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Articulo de investigacion

Diversidad genética en poblaciones de Pinus remota
(Pinaceae) del Noreste de México: evidencias de
declinamiento demografico histoérico

Genetic diversity in Pinus remota (Pinaceae)
populations of Northeast Mexico: evidences of
historical demographic contraction

ActaBotanica
Mexicana

, Patricia Delgado Valerio*®, Agustin Molina Sanchez'®, Celestino Flores Lopez,

Juan Pablo Vargas Gutierrez'@ vy J. JesUs Garcia Magana!

Aridahi Gonzélez JiméneZz'

Resumen

Antecedentes y Objetivos: El decremento y fragmentacion de las poblaciones resulta en la pérdida de variacién e incremento de la diferenciacion
genética. Pinus remota es una especie arbdrea-arbustiva de distribucidn restringida con poblaciones dispersas y fragmentadas. Los objetivos del
presente estudio fueron: evaluar los niveles de variacion genética, la endogamia y el tamafio efectivo de las poblaciones, probar la hipdtesis de la
existencia de cuellos de botella asociados a la disminucion de la variacién genética de las poblaciones y analizar la estructura genética y su asociacion
con la distribucidn geografica de las poblaciones.

Meétodos: El estudio se realizd en siete poblaciones representativas de su distribucion natural en México, con muestras de aciculas de 112 arboles
analizadas con cinco microsatélites de ntcleo. Los datos se evaluaron con parametros de la genética de poblaciones y métodos de aproximacion
Bayesiana.

Resultados clave: La heterocigosidad promedio esperada (H.=0.557) fue mas alta que la observada (H,=0.375). Las poblaciones no se encuentran en
equilibro Hardy-Weinberg, con una endogamia significativa (Fs=0.259) y tamafios efectivos reducidos (N. entre 375-425); estan estructuradas en tres
grupos genéticos (F=0.158), con valores altos del indice Mc (0.186-0.283), sugiriendo eventos de declinamiento demografico ancestral (entre 11,910
y 23,820 afios atras), asociados con los cambios climaticos del Pleistoceno.

Conclusiones: El estudio demuestra que P. remota contiene una variacion genética considerable, pero estructurada espacialmente y asociada a
cuellos de botella ancestrales. Ademas, se confirma que P. catarinae es su sindnimo. La especie ha sido capaz de subsistir y adaptarse a condiciones
ambientales locales. Con este conocimiento se plantean estrategias para la conservacion de las poblaciones remanentes de la especie.

Palabras clave: conservacion, cuellos de botella, endogamia, estructura genética, microsatélites, Pinus.

Abstract

Background and Aims: The decrease and fragmentation of populations result in the loss of variation and increase in genetic differentiation. Pinus
remota is an arboreal-shrubby species of restricted distribution with scattered and fragmented populations. The objectives of the present study were:
to evaluate the levels of genetic variation, inbreeding and the effective size of the populations, to test the hypothesis of the existence of bottlenecks
associated with the reduction of the genetic variation of the populations, and to analyze the genetic structure and its association with the geographic
distribution of populations.

Methods: The study was carried out in seven representative populations of their natural distribution in Mexico, by screening a total of 112 trees with
five nuclear microsatellites. The data were evaluated with parameters of population genetics and Bayesian approach methods.

Key results: The average expected heterozygosity (H.=0.557) was higher than the observed heterozygosity (H,=0.375). The populations are not in
Hardy-Weinberg equilibrium, with significant inbreeding levels (Fs=0.259) and small effective sizes (N. between 375-425). These are structured in
three genetic groups (Fsr=0.158), with high values of the Mc index (0.186-0.283), suggesting ancestral demographic decline events (between 11,910
and 23,820 years ago), associated with the Pleistocene climate changes.

Conclusions: The study showed that P. remota contains a considerable genetic variation, which is spatially structured and associated with ancestral
bottlenecks. Moreover, it is confirmed that P. catarinae is its synonym. The species has been able to survive and adapt to local environmental condi-
tions. With this knowledge conservation strategies for the remaining populations of the species are proposed.

Key words: bottlenecks, conservation, genetic structure, inbreeding, microsatellites, Pinus.
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Introduccion

La fragmentacién del habitat actia de manera importante
tanto en los procesos microevolutivos (ej. flujo genético,
deriva genética y seleccion natural) como en las fluctuacio-
nes demograficas de las poblaciones (tamafos poblaciona-
les, reproduccién y estructura de edades) (Holderegger et
al., 2010; Ellstrand, 2014). Las poblaciones fragmentadas,
pequeias y dispersas conducen al aislamiento genético, a
la pérdida de diversidad genética y al bajo flujo genético
entre las poblaciones, que conlleva a una baja habilidad
para afrontar los cambios ambientales e incremento de
las probabilidades de extincion (Frankham, 1995; Ledig et
al., 2001; Naydenov et al., 2017). El conocimiento de estas
propiedades genéticas y demograficas es particularmente
importante para las poblaciones arbéreas debido a sus fun-
ciones esenciales en los ecosistemas ante las presiones del
cambio climatico y antropogénicas (Linares y Tiscar, 2010;
Bijlsma y Loeschcke, 2012; Naydenov et al., 2015, 2017;
Wehenkel et al., 2017). Por ello, el estudio de la variabilidad
genética de las especies arbdreas es central para su conser-
vacién y para el mantenimiento a largo plazo de todas las
demds formas de vida en estos sistemas forestales.

En México varias de las especies del género Pinus L.
estdn representadas por poblaciones pequefias y dispersas
(Ledig et al., 2001). De las 50 especies reportadas (Gernandt
y Pérez de la Rosa, 2013; Pérez de la Rosa y Gernandt,
2017), 11 se encuentran en alguna categoria de riesgo en la
Lista Roja de la Unidn Internacional para la Conservacion de
la Naturaleza (IUCN, 2021), siendo en su mayoria especies
del subgénero Strobus L., subseccién Cembroides Engelm.

