar y Huizache se encuentraaun nodo de laraiz. Como solo existe una
poblacion para P. maximartinezi, es de extremaimportancia para conservar bagjo este criterio. En conjunto y
de acuerdo con € criterio filogenético este grupo de poblaciones son las més diferentes evolutivamente a resto

y por tanto las més valiosas para consarvar.



Criterio demogréfico - Utilizando los principios tedricos del método de Vane-Wright,
analizamos datos demogréficos y genéticos como criterios de conservacion. Asi, encontramos que para
P. nelsonii las poblaciones més valiosas de conservar de acuerdo al menor tamafio y ordenadas de
manera descendiente fueron Membrillo (N = 200) y Duraznillo (N = 300). Lapoblacion T11 de P.
montezume, la 12G de P. pseudostrobus, que son poblaciones que se encuentran distribuidas en
Guatemala. Las poblaciones hibridas, 1V, 2A, 3T y 4E. Para P. rzedowskii las poblaciones prioritarias
de conservar fueron laCH4 (N =70) y laV1 (N =200), en P. pinceana 6Tolantongo, (N = 700), 5S.
Joagquin'y 1Parras (ambas con unaN = 100). Para P. maximartinezii, se debe conservar la Gnica
poblacion, tanto semillas, juvenilesy adultos.

Criterio genético- Con base ala heterosigocis (Ho) encontramos gque para P.nelsonii las
poblaciones prioritarias de conservar son Antoniasy La Tapona (Ho = 0.23 y 0.13 respectivamente).
En P. montezumae las poblaciones M7 y H10 (Ho = 0.410 y 0.227 respectivamente). En P.
pseudostrobus la poblacién 5SUH (Ho = 0.354), y paralas poblaciones hibridasla4E y 3T (Ho=
0.396, 0.236, respectivamente). Para P. rzedowskii la poblacién 2F (Ho = 0.256). Para P.
maximartinezzi, nuevamente se debe de conservar a toda la poblacién con un énfasis sobre los
individuos juveniles (Ho = 0.050). Finalmente, para P. pinceana las poblaciones de Guadalcazar y
Guizache (Ho = 0.7597). Criterio genético de conservacion que para esta especie se mantuvo igual
que €l criterio filogenético.

Integracion de indices- La sumade los cuatro valores nos indico cuales poblaciones son prioritarias
de conservar, para P. nelsonii |as poblaciones La Tapona (1.765) y Los Duraznillos (1.648). En P.
montezumae la 11T(2.124) y 7M (2.066), en P. pseudostrobus la 12G (2.367). Para P. rzedowskii las
poblaciones 4CH (2.008) y la 2F(2.020). Para P. maximartinezii, los tres subgrupos, iniciando con
los juveniles (2.155), seguido de los embriones (0.721) y los adultos (0.631). En P. pinceanalas
poblaciones Huizache (2.385) y Guadalcazar (2.233). Este conjunto de poblaciones son las que
tienen rarezas en individuos, son mas diferentes en lafilogenia, y tienen bastante variacion genética.
El resto de las poblaciones son las menos importantes de conservar, que son moderadamente
grandes, con niveles intermedios de variacion genética pero con pocaimportancia filogenética.



