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RESUMEN

Las poblaciones de Pinus hartwegii se localizan en altitudes aproximadas
entre 3000 y 4200 msnm en las montaias de México y Centro América, donde
la temperatura es baja en invierno y los cambios ambientales son comunes
debido a la actividad humana. La diversidad genética es importante en la
adaptacion de especies a cambios ambientales. Los marcadores moleculares
de ADN son técnicas eficientes para conocer la magnitud de la diversidad
genética en una especie. Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue estimar
la diversidad genética de Pinus hartwegii en poblaciones y niveles altitudinales
en el Eje Neovolcanico y Sierra Madre Oriental usando microsatélites. El dcido
desoxirribonucleico se extrajo de follaje que se recolecté de 84 arboles en
siete poblaciones en el Eje Neovolcanico Transversal y Sierra Madre Oriental
de México. Los arboles de las poblaciones se agruparon en tres niveles
altitudinales (<3700, 3700-3900 y >3900 msnm). Se usaron 10 microsatélites
del nucleo para estimar el porcentaje de loci polimérficos, nimero promedio
de alelos por locus, heterocigosidad observada y esperada. El porcentaje
promedio de loci polimérficos fue de 77 %. El nimero promedio de alelos
por locus varid de 3.8 a 5.0 entre poblaciones y de 5.2 a 7.8 entre niveles
altitudinales. La heterocigosidad observada fluctué entre 0.250 y 0.400 en
poblaciones y de 0.267 a 0.354 entre niveles altitudinales. La heterocigosidad
esperada fue de 0.369 a 0.462 entre poblaciones y de 0.448 a 0.482 entre
estratos altitudinales. La diversidad genética de Pinus hartwegii es suficiente
para un potencial evolutivo que permita una mayor probabilidad de adaptacion
de esta especie a cambios ambientales en las poblaciones estudiadas en el
Eje Neovolcanico y Sierra Madre Oriental de México.

Palabras clave: Pinus hartwegii, alelo, heterocigosidad, loci, locus,

microsatélite.

SUMMARY

Population of Pinus hartwegii are located at approximate altitudes between
3000 and 4200 masl in the mountains of Mexico and Central America, where
Winter temperatures are low and environmental changes are common due to
human activity. Genetic diversity is important in the adaptation of species to
environmental changes. DNA molecular markers are efficient techniques for
knowing the magnitude of genetic diversity in a species. Thus, the objective
of this study was to estimate the genetic diversity in Pinus hartwegii in
population and altitudinal levels in the Trans-Mexican Volcanic Belt and
the Eastern Sierra Madre using microsatellites. Deoxyribonucleic acid was
extracted from foliage collected from 84 trees in seven populations from the
Trans-Mexican Volcanic Belt and Eastern Sierra Madre of Mexico. Trees were
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grouped into three altitudinal levels (<3700, 370-3900 and >3900 masl). Ten
nuclear microsatellites were used to estimate the percentage of polymorphic
loci, mean number of alleles per locus, observed and expected heterozygosity.
The mean percentage of polymorphic loci was 77 %. The average number
of alleles per locus varied from 3.8 to 5.0 between populations and from
5.2 to 7.8 between altitudinal levels. The observed heterozygosity ranged
between 0.250 and 0.400 between populations and from 0.267 to 0.354
between altitudinal levels. The expected heterozygosity was from 0.369 to
0.462 among populations and from 0.448 to 0.482 among altitudinal strata.
Genetic diversity in Pinus hartwegii is sufficient for an evolutionary potential
that allows a greater probability of adaptation of this species to environmental
changes in the populations studied in the Trans-Mexican Volcanic Belt and
Eastern Sierra Madre of Mexico.

Index words: Pinus hartwegii, allele, heterozygosity, loci, locus,
microsatellite.