Pinus remota (Little) D.K. Bailey & Hawksw. también
pertenece a la subseccién Cembroides, que incluye a las
especies de pinos conocidas como pifioneros (Gernandt et
al., 2003, 2005; Montes et al., 2019). Los arboles tienen un
tamaino medio de tipo arbéreo-arbustivo y forman pobla-
ciones que crecen de manera dispersa y fragmentada en
dos regiones de Norteamérica: una en los Estados Unidos
de América al suroeste de Texas y la otra en México, en el
noreste y sureste de Chihuahua, Coahuila y oeste de Nuevo
Ledn (Perry, 1991; Farjony Styles, 1997; Farjon, 2013). Gran
parte de estas dos regiones se encuentra inmersa dentro
del Desierto Chihuahuense. Debido a la distribucién frag-
mentada y aislada de sus poblaciones, P. remota esta sujeta
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a proteccion especial (Pr) por la Norma Oficial Mexicana,
NOM-059-SEMARNAT-2010 (SEMARNAT, 2010) y como de
menor riesgo (Least Concern) por la IUCN (2021), situacion
atribuible a la falta de evidencias significativas sobre la dis-
minucion del numero y tamafio de las poblaciones pasadas,
recientes o en curso (Farjon, 2013). Una caracteristica so-
bresaliente de la especie es que es el Unico pino pifionero
gue crece a menor altitud tanto en Estados Unidos de Amé-
rica (400 m s.n.m.) como en México (1140-1600 m s.n.m.)
y que esta adaptada a condiciones de semiaridez. Habita
en cafones y laderas de montafia, y en suelos muy some-
ros con abundancia de roca caliza donde la comunidad de
pifioneros-juniperos esta pobremente desarrollada (Perry,
1991; Farjon y Styles, 1997).

Algunas poblaciones de P. remota distribuidas en
Meéxico fueron consideradas durante varios aflos como par-
te de la especie P. catarinae Passini (Passini, 1982). Sin em-
bargo, estudios morfoldgicos (Farjon y Styles, 1997; Price et
al., 1998) y filogenéticos posteriores (Gernandt et al., 2003;
Favela, 2004) demuestran que P. catarinae es un sindénimo
de P. remota, sugiriendo que las disimilitudes morfoldgicas
observadas se deben a diferencias microambientales del
habitat, dada la condicién fragmentada y marginal de la
distribucion de las poblaciones.

Para P. remota actualmente no existen estudios ge-
néticos a nivel infraespecifico que permitan reconocer los
mecanismos microevolutivos a través de los cuales ha evo-
lucionado (expansion, fragmentacién, presencia de cuellos
de botella), y que ademas den soporte a las similitudes que
a nivel molecular se han obtenido con las reconstrucciones
filogenéticas entre ambos taxa (Gernandt et al., 2003; Fa-
vela, 2004). El Unico estudio reportado sobre variabilidad
genética se realizd con marcadores RAPDs para cinco po-
blaciones: dos putativas de P. remota y tres de P. catarinae,
con una diferenciacién genética no significativa entre am-
bos taxa (F=0.130, P=0.097; Favela, 2004). En este sentido,
es relevante evaluar la variacidn genética de las poblacio-
nes de P. remota no solo para determinar cuales factores
microevolutivos han influido durante su historia evolutiva,
sino también para preservar los recursos genéticos frente
a los cambios ambientales en curso. Ademas, su estudio es
importante para entender procesos evolutivos de diversifi-
cacion de los pinos pifioneros.
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Uno de los marcadores genéticos mas utilizados
para reconstruir la historia evolutiva de las poblaciones y
especies son los microsatélites de nucleo (SSRn), pues son
marcadores codominantes con un alto grado de polimor-
fismo, reproductibilidad y especificidad (Oliveira et al.,
2006; Delgado y Pifiero, 2008). Los SSRn han sido amplia-
mente utilizados en especies de pinos para estimar los ni-
veles de variacidon y estructura genética, el flujo genéticoy
los niveles de endogamia, para hacer inferencias de la de-
mografia histdrica de las poblaciones, en la delimitacién
de taxa infraespecificos y para analizar las tasas de entre-
cruzamiento, entre otros parametros genéticos de las po-
blaciones (Marquardt y Epperson, 2004; Boys et al., 2005;
Dvorak et al., 2009; Chhatre y Rajora, 2014; Naydenov et
al., 2015; Zinck y Rajora, 2016; Rebolledo Camacho et al.,
2018).

En el presente trabajo se usaron cinco SSRn para ex-
plorar el grado de diferenciacién genética de poblaciones
representativas de P. remota distribuidas en México, e infe-
rir los procesos demograficos asociados con su historia evo-
lutiva. Acorde con la distribucién dispersa y fragmentada de
las poblaciones analizadas se espera que estas contengan
niveles bajos de variacidn genética y una diferenciacion ge-
nética marcada. Los objetivos especificos fueron: i) evaluar
los niveles de variacidn genética, la endogamia y el tamaiio
efectivo de las poblaciones, ii) probar la hipétesis de la exis-
tencia de cuellos de botella asociados a la disminucién de
la variacion genética de las poblaciones vy iii) analizar la es-
tructura genética y su asociacion con la distribucion geogra-
fica de las poblaciones. Con este conocimiento se plantean
acciones prioritarias de conservacién de las poblaciones
remanentes de P. remota en México.

Materiales y Métodos

Area de estudio y trabajo de campo

El drea de estudio se encuentra en la provincia fisiografica
Sierra Madre Oriental donde convergen dos subprovincias:
Pliegue Saltillo Parras y Gran Sierra Plegada (INEGI, 2009a,
b). El estudio incluye siete poblaciones representativas de
la distribucidon natural de P. remota en México, las cuales
fueron georreferenciadas con el uso de un GPS (Garmin
eTrex 20x Ltd, Olathe, Kansas, EUA) mediante coordenadas
UTM NAD 27.
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La poblacién de La Gavia (LG) estad ubicada en el mu-
nicipio Castafios, Coahuila, dentro de la subprovincia Plie-
gue Saltillo Parras (Fig. 1A, B). Taxondmicamente es carac-
terizada como la localidad tipo de P. remota (Favela, 2004).
En el municipio Santa Catarina, subprovincia Gran Sierra
Plegada, entre las montafias que limitan a Monterrey, Nue-
vo Ledn, con Saltillo, Coahuila (Perry, 1991; Favela, 2004) se
ubica el resto de las poblaciones: Molino de Viento (MV),
El Jonuco (JN), Casa Blanca 1 (CB1), Casa Blanca 2 (CB2)
localidad tipo del sindnimo P. catarinae (Favela, 2004), La
Cantera (LC) y Cafién de Pinos (CP) (Cuadro 1, Figs. 1A, C).