DISCUSION GENERAL

El andliss de parametros genéticos con base a marcadores moleculares como los microsatélites tanto
de cloroplasto como nucleares han demostrado ser una herramienta poderosa para obtener informacion
implicadaen € conocimiento de procesos evolutivos de poblaciones y especies (Powell et al., 19953, b;
Vendramin et al., 1996; 1998; Echt et al 2000; Williams et al 2001: Ledig et al., 1998; 2001).
Particularmente, en el presente trabajo se demostrd: i) quelos SSR tienen gran utilidad para detectar la
variacion genéticade las poblaciones, ii) determinar como esta distribuida lavariacion genéticadentro y entre
las poblaciones, y iii) lamanera en que esta variacidn genética se distribuye geogréficamente en pobl aciones
de especies tanto de distribucion restringida como amplia. Los resultados son relevantes yaque nos
permiten seleccionar a poblaciones que deben de tener prioridades de conservacion, aun en especies de
ampliadistribucion donde sus poblaciones presentan val ores bgos de diversidad genética, como es e caso
de |as poblaciones de Guatemala, tanto para P. montezumae, como P. pseudostrobus, Ademés, nos
permiten seleccionar centros de diversificacion genética, como en d cazo de dgunas de las poblaciones
hibridas. Sin embargo, par una buena aplicacion de SSR se requiere del conocimiento de aspectos tedricosy
evolutivos de dichas regiones. En general 1os SSR nucleares pueden ocasionar complicaciones para
obtener los fragmentos entre diferentes especies, es decir pocas veces son homologos 'y conservados
(Williams et al 2001). En contraste, los microsatélites de cloroplasto son excelentes paratodo tipo de
estudios evolutivos, es decir son conservadosy homaologos entre muchas de las epecies de coniferas
(Vendramin et al 1998).

En genera, vemos que con € uso de microsatélites |os valores que se obtuvieron paralos diferentes
pardmetrosy estadisticos genéticos son mayores que |os obtenidos en estudios previos con isoenzimas 0
fragmentos de restriccion (Echt et dl., 1998; Vendramin et a., 2001). Por ejemplo, en el presente trabajo
para P. pinceana se logré detectar mayor estructura genéticaque la obtenida con isoenzimas (Molinaet
al., 2001). Asi mismo se obtuvo una definicién més clara de patrones de aidamiento por distanciaparaP.
pinceanay P. rzedowskii (ver Molinaet al., 2001 y Delgado et al., 1999). Resultados que en conjunto
permitieron discernir de una maneramés clara entre las diferentes fuerzas evolutivas que actlian en la
dinamicade | as poblaciones de cada epecie. Ademés, d hacer los andisis de conservacion los promedios de

criterios biol 6gicos de conservacion son més atos que los



obtenidos con isoenzimas (Delgado et al, sin publicar), y aseguran lareal eleccion de

poblaciones prioritarias de conservar.

Estructura genética e inferencias histéricas

La estructura genética obtenida tanto para P. pinceana como P. rzedowskii fue altamente
significativay esta estructurada en tres grupos: para P. pinceana el primer grupo esta representado por
las poblaciones S. de Parras y Cuauhtemoc al Norte del rango de la distribucion geogréfica de la especie,
Huizachey Guadda cazar en e centro, y Tolantongo y San Joaquin d Sur. Laasociacion delaestructura
genética de las poblaciones con relacion a su distribucidn geogréfica se giustaa modelo de aildamiento por
distancia, donde € flujo genético y las distancias genéticas entre poblaciones estén fuertemente asociadas ala
separacion espacial. Este modelo de distribucién de la variacidn genética también esta muy relacionada
aladistribucion geogréfica de las poblaciones de P. rzedowskii donde la poblacion més a Norte
(4Chiqueritos), es la poblacion mas diferente genéticamente con relacion alapoblacion méasd Sur
(IVardoso). Lapoblacion centra 2Fresno eslaque comparte haplotipos de ambas poblaciones. Por tanto,
podemos sugerir que para estas especies sus poblaciones se encuentran fragmentadas y que eta
fragmentacin dio origen aladiferenciacidn genética obtenida, donde |as poblaciones extremas presentan
hapl otipos Unicos fijados probablemente por deriva genética. Ademés, lafragmentacidn pudo originar la
divergencia de cada parche, los cuades se diferencian mésy comparten menos haplotipos del parche 0

poblaciones dd centro en cuanto mayor esladistanciageogréfica

En contrastante, paralas poblaciones de P. nelsonii se present6 un escenario historico muy
diferente. Para esta especie, las poblaciones no presentan una estructura genéticamuy marcada, y no se
presentd agun patrén de asilamiento por distancia. Por tanto, se considera que las poblaciones mantienen
vaores de diversidad genética muy similares, donde € flujo genético es alto. Probablemente la dispersion de
sus semillas seamuy eficiente, lo cud ha permitido & mantenimiento de la homogenizacidn de ladiversidad
genética observada. En este caso también se logro detectar poblaciones centrales con mayor diversidad
genética como Miquihuanay Las Antonias, poblaciones que probablemente fueron centros de origen

del resto de las poblaciones estudiadas.