INTRODUCCION

Los bosques son ecosistemas de importancia ecoldgica,
econdmicay social (Pérez-Suarez etal., 2022); sinembargo,
la extraccion de madera, hongos y musgo para el bienestar
humano, aunado a perturbaciones como los incendios y
la proliferacién de plagas influyen en la fragmentacion
y degradacion del habitat, junto con la pérdida de
biodiversidad (Olokeogun, 2022). Ante el escenario de
cambio climatico presente y futuro, estos factores ponen
en riesgo la resiliencia, y por tanto, la permanencia de
Pinus hartwegii Lindl. (Astudillo-Sanchez et al., 2017), una
especie dominante en los ecosistemas de montafa alta,
aproximadamente entre los 3000 y 4200 msnm, tolerante
a temperaturas bajas en invierno, asi como a la presencia
de heladas, donde se espera un aumento de temperatura
debido al cambio climatico (Endara-Agramont et al,
2013). A lo anterior se suma la distribucion discontinua
que provoca el aislamiento poblacional de esta especie
(Alfaro-Ramirez et al., 2020), por lo que la continuidad en el
ecosistema podria estar sujeta a la adaptabilidad de esta
a cambios ambientales que podrian llevar a la extincion de
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algunas poblaciones de la especie (Alfaro-Ramirez et al,
2020; Chavez-Aguilar et al., 2022).

Los genes (secuencias de ADN) contienen la informacién
hereditaria requerida para el desarrollo y metabolismo
de los organismos (Krebs et al., 2018). Comunmente, el
nuimero de genes es el mismo en todos los individuos
de una especie (Krebs et al.,, 2018); sin embargo, un gen
tiene diferentes formas conocidas como alelos, que son
responsables de la diversidad genética de los individuos en
poblaciones de la misma especie (Neale y Wheeler, 2019).
La diversidad genética se estima identificando los alelos
diferentes en cada organismo de una especie por poblacion
para posteriormente calcular diferentes estimadores de
diversidad como porcentaje de loci polimdrficos, nimero
de alelos por locus y heterocigosidad (Neale y Wheeler,
2019). La diversidad de alelos confiere caracteristicas
que permiten que los individuos puedan adaptarse a
condiciones ambientales diferentes (Potter et al., 2017),
por lo que una diversidad genética mayor implica una
mayor posibilidad para que una especie pueda evolucionar
en un periodo largo.

Varios tipos de marcadores moleculares se usan para
estimar la diversidad genética en organismos (White et al.,,
2007), siendo los marcadores de ADN Utiles para valorar
el polimorfismo genético a través del registro de las
diferencias en el ADN de los individuos (Neale y Wheeler,
2019). El uso de microsatélites o secuencias simples
repetidas (SSRs) es comun debido a que se pueden
encontrar a lo largo del genoma de un organismo y son
codominantes y neutros a la seleccion (Vignes y Rivallan,
2021). Estos marcadores son manipulables, veraces y
reproducibles (Vieira et al., 2016). Consecuentemente, los
iniciadores de los microsatélites desarrollados para una
especie se pueden usar en otra especie del mismo género
o géneros cercanos (Neale y Wheeler, 2019); por ejemplo,
iniciadores de SSR desarrollados para Pinus radiata D.
Dony P taeda L. se han usado en diversas especies como
P oocarpa Schiede ex Schltdl.,, P tecunumanii Equiluz et
Perry y P patula Schitdl. et Cham. (Dvorak et al., 2009;
Méndez-Neri et al., 2020).

Existe informacion limitada sobre la diversidad genética
de Pinus hartwegii estimada a través de marcadores
morfolégicos y moleculares (Andrade-Gémez et al,
2021, Viveros-Viveros et al, 2010), y esta es nula con
marcadores moleculares del nucleo (SSRn); ademas,
informacion sobre diversidad genética es importante para
disefar estrategias de conservacion (Frankham, 2010). Por
lo anterior, el objetivo del presente estudio fue estimar la
diversidad genética de Pinus hartwegii en poblaciones y
estratos altitudinales en el Eje Neovolcanico y Sierra Madre
Oriental de México usando microsatélites. La hipotesis
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es que se espera una diversidad genética alta en todas
las poblaciones y estratos altitudinales debido a que los
arboles de esta especie se reproducen sexualmente.