Las poblaciones se distribuyen entre 1250-1496 m
s.n.m. y, aunque las condiciones del habitat son en ge-
neral aridas, presentan importantes variaciones. Para la
poblacién LG distribuida al norte y alejada del resto de
las poblaciones (entre 93-94 km de distancia lineal) el cli-
ma es de tipo muy seco semicalido con suelo Leptosol,
temperatura entre 14-22 °C y precipitacion de 200-500
mm (INEGI, 2009a). Para las poblaciones del municipio
Santa Catarina la temperatura oscila entre 10-22 °C, con
precipitacién de 200-900 mm (INEGI, 2009b). En la po-
blacion MV el clima es seco semicalido; en CP, semiseco
templado y en el resto, seco templado. Los suelos son de
tipo Litosol a excepciéon de MV donde es Xerosol Hapli-
co (SEDUE, 2015). Las poblaciones se asocian con espe-
cies de matorral desértico microfilo (Acacia berlandieri
Benth., Berberis trifoliolata Moric., Prosopis glandulosa
Torr. y Gymnosperma glutinosum Less.) y matorral de-
sértico rosetdéfilo (Agave lechuguilla Torr., A. berlandieri,
Porlieria angustifolia A. Gray., Celtis pallida Torr. y Berberis
trifoliata Torr.) (Mata et al., 2014).

En cada poblacién se recolectaron aciculas de 15 a
22 arboles. Se obtuvo un total de 112 muestras, las cua-
les fueron guardadas en bolsas de plastico y etiquetadas
con los siguientes datos de campo: nimero de indivi-
duo, especie, fecha y lugar de colecta. Asi mismo, para
cada arbol se tomaron datos de altura con la ayuda de
un clindmetro digital (Forestry Suppliers, modelo Suunto
PM5/66PC, Misisipi, EUA) y se midié el didametro basal del
tronco (DBA) con cinta diamétrica (Cuadro 1). Las mues-
tras fueron transportadas en un contenedor con hielo al
laboratorio de Genética de la Facultad de Agrobiologia,
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, vy al-
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Figura 1: A. Mapa con la ubicacién de los siete sitios de estudio de P. remota (Little) D.K. Bailey & Hawksw. en el Noreste de México y con el rango de
distribucién de la especie (GBIF, 2021), delimitado por el desierto Chihuahuense; B. Fisionomia de los arboles de la poblacidn tipo La Gavia (LG) de P.
remota (Favela, 2004); C. Fisionomia tipica de los arboles del resto de las poblaciones catalogadas como P. catarinae Passini.

macenadas en un ultracongelador (Thermo Fisher Scien-
tific, modelo 931, Ohio, EUA) a -80 °C, hasta su procesa-
miento para la extraccion de ADN.

Obtencién de microsatélites de nucleo (SSRn)

El ADN se extrajo con el protocolo Miniprep CTAB 2x mo-
dificado para pinos (Vazquez-Lobo, 1996). Se ensayaron 12
microsatélites de nucleo (SSRn): nueve reportados para P.
strobus L. (Echt et al., 1996) y tres para P. pinea L. (Pinzauti
et al., 2012), de los cuales cinco fueron reproducibles y po-
limdrficos (Cuadro 2). La reaccidon de amplificacion se hizo
acorde con Delgado Valerio et al. (2013) y fue la siguiente:
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2.5 ul buffer (1M Tris, pH 9.0), 2.0 ul dNTPs (4x, 100 mM),
0.5 pL de cada oligo (10 uM). El oligo derecho fue marcado
con fluorescencia 6-FAM, VIC o NED, 11.3 plL de agua des-
tilada, 1.5 pL, 50 mM MgCl, (4 mM), 0.2 uL de Taqg polime-
rasa (1U) y 3.0 puL de DNA (50 ng/ul), con un volumen final
de 23 pul.

Para las amplificaciones se usé un Termociclador
Bio-Rad C1000™ (California, EUA) con un gradiente de tem-
peratura dependiente de cada microsatélite (52-60 °C). El
programa consistié en los siguientes pasos: 94 °C (5 min),
gradiente de 18 ciclos a 95 °C (45 s), 52-60 °C (45 s) dismi-
nuyendo 0.5 °C cada ciclo y 72 °C (45 s), seguido de 20 ci-
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Cuadro 1: Ubicacion geografica, caracteristicas ambientales y dasométricas de los arboles de las poblaciones de Pinus remota (Little) D.K. Bailey &

Hawksw., estudiados en México.

.. Coordenadas geograficas Altitud . Altura Diametro
Poblacion Clima Suelo
Latitud N Longitud O (m) media (m) medio (cm)

La Gavia (LG) 26°20'18" 101°14'49.4" 1250 Muy seco Leptosol 5.71 23.44
Coahuila Semicalido

Molino de Vientos (MV) 25°40'52" 100°38'44" 1264 Seco Xerosol 2.95 10.60
Coahuila Semicalido Haplico

El Jonuco (JN) 25°39'45" 100°38'02" 1496 Seco Litosol 2.18 8.30
Nuevo Ledn Templado

Casa Blanca 1 (CB1) 25°38'28" 100°42'38.02" 1311 Seco Litosol 2.25 10.75
Nuevo Ledn Templado

Casa Blanca 2 (CB2) 25°38'39.9" 100°42'30.7" 1250 Seco Litosol 2.63 10.36
Nuevo Ledn Templado

La Cantera (LC) 25°35'53" 100°47'16" 1648 Seco Litosol 1.06 6.49
Coahuila Templado

Cafidn de los Pinos (CP) 25°36'35" 100°48'47" 1398 Semiseco Litosol 1.68 10.24
Coahuila Templado

Cuadro 2: Microsatélites de nucleo seleccionados (Echt et al., 1996; Pinzauty et al., 2012). Repeticiones del microsatélite, secuencia de iniciadores,
tamafio esperado de los fragmentos en pares de bases (Pb) y temperatura de alineamiento (Tm).