P. maximartinezii, esun caso Unicoy contrario alo que se esperariad estar representada por una
solapablacién y ser endémicaaMéxico. Se esperaria obtener vaores bgos o nulos de diversidad genética
Sin embargo, present6 valores de diversidad genéticaigual es alos obtenidos para otras especies de pino de
ampliadistribucidn y superiores alos obtenidos con especies de distribuci n restringida pero representados
por més de unapoblacién (como P. pinceana). Sin embargo, presenta un tamafio efectivo pequefio, por
lo que prabablemente este sujeta a depresidn por endogamia. Este proceso pudo ser activado tanto por
incendios periddicos y/o por € pastoreo excesvo. Factores que reducen & nimero de individuos
reproductivos (tamafio efectivo de la poblacion), y ocasionan asi laautofecundacion o entrecruzamiento

con arboles muy emparentados genéticamente (endogamia).

En laliteratura existente sobre P. maximartinezi, se hace mencion en varias ocasones, ala
pobre o nularegeneracion de laespecie (Perry 1991; Farjony Styles, 1997). Estaobservacion sebasd en
trabgjosredizados en 1991 y 1995, sin embargo, en  afio 2000, pudimos congtatar la presencia de numerosas
plantulas e individuos juveniles, asi como poca presencia de ganado en lazonay no hubo incendios
temporales. ESto puede significar que en temporadas mas favorables esta poblacion s presenta un potencial
de regeneracidn, de establecimiento y de crecimiento. Por tanto, desde € punto de vista evolutivo, podemaos
sugerir que esta especie es de origen ancestra, y que probablemente sufrié un proceso de cuello de botella,
donde actual mente su Unica poblacién estaincrementando su densidad. Sin embargo, se requiere hacer énfasis

en laproteccion total de esta especie, paraque laevolucion natural de la especie continte.

Para P. montezumae y P. pseudostrobus, se obtuvieron valores significativos de estructura
genéticay un patrén de aidamiento por distancia de las poblaciones de P. montezumae sumamente claro.
Sin embargo proponer aguin escenario evolutivo es complicado, ya que estas especies son capaces de
cruzarse. Este proceso de hibridizacion introgresiva probabl emente se presento por un contacto secundario
entre | as poblaciones de ambas especies, representado por € Eje Neovolcanico, yaque ese areageogréfica
donde se digtribuye lamayoria de | as poblaciones mezcladas. Dicho supuesto nos puede hablar dela
hibridizacion ancestral, ya que para que se presente un contacto secundario se requiere de un proceso de
fragmentacion espacia previo entre ambas especies. Esta fragmentacion entre



ambas especies puede ser parcia mente sustentada por € patrén de asilamiento por distanciaque se
presenta en las poblaciones puras de P. montezumae, €l cual no se mantiene si seincluyen las

poblaciones mezcladas y puras de P. pseudostrobus.

Estrategias de conservacion

La edtrategia de conservacion que se propone en este trabgjo tiene que ver tanto con la conservacion
in situ como ex situ de las poblaciones particul ares de cada especie que fueron sel eccionadas como
prioritarias de conservar bajo los tres indices biol 6gicos de conservacion (filogenético, demogréfico y
genético). La conservacion in situ se realizaria bajo la proteccion de estas poblaciones definiendo zonas
nlcleo excluidas de todo tipo de perturbacion. La segunda estrategia de conservacion ex situ seredizariaa
través de la colecta germoplasma, polen y tejido vegetativo, por |o menos de las poblaciones que se proponen

como prioritarias de conservar.

En particular, paraP. rzedoskii se sugiere proteger alapoblacion 1Vard oo, yaque eslapoblacion
que represental os valores medios de los tres indices andizados, la poblacidn 4Chiqueritos, que eslaquetuvo €
valor més dto deimportancia para conservar debido en gran parte al tamafio de su poblaciony ala
contribucién de lavariacion genética, y la poblacion 2Fresno que le sigue en prioridad de conservacion debido
hasu importanciafilogenética. Tedricamente, a proteger alas poblaciones 1Vard 030, 4Chiqueritosy 2Fresno,

se garantizae mantenimiento alargo plazo de lariqueza biol égica de la especie.