MATERIALES Y METODOS
Area de estudio y recolecta de muestras

Una de las poblaciones de Pinus hartwegii bajo
estudio se ubico en la Sierra Madre Oriental y seis en
el Eje Neovolcanico Transversal de México, donde se
muestrearon poblaciones en el centro y en los extremos
de este macizo montafioso (Cuadro 1, Figura 1). El nimero
de poblaciones de esta especie es desconocido a lo largo
de la distribucion natural en la Sierra Madre Oriental,
Sierra Madre Occidental, Eje Neovolcanico, Sierra Madre
del Sur en México, y en las montafias de mayor altitud
en Guatemala, El Salvador y Honduras (Perry, 1997). Las
coordenadas y altitud se registraron por poblacion y para
cada arbol donde se recolectd follaje. Los arboles de
todas las poblaciones se agruparon en tres estratos para
el analisis altitudinal. El primero se formo con los arboles
que se localizan a una altitud menor de 3700 msnm, este
formd un grupo que presentd 35 individuos, de los cuales
tres corresponden a la poblacion de Nauhcampatépetl, uno
a Citlaltépetl, siete a Tlalotépetl, 11 al Cerro del Potosi, dos
al Zapotépetl y 11 de Chichinauhtzin. El segundo grupo se
integro con 34 arboles que se ubicaron entre 3700 y 3900
msnm, correspondientes a Nauhcampatépetl, con cinco
individuos, cuatro de Citlaltépetl, seis de Tlalotépetl, uno
del Cerro del Potosi, seis de Zapotépetl y 12 de Xocotépetl,
mientras que el tercer grupo se establecié con 15 arboles
localizados en una altitud mayor de 3900 msnm, cuatro
de Nauhcampatépetl, siete de Citlaltépetl y cuatro de
Zapotépetl.

Se incluyeron muestras de follaje joven de 12 arboles
en promedio por poblacién (Cuadro 1). Se seleccionaron
arboles separados por al menos 50 m en distancia vertical
para minimizar el parentesco. Las aciculas se colocaron en
bolsas de plastico etiquetadas con un nimero consecutivo
y el nombre de la poblacion para el transporte sobre
hielo en cajas de plastico. El follaje se almacend a -20 °C
hasta su procesamiento en el laboratorio de marcadores
moleculares del Posgrado de Recursos Genéticos vy
Productividad del Colegio de Postgraduados.

Extraccion de ADN, amplificacion por PCRy
electroforesis

El acido desoxirribonucleico (ADN) se extrajo de una
muestra de 200 mg de tejido joven por individuo, utilizando
el método del bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB)



ANDRADE-GOMEZ et al.

Rev. Fitotec. Mex. Vol. 48 (4) 2025

Cuadro 1. Ubicacion geografica y estrato altitudinal de siete poblaciones de Pinus hartwegii en el Eje Neovolcanico y
Sierra Madre Oriental de México.

Coordenada de referencia

Montafia Estado No. de Estrato altitudinal
arboles Longitud Latitud (msnm)
Nauhcampatépetl (Na) Veracruz 12 -97.1615 19.5068 3590 - 3940
Citlaltépetl (Ci) Veracruz 12 -97.2940 18.9885 3640 - 4140
Tlalotépet! (TI) México 13 -98.7273 19.4071 3500 - 4000
Chichinautzin (Ch) Ciudad de México 11 -99.0834 19.0772 3000 -3050
Xocotépetl (Xo) México 12 -99.7667 19.7412 3700 - 3800
Zapotépetl (Za) Jalisco 12 -103.6173 19.5782 3620 - 4000
Cerro El Potosi (Pot) Nuevo Ledn 12 -100.2266 24.8810 2980 - 3720
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Figura 1. Ubicacidon geografica de siete poblaciones de Pinus hartwegii en el Eje Neovolcanico y Sierra Madre Oriental de