Microsatélite Repeticion Secuencias de iniciadores forward/ Pb Tm (°C)
revers

RPS34b (AC)14 CAGTGTTCTCTTATCACAGCG/ 145 55
GCACTATAATGAAATAGCGCA

RPS118b (AC)14 CATTGTGGTGTCTTTGTGAA/ 160 52

CCACCTCCGACCATAAAC

RPS20 (AC)16(AT)6 ACTTCCCCACAGGTTAACACA/ 138 55
AACAAGATAGGCGGGATTCA

RPS2 (AC)10 CATGGTGTTGGTCATTGTTCCA/ 163 55

TGGAGGCTATCACGTATGCACC
Pineal0 (TA)8 CAGGAAATGCGTATCTTGTA/ 194 60

GGCTGCCATTGAAATGAAAT

clos similares al gradiente, pero con la menor temperatura
de alineamiento alcanzada para cada microsatélite (42-50
°C), y una extension final a 72 °C (5 min). Las amplificacio-
nes fueron enviadas a un servicio externo a la Universidad
de lllinois, EUA, para la obtencién de los fragmentos con
un secuenciador automatico (Appied Biosystems, modelo
3730xl, Applied Biosystems, California, EUA), mientras que
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los genotipos fueron determinados con el programa Peack
ScannerTM v. 1 (Applied Biosystems, 2006).

Analisis de datos

Los estimadores de la variacién genética fueron los siguien-
tes: numero de alelos por locus (n), promedio de alelos por
locus (A), numero efectivo de alelos por locus (A,), hetero-
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cigosis observada (H,) y esperada (H.), e indice de endo-
gamia (F). La desviacién del equilibrio Hardy-Weinberg se
estimd con el método no paramétrico de cadenas de Mar-
cov tipo Monte Carlo (MCMC) con 100,000 permutaciones
(Guo y Thompson, 1992). Los analisis fueron obtenidos con
el programa Arlequin v. 3.5.1.2 (Excoffier y Lischer, 2010).
La riqueza alélica (A,) se estimd con el programa ADZ v. 1
(Szpiech et al., 2008), que utiliza un enfoque de rarefaccion
para estandarizar las estimaciones al tamafo de muestra
de la poblacion mas pequefia del conjunto de datos (El
Mousadik y Petit, 1996).

Para los cinco loci utilizados se hicieron pruebas
exactas de desequilibrio de ligamiento a nivel de las po-
blaciones y una global con el método exacto de Fisher, ob-
tenidas con el programa GENEPOP v. 4.4 (Rousset, 2008).
Asi mismo, se determind la frecuencia de alelos nulos con
el programa FreeNa (Chapuis y Estoup, 2007). El tamaiio
efectivo de la poblacion (N.) se obtuvo a partir del parame-
tro 8=4N.4, que es igual a cuatro veces el tamafio efectivo
por la tasa de mutacion (Kimura y Ohta, 1978). Este para-
metro (6) se determind a través del modelo de mutaciones
de un paso SMM (Slatkin, 1995), con el programa Arlequin
v. 3.5.1.2 (Excoffier y Lischer, 2010). La tasa de mutacién
que se asumio fue de 10 por generacidn (Boys et al., 2005;
Delgado Valerio et al., 2013; Rebolledo Camacho et al.,
2018).

Para inferir la consecuencia de procesos demografi-
cos sobre el nivel de diversidad genética de las poblacio-
nes, se probod la hipdtesis de la reduccién del tamafio de
las poblaciones por el efecto de los cuellos de botella con
dos métodos. El primero fue el método comparativo de la
heterocigosidad obtenida (H.) en el sentido de Nei (1987),
y la heterocigosidad esperada (H.,) inferida del nimero de
alelos observados para cualquier poblacién y locus, bajo
el supuesto de equilibrio entre deriva genética y mutacién
(Cornuet y Luikart, 1996; Piry et al., 1999). Si se presenta
un cuello de botella reciente, esta relacion puede perderse
y H. podria ser temporalmente mayor que la H,,, debido a
que la pérdida de alelos es mas rapida que la reduccién de
la heterocigosis (Luikart y Cornuet, 1998; Piry et al., 1999).
Para el analisis se usaron los modelos de mutacion de un
paso (SMM) y de mutacidn de dos fases (TPM), que asume
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mutaciones multiples (30%) y simples (70%) (Di Rienzo et
al., 1994). La significancia fue obtenida con la prueba de
Wilcoxon con 10,000 réplicas. Para este andlisis se uso el
programa Bottleneck v. 1.2.02 (Piry et al., 1999).

En la segunda aproximacién se usé el pardmetro M
radio (Garza y Williamson, 2001); fue calculado como el ra-
dio medio del numero de alelos (k) dividido por el interva-
lo del tamafio de los alelos (r) de cada loci, con el uso del
programa Arlequin v. 3.5.1.2 (Excoffier y Lischer, 2010). Un
valor menor al Mc critico=0.68 indica un evento de cuello
de botella, debido a que durante el declinamiento de la po-
blacién el nimero de alelos decrece mas rapidamente que
el intervalo en el tamafio de los alelos y disminuye por tan-
to el valor de M (Garza y Williamson, 2001). Este método, a
diferencia del anterior, es muy Util para detectar cuellos de
botella ancestrales y mayores a 100 generaciones (William-
son-Natesan, 2005).