Un caso interesante se presentd en las poblacionesde P. nelsonii para las que encontramos que
solo 2 poblaciones tienen lamayor importancia de conservacion desde € punto de vigta filogenético, pero d
aplicar los otros indices encontramos que la poblacion 7Tapona es prioritaria de conservar sobre e resto de
las poblaciones. Esta poblacidn se caracteriza por tener valores medios de tamario de las poblaciones, de
variacion genéticay de mayor importanciafilogenéticaque e resto de las poblaciones, excepto lapoblacion
2Miquihuana, en lacua su importancia de conservacion queda en segundo término por tener un tamafio

poblaciona mayor (ver Tabla1 del Anexo VI de criterios de conservacion).

Para P. montezumae la poblacion T11 de Guatemaa, esla que debe de ser prioritaria de conservar,

esto por d efecto del tamafio de la poblacion que es pequefio, pero en genera



todas las poblaciones son de diversidad genética dlta, tamafios poblaciondes grandesy deimportancia
filogenética semejante. Situacion que se repite con las poblaciones de P. pseudostrobus, siendo nuevamente
una poblacion de Guatemaa (G12) laprioritaria para conservar. Aunque estas especies se encuentren
aparentemente en un equilibrio entre los tres indices de conservacion y por tanto no requieran de
implementar estrategias de conservacion, en México, la presenciade sitios de introgresi n entre estas especies
implica que estos pueden tener efecto en laextincidon de poblaciones | ocales que sean puras de las especies,
como esd caso de P. pseudostrobus paralacua lamayoria de las poblaciones hibridas se trad gpan. Por
tanto, es de gran importanciala conservacion tanto de poblaciones puras de P. pseudostrobus como de
poblaciones hibridas, que son centros de diversificacion, como esd caso delapoblacion 4E paralaquelostres
criterios de conservacion tuvieron vaores de 1, es decir esta poblacion puede ser € principal centro de

diversficacion de una nuevavariedad o subespecie.

En el caso de P. maximartinezi, la sugerenciaes obvia, serequiere de su conservaciontanto in
situ como ex situ: d exigtir solo una poblacion en todo € mundo, a ser representada por “ 6000 individuos
adultos, tener valores atos de diversidad genéticay de Unicaimportancia filogenética, nos permite suponer
gue es una especie ancestral y por tanto se requiere de laimplementacion a corto plazo de estrategias parasu

conservacion totalmente exenta de todo tipo de perturbacion antropogénica.

Para P. pinceana se sugiere proteger in situ alas poblaciones 3 Huizache y 4 Guaddcazar, las
dos poblaciones contienen igud es va ores de importancia filogenética (de 1), pero lasegunda poblacion
contiene los valores més atos de variacion genética por 10 que su mayor contribucion se debid ados indice, de
diversdad genéticay deimportanciafilogenética. Nuevamente, S se andizacadaindice de diversidad de
maneraaidadalainformacién que nos proporcionan tiende a dispersarse y se podrian hacer propuestas
erréneas, por gemplo, s solo setomara en cuentaal tamafio de las poblaciones, seleccionariamosala
poblacion 6Tolantongo que es la poblacion de menor tamafio (700 individuos), pero perderiamos el ementos
representativos de la especie que se encuentran en otras poblaciones. Entonces, vemos que a unir varios
indices de diversidad |a seleccion de las poblaciones es més confiable. Consideramos que proponer alas
poblaciones 3Huizache y 4Guadal cazar como prioritarias de conservar podrian representar lariqueza

genéticay filogenética de la especie.