México.
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(Doyle y Doyle, 1990). El tejido fresco fue macerado en
morteros de porcelana (Mod. PW-35, CHE Scientific®,
Hong Kong), agregando nitrégeno liquido, 10 mg de
polivinilpirrolidona (PVP40) (Sigma-Aldrich®) y 10 mg
de &cido citrico (Sigma®) hasta obtener un polvo fino
que se colocd en tubos Eppendorf de 2.0 mL (Axygen™),
previamente identificados con el nombre de la poblacién
y nimero de muestra. Se afiadié a cada muestra T mL
de la solucion de lisis [EDTA0.025 M pH 8.0, Trizma-HCL
0.15M pH 7.5, NaCl 1.5 % (w/v) y bromuro de cetiltrimetil
amonio 3.5 % (w/v)]. Las muestras fueron incubadas en
bafio maria a 60 °C por 1 h con inversion lenta de los tubos
Eppendorf cada 15 min; posteriormente, se dejaron enfriar
a temperatura ambiente por 5 min. Se agregaron 500
UL de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), y se mezcld
por inversion constante de los tubos Eppendorf por 10
min. Las muestras se centrifugaron a 11,500 rpm por 10
min y el sobrenadante se transfirid a un tubo Eppendorf
de 1.5 mL (Axygen™), donde se agregd isopropanol
(0.5 volimenes) para precipitar el ADN. Las muestras
se almacenaron a -20 °C entre 48 y 72 h; después, se
centrifugaron a 11,500 rpm por 10 min. La parte acuosa
se decanté cuidadosamente para evitar perder la pastilla
y después se agregd 1 mL de etanol 70 %. Los tubos
Eppendorf se invirtieron suavemente para posteriormente
centrifugar a 8000 rpm por 5 min para el lavado del pellet
de ADN. Se decant6 la solucion y se dejo secar la pastilla
por 2 h; luego, se resuspendié el pellet en 30 pL de TE 1X
(Tris-HCIT0 mM, pH 8.0; EDTA T mM, pH 8.0). Se cuantifico
el ADN con un espectrofotémetro ultravioleta (UV) visible
completo (NanoDrop 2000c. Thermo Scientific™, Waltham,
Massachusetts, EUA). La pureza se determind con la
relacion de absorbancias (A260/A280). Se diluyo el ADN
en TE 1X hasta alcanzar una concentracion de 20 ng uL'y
se almacend a -20°C. La integridad del ADN se corroboré
en geles de agarosa 1 %.

Se utilizaron 10 iniciadores de microsatélites (SSR)
que se desarrollaron para Pinus radiata y P taeda (Elsik
et al., 2000; Fisher et al., 1998). La amplificacion por la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se realizd en
un termociclador PCR System 9700 (GeneAmp®, Thermo
Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA). La PCR se
realizé en 15 yL de volumen de reaccién que contenia 40
ng de ADN gendmico, 0.4 uM de iniciadores hacia adelante
y reversible, 0.2 mM dNTPs, 1X Taq buffer, 2 mM MqCl,
y 1 unidad de Tag ADN polimerasa. El termociclador PCR
System 9700 se program® para la ejecucion de la reaccion
con el siguiente protocolo: 15 min a 95 °C; 30 ciclos de
30 s a 94 °C (desnaturalizacion), T min de 55 a 64.3 °C en
funcion deliniciador (hibridacién), 1 mina 72 °C (extension),
seqguido por 15 min de extension final a 72 °C, finalizando
con 8°C por tiempo indefinido. Los productos de la PCR se
analizaron en geles verticales de poliacrilamida. Los alelos
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se analizaron con el programa PowerMarker V3.25 (Liu y
Muse, 2005).

Analisis de datos

Tanto para poblaciones como para estratos altitudinales,
se estimaron el porcentaje de loci polimérficos (P), nimero
promedio de alelos por locus (A), alelos privados (A),
heterocigosidad observada (H,), heterocigosidad esperada
(H,) y el indice de fijacion o indice de endogamia (F) con
el programa GenAlEx 6.5 (Peakall y Smouse, 2012). Un
locus se considerd polimdrfico cuando se detectaron al
menos dos alelos. Si un alelo se encontrd Unicamente
en una poblacién se consideré como alelo privado de
esa poblacion (Neale y Wheeler, 2019). El porcentaje de
loci polimérficos puede variar de 0 a 100 %; derivado de
esto, valores del estimador de 0 a 33 % se consideraron
bajos, mientras que valores entre 33 y 66 % como
intermedios, y valores superiores a 66 % se interpretaron
como polimorfismos altos. Los valores de heterocigosidad
observada pueden variarentre 0y 1, por lo que se considerd
una heterocigosidad baja cuando el valor de esta fue
menor o igual a 0.333, mientras que, cuando el valor de
heterocigosidad observada varié entre 0.333 y 0.666 se
consideré como heterocigosidad observada intermedia.
Valores mayores de 0.666 de este indicador de diversidad
genética fueron considerados como heterocigosidad
observada alta. El valor maximo de heterocigosidad
esperada se determina con base en el nimero de alelos en
el locus y que las frecuencias de éstos sean las mismas;
es decir, el valor de heterocigosidad esperada esta
influenciado por la diferencia en la frecuencia de los alelos
en cada loci. Por lo anterior, una heterocigosidad baja se
consideré cuando el valor de heterocigosidad esperada
fue menor o igual a un tercio del valor maximo de esta;
una heterocigosidad esperada intermedia cuando el valor
fue mayor de un tercio, pero menor o igual a dos tercios
del valor méximo, mientras que una heterocigosidad alta
fue cuando el valor de esta fue mayor de dos tercios del
valor maximo que puede alcanzar este indicador. El indice
de fijacion puede variar entre -1 y 1, valores entre -1y 0
indican un exceso de heterocigotos, mientras de valores
de 0 a 1 muestran un déficit de heterocigotos (Hartly Clark,
2007).