Para la determinacién de grupos genéticos se usd
una aproximacion Bayesiana con el programa STRUCTURE
v. 2.3.4. (Pritchard et al., 2000). Este programa infiere la es-
tructura poblacional a partir de datos de genotipo de mar-
cadores no ligados mediante un método de agrupamiento.
Los modelos establecen que hay poblaciones (K grupos)
que tienen frecuencias alélicas diferentes en cada locus
analizado, donde los individuos se agrupan segun la cerca-
nia o grado de similitud genética. En este estudio se uso el
modelo de mezcla genética, asumiendo informacién a prio-
ri de las poblaciones y frecuencias alélicas correlacionadas
(Falush et al., 2003). El nimero de K grupos analizados fue
de 1a7con10corridasindependientes, 10,000 periodos de
burnin y 100,000 iteraciones (MCMC). Subsecuentemente,
el numero de K grupos con la mayor probabilidad fue eva-
luado con el método complementario de Evanno (Evanno
et al., 2005) e implementado en el programa STRUCTURE
HARVESTER Web v. 0.6.94 (Earl y vonHoldt, 2012). La asig-
nacion de la ancestria (q) de los individuos pertenecientes
a cada grupo genético se obtuvo con el programa CLUMPP
v. 1.1.2 (Jakobsson y Rosenberg, 2007).

La estructura genética se obtuvo con un andlisis je-
rarquico de varianza molecular (AMOVA) en dos niveles:
entre poblaciones y entre individuos dentro de las pobla-
ciones, con el uso del estadistico RST basado en el modelo
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de mutacion de un paso (SMM) (Slatkin, 1995). Este analisis
también se hizo con los grupos genéticos obtenidos con el
programa STRUCTURE (Pritchard et al., 2000) en dos nive-
les: entre los K grupos genéticos y entre los individuos den-
tro de los K grupos. La significancia estadistica se evalud
con 1000 permutaciones no paramétricas con el programa
Arlequin v. 3.5.1.2 (Excoffier y Lischer, 2010). El flujo gené-
tico entre pares de poblaciones se estimé con la formula
Nm=(1/Fs-1)/4 (Slatkin, 1993).

Finalmente, para conocer si las poblaciones se ajus-
tan a un modelo de aislamiento por distancia (IBD) (Slat-
kin, 1993) se hicieron analisis pareados de Mantel con
10,000 permutaciones con el programa IBD v. 1.52 (Boho-
nak, 2002). Las distancias genéticas obtenidas con los valo-
res del estadistico Rs; entre pares de poblaciones (Slatkin,
1995) se compararon con las distancias geograficas absolu-
tas en kildmetros obtenidas a través de la transformacién
de Mercator con el programa QGIS v. 2.16 (Quantum GIS
Development Team, 2016).

Resultados

Variacion genética

Se presentd un total de 57 alelos en un intervalo de 8
(RPS2) a 17 (RPS20) por locus y un promedio de 5 alelos
por locus. Los alelos mas frecuentes fueron cuatro: 123pb
(RPS34b), 220pb (RPS118), 143pb (RPS2) y 182pb (RPS120).
El nimero de alelos de cada poblacién fue relativamente
diferente; el menor nimero se presenté en las poblacio-
nes JN y CB2 (17 alelos) y el mayor nimero en las pobla-
ciones MV (32) y LC (29). El promedio de alelos efectivos
fue menor que la riqueza alélica entre las poblaciones: A,
de 1.962 (CB2) a 3.543 (MV) y A, de 2.771 (CB2) a 4.178
(MV) (Cuadro 3). Se obtuvo un total de 22 alelos unicos, de
dos a cinco por poblacién y frecuencias entre 0.025 a 0.167.
Las poblaciones de distribucion mas extrema presentaron
un mayor numero de alelos Unicos: LG y MV ubicadas al
norte de su distribucién, cinco alelos Unicos y LC sureia,
cuatro. En la poblacién JN no se detectd ningun alelo uni-
co. El promedio de la heterocigosis observada (H,=0.375)

Cuadro 3: Estimados de la variacion genética de siete poblaciones de Pinus remota (Little) D.K. Bailey & Hawksw., en México. Los nombres completos
de las localidades se encuentran en el Cuadro 1. Tamafio de muestra (N), nimero de alelos (n), promedio de alelos (A), riqueza alélica (A;), nimero
efectivo de alelos por locus (A.), heterocigosis observada (H,) y esperada (H.), indice de endogamia (F) y tamafio efectivo de la poblacion (N.). *,

P<0.05; **, P<0.0001. En paréntesis se indica la Desviacion Estandar (DE).

Poblacion N n A A, A. H, H. F N.

LG 19 26 5.200 3.511 2.584 0.228 0.522%** 0.569** 376
(0.035) (0.102)

MV 22 32 6.400 4.178 3.543 0.446 0.653** 0.332%* 427
(0.104) (0.075)

IN 12 17 3.400 2.715 2.153 0.404 0.511* 0.218* 375
(0.051) (0.088)

CcB1 14 20 4.200 3.333 2.525 0.414 0.511* 0.198* 375
(0.140) (0.141)

CB2 12 17 3.400 2.771 1.962 0.129 0.427* 0.554%** 386
(0.060) (0.128)

LC 20 29 5.800 3.584 2.671 0.456 0.625* 0.272%* 415
(0.062) (0.027)

cP 13 22 4.400 3.215 2.951 0.550 0.653* 0.168* 427
(0.139) (0.071)

Promedio 15 23 4.686 3.329 2.627 0.375 0.557 0.259** 397

(DE) (0.350) (0.428) (0.220) (0.040) (0.035) (0.064)
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fue menor a la esperada (H.=0.557). El valor de H, varid de
0.129 (CB2) a 0.550 (CP), y el de la heterocigosis esperada
(H.) de 0.427 (CB2) a 0.653 (MV y CP) (Cuadro 3). Todos los
valores se desvian del equilibrio Hardy-Weinberg, pero con
diferente grado de significancia estadistica, lo que sugiere
que existen diferencias en el déficit de la H, respecto a la H,
entre las poblaciones y, por tanto, diferente intensidad de
endogamia.