Per spectivas
Actualmente las reconstrucciones filogenéticas forman parte de una herramienta poderosano

solo paraconocer lasisteméticade las epecies, Sno paraproyectar patrones de distribucion, ecoldgicos
etoldgicos, genéticos'y adaptativos como bases parad planeamiento de criterios de conservacidn. Hecho que
sedemostrd en € presente escrito yaque por un lado, se logré aplicar métodos desarrollados para taxa
supraespecificos a datos de nivel infraespecifico, y por otro lado, selogré adecuar datos demogréficosy
genéticos a un método filogenético. El potencial de esta herramienta metodol 6gica nos brinda toda una gama
de posihilidades para desarrollar estimadores o indices que incluyan informacidn basicadelabiologia
(genética de poblaciones) y ecologia (demografica) de las especies, hasta el desarrollo de indices que
tengan que ver con la problemética socioecondmicay cultural queinvolucren la conservacion de las
especies. Noss (1990), menciona que la biodiversidad puede estudiarse en multiples niveles de
organizacion y en multiples escalas espaciaes y temporaes, deta formaque afuturo selogre desarrollar
un método que integre lamayor cantidad de informacidn intrinsecay extrinseca de las especies paraque en

conjunto accionen como un mosaico jerérquico de la conservacion.
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Anexo VII. Diccionario de Variables

Nombre de las
variables

1- Clave
2- Famila
3- Género

4- Especie

5- Ambiente

6- Estado

7- Municipio

8- Latitud grados

9- Latitud minutos

10-  Latitud segundos

11-  Longitud grados

12-  Longitud minutos

13-  Longitud segundos

16- Tipo_Lec

17-

18- Fuent_e _(SSPS)
Prescision escala

19- Altitud

20- Taxdénomo

21-  ldentificacion

22-  Col Ref

23-  Poblacion

24-  Individuo

25- Edad (afios)

26-  Altura(m)

27- LOCuUs1C

28- LOCuUSs2C

29- LOCUS3C

30- LOCUsAC

31- LOCUS5C

32- LOCUS6C

33- LOCUSIN

34- LOCUSIN

35~ LOCUS2N

36- LOCUS2N

37- LOCUS3N

Descripcion

NUmero de referencia del nimero total

de datos de cada campo.

Categori taxonémica en las que se

a las especies (Pinaceae).
incluyen taxondmica en la que se
Categori |l as especies (Pinus).

a

a4 de las especies en estudio
(P.nelsonii,P.rzedowskii,

P. maximartinezii,

P.pseudostrabus, P. montezumae y
P.pinceana)

Terrestre

Lugar donde habita la especie.

Lugar donde habitan las especies.
Ubicacion.

Ubicacion.

Ubicacion.

Ubicacién.

Ubicacion.

Ubicacion.

Tipo de lectura (2)

Toma de datos georeferenciados.
Presicién del geoposicionador que se
use.

Alturade laslocalidades a nivel del

™-Quien harala descripcion
Quien identificala especie
Herbario MEXU

Nombre del sito

Numero de individuo

Edad del individuo

Altura del individuo

Locus decloroplasto  num 1.

Locus decloroplasto num 2.

Locus decloroplasto  num 3.

Locus decloroplasto num 4.

Locus decloroplasto  nim 5.

Locus decloroplasto  nim 6.

Locus nuclear nimero 1,aeo 1.
Locus nuclear nimero 1,aeo 2.
Locus nuclear nimero 2,delo 1.
Locus nuclear nimero 2,delo 2.
Locus nuclear nimero 3,deo 1.




38- LOCUS3N Locus nuclear nimero 3, alelo 2.

Nota: Los campos posteriores a 38 son resultados de los andlisis de la variacion y estructura genética
por lo que no seincluyeron en la base de datos, pero se encuentran descritos para cada poblacion y
especie en € informefinal (gj. HE).



Anexo VIII PROPUESTASDE USO Y CRITERIOSCONCRETOSDE
CONSERVACION DE LASESPECIESESTUDIADAS CON BASE A
LOSRESULTADOSOBTENIDOS

Tanto lademografia como la genética son aspectos necesarios para plantear criteriosde
conservacion de especies, particularmente aquellas representadas por tamafios poblacionales pequefios
0 consideradas en peligro de extincion. La genética de poblaciones por un lado, proporcionainformacion a
cercadelos procesos historicos y evolutivos que dan lugar alaestructura poblaciond delas especies, y la
demogréfica permite conocer como ha sido su dinamica poblaciond. Los resultados de lagenéticade
poblaciones son muy importantes para disefiar planes de manejo de germoplasmaya que en generd los
genotipos de las poblaciones no se encuentran a azar Sino que presentan una estructura espacia y tempora
(Hamrick y Holden, 1979). Laestructuragenética de las especies es @ resultado conjunto delaaccion delas

fuerzas de mutacion, seleccion, migracion y derivagenética.