RESULTADOS
Diversidad genética en poblaciones

Los porcentajes mayores de loci polimdrficos en
Pinus hartwegii se encontraron en las poblaciones en
Nauhcampatépetl, Citlaltépetl, Tlalotépetl, Chichinautzin y
Xocotépetl, mientras que los porcentajes menores de loci
polimdrficos se hallaron en Zapotépetl y Cerro El Potosi
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(Cuadro 2). El nimero promedio mayor de alelos por locus
se encontré en la poblacién de P hartwegii en el Tlalotépetl,
en contraste, el nimero promedio menor de alelos por
locus se registré en la poblacion de Nauhcampatépetl.
También, el nimero mayor de alelos privados se hallé en la
poblacion del Tlalotépetl; por otro lado, el nimero promedio
menor se registro en las poblaciones de P hartwegii en el
Nauhcampatépetl y Citlaltépetl (Cuadro 2).

Entre las poblaciones, la mayor y menor heterocigosidad
observada se hallaron en el Tlalotépetl y Nauhcampatépetl,
respectivamente. La mayor heterocigosidad esperada
se encontré en las poblaciones de esta especie
en Chichinautzin y Cerro El Potosi, mientras que la
menor heterocigosidad se hallé en la poblacion en el
Nauhcampatépetl. El mayor indice de fijacién, o indice de
endogamia, se presentd en la poblacion en el Citlaltépet!
y el menor en la poblacion en el Tlalotépetl. Un déficit de
heterocigotos se encontré en todas las poblaciones.

Diversidad genética en estratos altitudinales

El porcentaje mayor de loci polimdrficos se presenté en
los arboles en los estratos altitudinales menores de 3700
y entre 3700 y 3900 msnm, mientras que el porcentaje
menor se encontrd en los arboles que crecen en el estrato
altitudinal mayor de los considerados en el presente
estudio (Cuadro 3). El nimero promedio de alelos por locus
fue similar en los arboles en los dos estratos altitudinales
inferiores de 3900 msnm; ademas, se encontraron alelos
privados en los arboles en los tres estratos altitudinales;
sin embargo, el nimero mayor de este tipo de alelos se
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registrd en el estrato altitudinal menor de 3700 msnm. La
heterocigosidad observada fue mayor en los arboles en
el estrato altitudinal menor de los 3700 msnm, mientras
que esta fue menor en el estrato altitudinal mayor de
3900 msnm. La heterocigosidad esperada fue mayor en
los arboles en el estrato altitudinal entre 3700 y 3900
msnm, y esta fue menor en los individuos en el estrato
altitudinal arriba de los 3900 msnm. Los indices de fijacion
fueron valores positivos en los arboles en los tres estratos
altitudinales (Cuadro 3). El indice mayor de fijacién se
registrd en los arboles en el estrato altitudinal sobre 3900
msnm; en contraste, el indice menor de fijacion se hallé en
los arboles en el estrato altitudinal menor de 3700 msnm.
Un déficit de heterocigotes se registré en los tres niveles
altitudinales.

DISCUSION

El porcentaje de loci polimérficos mostré una
diversidad genética alta para las poblaciones y estratos
altitudinales en P hartwegii. EIl maximo porcentaje de
loci polimdrficos es 100 % para cualquier especie (Neale
y Wheeler, 2019). La mayoria de las especies que se
reproducen sexualmente y con cruzamiento libre, como es
el caso de P hartwegii, tienen niveles altos de diversidad
genética debido a la recombinacion del ADN que se
presenta en la meiosis cuando se forman las células que
originan los gametos (Krebs et al,, 2018). La informacion
es nula sobre el porcentaje de loci polimérficos como
estimador de diversidad genética para esta especie
utilizando secuencias simples repetidas en tadem (SSR)
o microsatélites del nucleo; sin embargo, también el

Cuadro 2. Estimadores de diversidad genética (* error estandar) para siete poblaciones de Pinus hartwegii en el Eje

Neovolcanico y Sierra Madre Oriental de México.