No se observé desequilibrio de ligamiento significati-
vo para los pares de loci analizados a nivel de las poblacio-
nes, ni a nivel global (P>0.05), lo cual indica que los loci se-
gregan de manera independiente. Tampoco se presentaron
alelos nulos con valores altos; solo en un locus (RPS20) con
una proporcion ligeramente mayor a 0.2 (0.228).

El promedio del indice de fijacion fue alto y significa-
tivo (Fs=0.259; P=0.0001). Las poblaciones CB2 (F=0.554;
P=0.001) y LG (Fs=0.569; P=0.000) presentaron los valores
mas altos; las poblaciones CB1 (Fs=0.198; P=0.011) y CP
(Fs=0.168; P=0.031), los mas bajos y marginalmente signifi-
cativos (Cuadro 3). El tamafio efectivo fue similar entre las
poblaciones: valores de 375 (JN y CB1) a 427 (MV), incluso
para las poblaciones con niveles importantes de endogamia
(CB2, N.=386y LG, N.=376). Por tanto, se puede considerar
que todas las poblaciones contribuyen de manera similar
al mantenimiento de la diversidad genética de la especie.

Demografia historica

El andlisis demografico de la reduccién reciente del tama-
fio de las poblaciones, basado en el modelo de exceso de
heterocigosidad, muestra que en todas las poblaciones los
valores de H. y H., no son diferentes significativamente
(P>0.05), lo que indica que no ha ocurrido una reduccion
reciente de su tamafio. Por el contrario, en tres de las po-
blaciones se presenta un déficit de H, significativo (LG, MV
y CB2), sugiriendo cuellos de botella ancestrales (Cuadro 4).
El modelo de M radio muestra en todas las poblaciones va-
lores menores al Mc critico (0.68), los cuales se encuentran
entre 0.186 (CB2) y 0.283 (MV) sugiriendo la existencia de
declinamiento poblacional ancestral.

Grupos genéticos y aislamiento por distancia

El andlisis Bayesiano de agrupamiento genético implemen-
tado en el programa STRUCTURE (Pritchard et al., 2000),
resultd en tres grupos genéticos con el mayor soporte esta-
distico (Deltak=44.137) (Fig. 2). En el primer grupo genéti-
co K1 se incluyen las poblaciones LG y MV, donde LG tiene
la distribucidon mas al norte y alejada del resto. El segundo
grupo K2 estd conformado por las poblaciones JN, CB1 y
CB2, de distribucién mas central, y LCy CP en el grupo ge-
nético K3, distribuidas en la zona mas surefia. Sin embargo,
todas las poblaciones muestran diferentes grados de ances-

Cuadro 4: Andlisis de la reduccion demografica de las poblaciones de Pinus remota (Little) D.K. Bailey & Hawksw., en México. Los nombres completos
de las localidades se encuentran en el Cuadro 1. Prueba de Wilcoxon (10000 réplicas) para el método de Exceso de heterocigosidad (Heq), que es
comparado con la heterocigosis esperada (H.) (Cornuet y Luikart, 1996), obtenido con los modelos de mutacién de un paso (SMM) y de dos fases
(TPM), e indice de M radio (Garza y Williamson, 2001). En paréntesis se indica la Desviacién Estandar.

Prueba de Wilcoxon’s
Valor de Probabilidad

indice de M radio

Poblaciéon Heq SMM o TPM o
H. exceso/déficit H. exceso/déficit
LG 0.574 1.000/0.015 0.953/0.031 0.279 (0.115)
MV 0.614 0.984/0.031 0.968/0.046 0.283 (0.156)
IN 0.491 0.922/0.109 0.922/0.108 0.269 (0.110)
CB1 0.559 0.953/0.078 0.953/0.078 0.189 (0.580)
CB2 0.525 1.000/0.015 1.000/0.016 0.186 (0.162)
LC 0.591 0.953/0.078 0.922/0.103 0.198 (0.092)
CcpP 0.569 0.500/0.593 0.500/0.594 0.231(0.192)
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Figura 2: Agrupamiento de las poblaciones de Pinus remota (Little) D.K. Bailey & Hawksw., en México, obtenido con el andlisis Bayesiano de
STRUCTURE (Pritchard et al., 2000). A. Grafico de barras que muestra el nimero de grupos K=3 con la mayor probabilidad y obtenido con el método
de Evanno et al. (2005). Las barras verticales representan a cada individuo analizado en el estudio (112) y las barras con diferentes colores representa
la cantidad de mezcla de los K grupos genéticos para cada individuo; B. Grupos genéticos (K) de mayor probabilidad con base al algoritmo Deltak
(Evanno et al., 2005); C. Graficos de pastel con la distribucion de la proporcidn de ancestria (q) para cada uno de los K grupos genéticos obtenidos.

tria de los tres grupos (valores de g entre 0.02 y 0.97). De
los 112 individuos analizados, 64% (30 individuos) y 77%
(45) de los genotipos pertenecen a los grupos genéticos
K1y K3 respectivamente, mientras que en el grupo K2 se
presentd la mayor mezcla de genotipos de los tres grupos
con 54% (29 individuos) de ancestria para este grupo. De-
bido a que no se presentaron diferencias genéticas entre la
poblacién de LG, considerada como tipo de P. remota, con
las otras poblaciones catalogadas como P. catarinae y par-
ticularmente con la poblacién MV, con la que conforma un
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mismo grupo genético (K1), se corrobora que P. catarinae
es un sinénimo de P. remota.

El analisis jerarquico de varianza molecular (AMO-
VA) indica una diferenciacion alta y significativa entre po-
blaciones (R=0.158; P=0.000) y menor, pero significati-
va entre los grupos genéticos obtenidos con STRUCTURE
(Rs7=0.082; P=0.000). En ambos casos la mayor variacién
se observd dentro de las poblaciones; 84.19% a nivel de
las poblaciones y 91.80% con los grupos genéticos (Cuadro
5).
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Cuadro 5: indice de fijacién Rs; obtenido con el anélisis de AMOVA en dos niveles de agrupamiento de las poblaciones de Pinus remota (Little) D.K.
Bailey & Hawksw., en México. La significancia estadistica se obtuvo con 1000 permutaciones no paramétricas (Excoffier y Lischer, 2010). Grados de

libertad (gl)***P<0.001.