Lamayoriade los estudios de genética redizados con especies de pinos sugieren que este grupo de
especies, en general presenta unavariacion genéticadta, sendo mayor lavariacion genéticaque seha
encontrado dentro de las poblaciones. Nuestros resultados no fueron del todo iguales alos reportados, yaque
paravarias de las epecies se presentaron val ores altos de estructura genética, esto es mayor variacion
genética entre las poblaciones. Los patrones de distribucién de la variacion genética fueron semejantes
alos abtenidos con isoenzimas. Por ejemplo, para P. rzedowskii (Delgado et al., 1999), P. pinceana
(Molinaet al., 2000) y P. maximartinezii (Ledig 2001). Sin embargo, €l uso de microsatélites permitio
obtener patrones mas claros ha cerca de la distribucion de dicha variacion, y por tanto obtener informacion
més fina de la genética de poblaciones para plantear criterios de uso y de conservacién particularesy

concretos para cada especie estudiada.

Con base alainformacion disponible podemos proponer dos estrategias especificas de conservacion
para cada especie, la primeraque tiene que ver con laconservacion in situ que puede ser definida dentro de
Ias poblaciones particul ares de cada especie que fueron prioritarias de conservar. Es decir, con base alos
tres indices de conservacion analizados, demogréficos (tamafio poblacional), genéticos (mayor

variacion genética) y



filogenéticos(mayor importancia evolutiva). La propuesta concreta seriala proteccion de estas

poblaciones definiendo zonas nicleo excluidas de todo tipo de perturbacion.

La segunda estrategia de conservacion es ex situ donde se propone colectar germoplasma, polen
y tgido vegetativo, por |o menos de |as poblaciones que se proponen como prioritarias de conservar. En P.
rzedowskii existe un problema fuerte en la produccion de conos, es minimaalacomparadaala produccién
de conos que tienen otras especies de pino mexicanas (400 a 700 conos por &bol) (Delgado et al., 1999).
Aspecto que también se observo en las poblaciones de P. nelsonii. Paraestaespecie, solo las poblaciones
mas grandes, como 2Miquihuana, 4Pefia Nevada, 3Las Antoniasy San Lazaro presentaron produccion
de conos pero minima (10 a20 conos por &rbol). Desafortunadamente, para P. rzedowskii solo se logro
rescatar 10 semillas, y 502 de P. nelsonii, de esta ultima se colectaron 70 conos en tota pero € 80% de
sus semiillas eran abortadas (no terminaron su desarrollo). Por tanto, es esencid rescatar lamayor cantidad de
semillas de estas dos especies haciendo ingpecciones anua es pararecol ecta de semillas en los meses de Febrero
aMarzo. Tamhién seriaconveniente tratar de cultivar en vivero y posteriormente establecer sitios de
experimentacion, hacer pruebas de introduccion en otras &reasy ver pogeriormente s selogran reincorporar a
su habitat natural.

Como se menciond en ladiscusién general, para P. rzedoskii se sugiere proteger “ in gtu” alas
poblaciones 1Vara 0so, yaque eslapoblacidn que represental os va ores medios de los tres indices andlizados,
la poblacion 4Chiqueritos, que eslaquetuvo d valor mas ato de importancia para conservar debido en gran
parte d tamafio de su poblacion y alacontribucién de lavariacion genética, y la poblacion 2Fresno, quele
sigue en prioridad de conservacion debido ha su importancia filogenética. Afortunadamente, para esta especie
yaexiste un convenio formal para su conservacion “in situ” , por parte de la SEMARNAP (antes
CEDESOL) y delosduefios delos predios. El criterio de conservacion esta basado en laexclusion de todo
tipo de perturbacién antropogénica. Al no explotar o perturbar estos sitios, los duefios de los predios
pueden adquirir concesiones para explotar otras especies de &boles, pero con € compromiso de reforestar
dichas &reas taadas (por jemplo, de otras especies de Pinus u Quercus). Egte criterio genera que élos estén
manejando desde 1993, puede ser complementado con laiinformacidn obtenidaen e presente estudio, donde la