Numero de alelos

Heterocigosidad

Poblacion P (%) _ . I'r]lldic_elde
Promedio  Privados Observada Esperada jacion

Nauhcampatépetl 80 38+0.7 2 0.250+0.066  0.369+0.085  0.266+0.106
Citlaltépetl 80 44+1.2 2 0.258 + 0.094 0.422 + 0097 0.403+0.138
Tlalotépet] 80 50+13 6 0400+0099  0424+0096  0.028+0.7108
Chichinautzin 80 46108 4 0382+0092 0462+07102  0.141+0.073
Xocotépetl 80 41+09 3 0.300+0.090 0398+0106  0.218+0.127
Zapotépetl 70 47+1.0 3 0367+0109  0427+0111  0.153+0.083
Cerro El Potosf 70 46+1.0 4 0.350 + 0.101 0462+0116  0.288+0.076
Promedio 774 45+03 34 0.330 £ 0.035 0.423+0.037 0.214 +0.040

P es el porcentaje de loci polimarficos.
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Cuadro 3. Diversidad genética (* error estandar) en niveles altitudinales de Pinus hartwegii en el Eje Neovolcanico y Sierra

Madre Oriental de México.

Estrato altitudinal Pt Nudmero de alelos Heterocigosidad indice de
(msnm) (%) Promedio Privados Observada Esperada fijacion
<3700 80 7.8+1.867 13 0.354+0.085 0482+0.110 0.223+0.071
3700 - 3900 80 7.6+1.661 7 0.332+0.086 0.492+0.105 0.298+0.094
>3900 70 52+1.236 3 0.267+0.084 0448+0.104 0.427+0.101

P es el porcentaje de loci polimdrficos.

porcentaje de loci polimérficos en P hartwegii varia
entre 86 y 100 % utilizando isoenzimas (Iglesias y Luna,
2008; Solis e Iglesias, 2001; Viveros-Viveros et al., 2010).
Las diferencias en los porcentajes de loci polimdrficos
son comunes y no comparables utilizando diferentes
marcadores moleculares debido a que estos pueden
evaluar la diversidad en secciones diferentes del genoma
de una especie (Neale y Wheeler, 2019); por ejemplo, las
isoenzimas solo son Utiles para evaluar la diversidad que
corresponde a los exones de un gen y constituyen el 1 %
del genoma de la mayoria de las especies (Krebs et al.,,
2018), mientras que los microsatélites se distribuyen a lo
largo del genoma del ADN (Neale y Wheeler, 2019).