Fuente de Variacion gl Suma de cuadrados Componentes Porcentaje indice de Fijacién Rsr
de variacion de variacion

Entre poblaciones 6 13871.832 70.700 15.811 0.158%**

Dentro de poblaciones 217 72448.129 376.518 84.189

Total 223 86319.961 447.229

Entre K grupos 2 880.610 5.140 8.2 0.082%**

Dentro de K grupos 221 12816.39 57.927 91.8

Total 223 13697.00 63.13305

El promedio del Nm fue de 1.33 unidades, lo que
sugiere un intercambio genético moderado. Los mayores
valores de Nm se presentaron entre las poblaciones de JN
y CB1, y LG y MV; los menores entre CB2 con LC y LG. El
analisis de IBD no fue significativo (r2=0.084, P>0.05) e indi-
ca que no existe una asociacién de la composicién genética
de las poblaciones con el drea geografica donde se distri-
buyen.

Discusion

Variacion genética y demografia historica

Este estudio muestra que la variacién genética de P. remota
obtenida con el uso de SSRn es moderada y con una riqueza
alélica similar entre las poblaciones. La H, es comparable
con otros estudios realizados con SSRn, como en P. oocarpa
Schiede ex Schltdl. (H.=0.642), P. patula Schitdl. & Chamy P.
tecunumanii F. Schwerdtf. ex Eguiluz & J.P. Perry (H.=0.567
y 0.646 respectivamente; Dvorak et al., 2009), P. strobus L.
(H.=0.740, Zinck y Rajora, 2016), P. mugo Turra (H.=0.440;
Zukowska y Wachowiak, 2017), P. sylvestris L. (H,=0.772;
Bilgen y Kaya, 2017), P. caribaea Morelet var. hondurensis
(Sénécl.) W.H. Barret & Golfari (H.=0.575; Rebolledo Ca-
macho et al., 2018), P. pseudostrobus Lindl (H,=0.515) y P.
douglasiana Martinez (H.=0.406) (Ramirez Enriquez et al.,
2019), lo que sugiere que contiene una diversidad genética
gue puede ser suficiente para el mantenimiento y posible
adaptacion de la especie a cambios ambientales.

Sin embargo, todas las poblaciones presentan nive-
les importantes de endogamia con un déficit significativo
de heterdcigos, por lo que no se encuentran en equilibrio
Hardy-Weinberg. Se ha documentado que los valores altos
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de endogamia, y por tanto el déficit de heterdcigos obser-
vados en las poblaciones, se pueden deber a la presencia
de alelos nulos (alelos no expresados) que dan lugar a valo-
res erréneos que desvian a las poblaciones de la panmixia
(Shinde et al., 2003; Ramirez Enriquez et al., 2019). No obs-
tante, en el analisis para la deteccién de alelos nulos solo
se encontrd un locus (RPS20) con frecuencias superiores a
0.2 (0.228), que es un valor admisible para no subestimar
significativamente la endogamia o la estructura genética de
las poblaciones (Chapuis y Estoup, 2007). Ademas, los loci
han sido usados en varios estudios con P. strobus y no se
reporta la presencia de alelos nulos (Marquardt y Epper-
son, 2004; Chhatre y Rajora, 2014; Zinck y Rajora, 2016),
ni presentan desequilibrio de ligamiento genético (Chha-
tre y Rajora, 2014). Este comportamiento concuerda con
los resultados obtenidos en el presente trabajo; por ello se
puede considerar que la desviacién del equilibrio Hardy-
Weinberg obtenida estd fundamentalmente determinada
por el efecto de la endogamia y/o reproduccion entre pa-
rientes cercanos. Reproductivamente para esta especie se
ha reportado una capacidad germinativa muy baja (0.1 a
15.7%), asi como una escasa produccion de semillas viables
(11 semillas/cono), lo cual se asocia al efecto de la endoga-
mia (Lemus, 1999) y da soporte a los resultados obtenidos
en este estudio.

Asi mismo, los tamanos efectivos son reducidos y
menores a los reportados en otras especies de pinos como
P. caribaea var. hondurensis (N, entre 402-868) (Delga-
do et al., 2011), con solo dos poblaciones fragmentadas
y restringidas al sureste de México. Lo mismo sucede con
algunas poblaciones de esta variedad y de P. caribaea Mo-
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relet var. caribaea y P. caribaea Morelet var. bahamensis
(Griseb.) W.H. Barret, distribuidas en la cuenca del Caribe
(N, entre 161-537) (Rebolledo Camacho et al., 2018) y de P.
pseudostrobus, P. oocarpa y P. douglasiana, distribuidas en
la Cuenca del Cupatitzio en Michoacan, México (N, entre
183-2104, Ramirez Enriquez et al., 2019). Es muy probable
que la fragmentacion de las poblaciones de P. remota no
sea reciente, pues los efectos de la deriva genética y/o de
la endogamia han influido a través de su historia evolutiva
y se reflejan en la disminucidn de la variabilidad genética, y
por ende en los estimados de sus tamafios efectivos.

Garza y Williamson (2001) mencionan que la perma-
nencia de las poblaciones relativamente pequefas vy aisla-
das durante un largo tiempo, puede deberse a cuellos de
botella antiguos (>100 generaciones). Lo anterior implica
que los valores bajos de M radio que se observan en las
poblaciones de P. remota y que son menores al Mc critico
(0.68; Garza y Williamson, 2001) pudieron ser causados por
cuellos de botella de manera independiente y prolongada,
manteniendo a las poblaciones relativamente aisladas vy
con la consecuente pérdida de variantes alélicas. Ademas,
el analisis de heterocigosidad muestra a cuatro de seis po-
blaciones con valores de H,, significativos, pero para déficit
de heterocigosidad (H.,>H.), lo que sugiere procesos ances-
trales de reduccidn poblacional (Cornuet y Luikart, 1996;
Luikart y Cornuet, 1998), como es el caso de P. resinosa Ai-
ton en el Noreste de EUA (Boys et al., 2005) y de las dos
poblaciones de P. caribaea var. hondurensis distribuidas en
Meéxico (Delgado et al., 2011).