edrategiaconcreta de conservacion “ in Situ” paraesta especie seria, excluir de toda perturbacion alas



poblaciones 1 Vard oo, 4 Chiqueritosy 2 Fresno, ya que fueron las poblaciones més importantes de conservar
por su densidad, mayor variacién genéticay mayor importanciafilogenéticay por tanto tratar de obtener
germoplasmade dichas poblaciones. Al aplicar esta medida de conservacion (por |0 menos para esas tres

poblaciones) se garantiza tedricamente el mantenimiento alargo plazo de lariqueza biol égica de la especie.

P. nelsonii estarepresentada por un mayor nimero de poblaciones que P. rzedowskii y tiene
tamafios poblacionales mayores por o cual las estrategias de conservacion deberian ser menos
rigurosas. Sin embargo, esta especie tiene gran relevancia filogenética, a ser una de las especies que
forman labase del origen del subgénero Strobus o pinos blandos (Liston et al., 21999; Gerald et al., 2001).
Lo que implicaque deben de conservase tanto poblaciones grandes como pequefias. Con base alos indices de
conservacion encontramos dos poblaciones que son las més prioritarias de conservar que son 7Tapona,
gue tiene valores medios de variacion genéticay de mayor importanciafilogenéticaque d resto delas
poblaciones, y lapoblacion 2Miquihuana, en la cual su importancia de conservacion queda en segundo
término por tener un tamafio poblacional mayor. Con laconservacion “ in situ” minima de estas dos
poblaciones se podriarescatar alaespecie. Sin embargo, las posibilidades de conservar alamayoriadelas
poblaciones es muy factible, debido a que las personas duefias de los predios donde habitala especie tienen
gran disposicion paratrabgar en laconservacion y uso de este recurso. P. nelsonii es unaespecie que
produce semillas comegtibles llamadas “ pifiones’, por |0 que los lugarefios requieren de gpoyo técnico y
econdmico paraexplotar este recurso. Esdecir, se pude implementar una estrategia de uso de las semillas para
su comerciaizaciony paraldamente conservar estos Sitios con base ala produccion de plantaen viveroy

reforestacion de dichos sitios.

En concreto € criterio de uso y conservacion para P. nelsonii seria, laimplementacién de un banco
de germoplasma central, ubicado en la poblacion 2Miquihuanaen € estado de Tamaulipas, lugar en donde se
encontr6 € mayor nimero de poblaciones de esta especie. Aunado alaimplementacion de un vivero paracada
Stio. Edta estrategia podria ser aplicada bgo un convenio entrelaSEMARNAPY los lugarefios, donde los
duefios de | os predios se comprometerian arealizar la colecta de semillas, produccion de plantay
reforestacion de los Stios, y por parte dela SEMARNAP, se requeriria de apoyo técnico y econdmico para

queloslugarefios trabgjen en los viverosy paralacomerciaizacion de semillas alargo plazo.



Para P. montezumae la poblacion T11 que se distribuye en Guatemaa, eslaque debe de ser
prioritaria de conservar, esto por d efecto del tamafio de la poblacién que es pequefio, pero en generd todaslas
poblaciones son de diversidad genética ata, tamafios poblacionales grandes'y de importanciafilogenética
semegjante. Situacion que se repite con las pablaciones de P. pseudostrobus, siendo nuevamente una
poblacion de Guatemala (G12) laprioritariade conservar. Sin embargo, |a presencia de sitios de
introgresion entre estas especies implica que estos pueden tener efecto en laextincion de poblaciones
locales que sean puras de las especies, como es el caso de P. pseudostrobus para la cual la mayoria de
las poblaciones hibridas se trad gpan. Este proceso de introgresion muy probablemente ha sido acelerado por
la dta deforestacion de los bosques donde habitala especie, yaque P. pseudostrobus es la principa especies
de pino explotada en México para su comerciaizacion dentro y fueradd pais. Por tanto, esde gran
importancialaconservacion tanto de poblaciones puras de P. pseudostrobus como de poblaciones hibridas,
que son centros de diversificacion importantes, como esd caso delapoblacion 4E paralaque lostres criterios
de conservacion tuvieron valores de 1, es decir esta poblacion puede ser € principa centro de diversificacion de

unanueva variedad o subespecie.