Un porcentaje de loci polimérficos pequefio (31 %)
se reporta para esta especie utilizando microsatélites
del cloroplasto (Arzate-Fernandez et al, 2016), esto se
entiende porque el genoma del cloroplasto es muy pequefio
y la recombinacion es ausente en relacion con el genoma
del nucleo (Daniell et al., 2016; Krebs et al., 2018). Por otro
lado, el porcentaje de loci polimodrficos para P hartwegii
es menor que los valores estimados con los mismos
microsatélites para P oocarpa (100 %), P tecunumanii
(100 %) y P patula (100 %) (Dvorak et al., 2009; Méndez-
Neri et al., 2020). El porcentaje menor en P hartwegii se
puede deber al tamafio de muestra que se incluyd en la
presente investigacion, debido a que esta especie, al igual
que P oocarpa y P patula, tiene una distribucion amplia
(Perry, 1991); sin embargo, se incluyeron 84 individuos de
siete poblaciones en la distribucion natural de P hartwegii,
mientras que alrededor de 500 arboles en 51 poblaciones
se seleccionaron a lo largo de la distribucion natural de P
oocarpa (Dvorak et al, 2009). En estudios genéticos de
poblaciones el tamafio de muestra es controversial, este
puede serbajo silas poblaciones son pequefas, o bien, sera
necesario una muestra mayor si la poblacion es grande y
diversa; sin embargo, Hale et al. (2012) y Kalinowski (2005)
argumentaron que 20-30 individuos son suficientes para
determinar la diversidad y diferenciacion genética de una
poblacion.
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También, el nimero promedio de alelos por locus indican
una diversidad genética alta en las poblaciones y diferentes
niveles altitudinales de P hartwegii bajo estudio. La
mutacion es la fuerza evolutiva que genera alelos nuevos,
por lo que es laresponsable de generar diversidad genética
de novo (Krebs et al., 2018). Un numero alto de alelos
por locus es comun en microsatélites (Neale y Wheeler,
2019); por ejemplo, con los microsatélites empleados en
la presente investigacion, en cinco de estos se obtuvieron
numeros promedios de alelos por locus de 3.8 y 3.6 para
arboles en areas semilleras de P pseudostrobus Lindl. y
P montezumae Lamb., respectivamente (Delgado et al.,
2013), mientras que el numero promedio de alelos por
locus fue 8.9 considerando siete loci de microsatélites en
clones de P patula en dos huertos semilleros (Méndez-Neri
et al., 2020); sin embargo, el nimero promedio de alelos
es bajo para otros marcadores moleculares; por ejemplo,
los nimeros promedio de alelos por locus fueron 2.8 y
1.9 analizando loci de isoenzimas (Solis e Iglesias, 2001;
Viveros-Viveros et al,, 2010) en P hartwegii. Regularmente,
la diversidad genética de una especie es subestimada
cuando se usan las proteinas como indicadores de
diversidad debido a que no es posible detectar mutaciones
en tripletes que codifican para aminodcidos sindnimos
(Krebs et al., 2018).

La presencia de alelos privados indica diferenciacion
poblacional en P hartwegii, lo que sugiere una opcién
a futuro sobre el estudio de este tipo de alelos como
marcadores genéticos poblacionales (Neale y Wheeler,
2019); ademas, los alelos privados o exclusivos deben
ser considerados cuando se presentan estrategias de
conservacién de una especie debido a que la pérdida de
éstos puede poner en riesgo la adaptacion de una especie
a cambios ambientales (Schierenbeck, 2017). EI nimero
de alelos privados o exclusivos en las poblaciones en El
Tlalotépetl de P hartwegii es similar en este tipo de alelos
en areas semilleras de P pseudostrobus (cinco alelos
privados) y P montezumae (cuatro alelos privados) donde
también se analizaron cinco de los mismos iniciadores
del nucleo (Delgado et al, 2013) que se estudiaron en
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la presente investigacion; sin embargo, se presentan
especies con un numero reducido de alelos privados de
loci de microsatélites en P douglasiana Martinez (tres
alelos privados), P pseudostrobus (dos alelos privados)
y P oocarpa (dos alelos privados) (Ramirez et al., 2019).
El nimero alto de alelos privados en los arboles de P
hartwegii localizados en cada uno de los tres niveles
altitudinales se debe considerar y tener presente para
evitar el movimiento indiscriminado o migracion asistida
de plantas que se producen con semillas y que tienen
origen en diferentes altitudes, debido a que algunos
alelos exclusivos pueden estar sujetos a seleccion por las
condiciones ambientales diferentes en cada altitud, lo que
complicaria el establecimiento y desarrollo de plantas que
no sean colocadas en el estrato altitudinal de donde fue
recolectado el germoplasma (Andrade-Gémez et al., 2021),
por lo que la presencia de alelos privados representa para
las especies un reservorio de diversidad genética para la
adaptacioénlocal, resistencia contra plagas y enfermedades,
o bien como amortiguador del calentamiento global
(Dvorak, 2012). Por tanto, en el manejo forestal no se
recomienda mover planta entre niveles altitudinales hasta
gue se genere la informacion donde se pruebe que este tipo
de alelos no esté asociado con adaptacion a condiciones
ambientales diferentes.

La diversidad genética en P hartwegii es moderada, con
base en la heterocigosidad observada; sin embargo, la
heterocigosidad observada es mayor que el valor Ho = 0.08
gue se reporta para esta especie con el uso de isoenzimas
(Viveros-Viveros et al., 2010). La diferencia en el valor de
heterocigosidad observada es por las limitaciones para
detectar la presencia de alelos con el uso de aloenzimas
(Neale y Wheeler, 2019). La heterocigosidad observada
para P hartwegii en el presente estudio es similar que
para P montezumae (Ho = 0.34) y P pseudostrobus (Ho
= 0.38) con el uso de loci de microsatélites (Ramirez et al.,
2019). Resultados similares se mencionan en P remota
D.K. Bailey & Hawksw (Ho = 0.37) con loci de microsatélites
(Gonzélez et al.,, 2021).