En el caso de la Unica poblacién de P. maximartinezii, se requiere de su conservacion tanto in
situ como ex situ: a exitir solo unapoblacién en todo € mundo, a ser representada por * 6000 individuos
adultosy juveniles, tener valores dtos de diversidad genéticay de Unicaimportancia filogenética, nos permite
suponer que es una especie de reciente formacién y por tanto se requiere de laimplementacidn a corto plazo
de edtrategias para su consarvacion. Aparentemente, existe un programa de conservacion “ in situ” de esta
especie, donde no se otorgan concesiones paralatala de estos &boles ni paralacolectade semillas. Sin
embargo, aunque esta estrategia podria permitir e mantenimiento y crecimiento de esta poblacién, serequiere
delaprohibicion de pastoreo, ya que se observé ganado por todalazonay esto puede estar destruyendo
plantulas o &rboles pequefios (menores de 10 afios). Ademés, debe de regularse la colecta de semiillas, yaque

estas se presenta de maneraincontroladalo que permite la venta de semilla sin autorizacion.

Aunado alo anterior, ademas de que P. maximartinezii, es una especieraray Unicaen €

mundo, es un pino de uso ornamentd Ilamado “ pino azul”, sus aciculas primariasle



infieren esa tonalidad Unica. Esto implica que se puede plantear una estrategia de uso y conservacion
“ex dtu”, como seriala colecta de semillas paralaformacion de plantaciones experimentales. También se
pueden hacer pruebas de introduccion en otras &reas donde esta especie pueda establecerse, y producir
arboles de ornato. Con esto, se podrian cubrir dos aspectos centrales para su conservacion 1) terminar
con la extraccion clandestina o incontrolada de semillas, y 2) permitir que de formanatura se continte

con ladindmica evolutiva de la Unica poblacion que representa a esta especie.

Para P. pinceana se sugiere proteger in situ alas poblaciones 3 Huizachey 4 Guadd cazar, las dos
poblaciones contienen iguaes va ores de importanciafilogenética (de 1), pero la segunda poblacion contiene
los valores més dtos de variacion genética por lo que su mayor contribucion se debid ados indice, de
diverddad genéticay deimportanciafilogenética. Ademés en este caso particular, a presentaron grupos de
poblaciones finamente estructuradas de acuerdo a su distribucion geogréfica se sugiere proteger d menos una
de las dos poblaciones de cada parche, preferentemente las que representan lamayor variabilidad genética.
Entonces, consideramos que proponer alas poblaciones 3Huizache, 4Guadal cazar 1Sierrade Parrasy
5San Joaguin, como prioritarias de conservar podrian representar lariquezagenéticay filogenéticadela
especie. Laconservacion ex situ, se basaria en la col ecta de semillas de las pobl aciones sdl eccionadas como
prioritarias de conservar y de ser posible formar parte de un banco de germoplasma, que anteriormente se

propuso implementar en e estado de Tamaulipas para P. nelsonii.

Laimplementacién de un banco de germoplasma centrd es de sumaimportanciatanto parad rescate
de semillas de diversas especies de pinos (muchas de las cuaes son Unicas y endémicas de nuestro pais), asi
como paragenerar gran cantidad de trabgjos de investigacion puray aplicada (sobre aspectos de viabilidad,
germinaciony calidad de las semillas, delafenologiade las especies, andlisis de plagas, perturbacion,
asociaciones bioldgicas, etc), que permitan plantear estrategias de mangjo miltipley sustentable parala

conservacion alargo plazo de esta riqueza biol dgica.
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