La heterocigosidad esperada es aquella que se espera
con base en el principio de Hardy-Weinberg (Hartl vy
Clark, 2007), e indica una diversidad genética moderada
para P hartwegii. Solis e Iglesias (2001) reportaron una
heterocigosidad esperada (H, = 0.45), similar a la de
isoenzimas que presentd P hartwegii en la presente
investigacion, aunque los microsatélites e isoenzimas son
marcadores que evaltUan partes diferentes de un genoma
(Neale y Wheeler, 2019). En comparacién con otros
estudios realizados con el uso de microsatélites de nucleo,
la heterocigosidad esperada para P hartwegii es similar al
valor que se reporta para P. remota (H, = 0.56), especie con
poblaciones dispersas y fragmentadas (Gonzélez et al,
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2021), P. pseudostrobus (H,= 0.52) y P montezumae (H, =
0.51) (Ramirez et al., 2019). Valores superiores se reportan
para P oocarpa (H,= 0.70), P tecunumanii (H, = 0.68) y
P patula (H,= 0.60) (Dvorak et al., 2009). Una diversidad
genética alta puede ser Util para aumentar la posibilidad
de supervivencia y tolerancia a plagas y enfermedades, asi
como la capacidad de adaptacion de la descendencia a
cambios ambientales (Neale y Wheeler, 2019).

Los valores de los indices de fijacion, o endogamia,
reflejan un déficit de heterocigotos en las poblaciones
y niveles altitudinales para P hartwegii, por lo que
la autofecundacion y cruzamiento entre individuos
emparentados pueden estar ocurriendo (White et al., 2007).
El valor méximo de endogamia es igual a 1.0 cuando solo
se presenta la autofecundacion en una especie (White
et al, 2007). Niveles altos de endogamia son una de
las principales causas que pueden llevar a la extincion
de poblaciones y especies como consecuencia de la
depresién endogamica por la accion de alelos deletéreos
en estado homocigético (Frankham, 2010). En este estudio
el indice de fijacion indica una endogamia de moderada
a baja en las poblaciones y estratos altitudinales. Una
densidad baja en el nivel altitudinal mayor puede ser la
causa de una autofecundacion mayor (Rajora y Mosseler,
2007; White et al.,, 2007). Aungue, los microsatélites son
marcadores neutros, el déficit de heterocigotos indica
que la seleccion disruptiva puede estar favoreciendo
a individuos homocigotos diferentes (Frankham et al,
2002), manteniendo una diversidad genética moderada
en P hartwegii, con base en la heterocigosidad esperada.
El indice de endogamia para P hartwegii es semejante
a los valores de 0.304 y 0.361 que se reportaron con el
uso de isoenzimas (Viveros-Viveros et al., 2010; Viveros-
Viveros et al, 2014). indices de endogamia similares
se han reportado para P pseudostrobus (F = 0.25) y
P montezumae (F = 0.34) con el uso de microsatélites
del nucleo (Ramirez et al, 2019). Dvorak et al. (2009) y
Méndez-Neri et al. (2020) mencionaron indices de fijacion
de 0.15y 0.05, respectivamente, para P, patula.

La diversidad genética es moderada en las poblaciones
y estratos altitudinales incluidos en el presente estudio,
por lo que el aislamiento poblacional de la especie limita
el intercambio genético; por lo tanto, la hipdtesis planteada
no se cumplié del todo.

CONCLUSIONES

Los individuos en las poblaciones y estratos altitudinales
de P hartwegii presentan niveles suficientes de diversidad
genética para que los éarboles en las poblaciones de
esta especie tengan el potencial evolutivo para una
mayor probabilidad de adaptacion ante los cambios
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ambientales. La presencia de alelos privados es comun
en las poblaciones y niveles altitudinales de esta especie,
mientras que los indices de endogamia o fijacion fueron
bajos tanto en las poblaciones como en los estratos
altitudinales, con excepcion de El Citlaltépetl y en el estrato
altitudinal mayor.
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