Estructura genética e historia evolutiva

Los tres grupos genéticos obtenidos con el analisis Bayesia-
no STRUCTURE pueden ser explicados por el movimiento
de variantes alélicas que comparten entre las poblaciones
de cada grupo. El grupo K2 resulté ser el de mayor mezcla-
da; es decir, con un mayor Nm entre las poblaciones que
lo conforman (JN, CBA y CB2) y que estdn ubicadas en la
zona central del drea de estudio. En contraste, se observa
una tendencia a la diferenciacién de los grupos extremos
(K1 y K3), que muestran una ancestria superior a 64% de
pertenencia a cada grupo genético. Curiosamente la pobla-
cion LG considerada como tipo de P. remota y que tiene la
distribucion mas al norte y se encuentra alejada del resto
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de las poblaciones y aislada por una barrera geografica im-
portante (montafia rocosa llamada La Muralla, Coahuila),
se incluye en el grupo K1 junto con una de las poblaciones
consideradas como P. catarinae (MV). Lo anterior permite
corroborar que es un sindnimo de P. remota, pues compar-
te variantes alélicas con esta poblacion y diferentes grados
de ancestria con el resto de los grupos genéticos obtenidos
(ver Fig. 2).

Acorde con el estadistico R, la estructura gené-
tica tanto a nivel de las poblaciones como a nivel de los
grupos genéticos fue alta y significativa. Esto indica que
el efecto del proceso de mutacion es similar o mayor con
respecto a la migracién y puede ser el recurso primario
mas probable de la estructura genética observada (Balloux
y Goudet, 2002; Hardy et al., 2003) y con una menor va-
riacién genética entre las poblaciones que la observada
dentro de las poblaciones, como es comun que suceda en
especies de coniferas (Ledig et al., 2001; Delgado y Pife-
ro, 2008). Aunque existen pocos estudios que han estima-
do la estructura genética con SSRn en pinos, el resultado
es similar a los obtenidos en P. strobus (Fs=0.104; Zinck y
Rajora, 2016), P. pseudostrobus (Fs=0.152), P. douglasiana
y P. oocarpa (FST=0.131) para ambas especies (Dvorak et
al., 2009; Ramirez Enriquez et al., 2019); también a los re-
portados con el uso de otros marcadores genéticos como
las isoenzimas (P. pinceana Gordon, Fs=0.152, Ledig et al.,
2001; F5=0.240, Molina-Freaner et al., 2001), o los ISSR (P.
cembroides Zucc., Fs;= 0.260, Fuentes-Amaro et al., 2019).
Este comportamiento se ha observado para la mayoria de
las especies de coniferas mexicanas, pues su distribucion
es fragmentada y aislada, lo que reduce los niveles de flujo
genético y en consecuencia se incrementa la diferenciacion
genética con la fijacion de distintos alelos en las poblacio-
nes (Ledig et al., 2001; Delgado et al., 2002).

En efecto, el promedio del Nm (1.33 unidades) su-
giere un intercambio genético moderado y relativamen-
te menor al obtenido en otras especies de pino (p. ej., P
pseudostrobus y P. douglasiana con valores de Nm de 1.40
y 1.66 respectivamente; Ramirez Enriquez et al., 2019; P.
johannis M.-F. Robert, Nm=4.0, Garcia-Gomez et al., 2014; P.
cembroides, Nm de 1.52-1.75, Fuentes-Amaro et al., 2019).
Las coniferas, en general, tienen mecanismos de dispersion
por viento tanto de polen como de semillas, por lo que el
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estimado del flujo genético generalmente es superior a 1.5
unidades (Hamrick et al., 1995). En el estudio de Ledig et
al. (2001) se reporta un intervalo de 4 a 17 unidades para
este grupo de plantas. Con base en ello, consideramos que
el valor obtenido en P. remota es moderado y similar al ob-
servado en otras especies de coniferas de distribucion res-
tringida y endémicas de México como Picea martinezii T.F.
Patterson (Nm=0.99-1.1; Ledig et al., 2000), P. greggii En-
gelm. ex Parl. (Nm=1.16; Parraguirre Lezama et al., 2002) y
P. pinceana (Nm=1.39, Ledig et al., 2001). Ademas, como se
sabe, las semillas de las especies de pinos pifioneros (grupo
al cual pertenece P. remota) no tienen alas para su disper-
sién por medio del viento y la realizan fundamentalmente
con ayuda de dispersores, como son las aves de la familia
Corvidae (Gernandt et al., 2003). Por ello, existe una mayor
probabilidad de conformar fragmentos o parches asociados
con las rutas de movimiento o migraciéon de los dispersores,
lo cual también influye en el incremento de la estructura-
cion genética y disminucién del Nm entre las poblaciones
(Delgado et al., 2002; Favela, 2004; Ellstrand, 2014). Auna-
do alo anterior, las especies de pinos tienen capacidad para
autofecundarse, pues son en su mayoria monoicas y auto-
compatibles (Williams, 2008). Por tanto, se puede conside-
rar que debido a las caracteristicas reproductivas y de his-
toria de vida de P. remota, las poblaciones muestran niveles
importantes de endogamia, con poca posibilidad de inter-
cambiar variantes alélicas, con presencia de alelos Unicos y
de alelos compartidos con frecuencias bajas que acenttan
la diferenciacidon genética entre ellas, representado en la
conformacién de los tres grupos genéticos obtenidos con el
analisis Bayesiano.

No se presentd un patrén de IBD, lo cual indica que
la distribucion de la variacién genética no estd asociada
con el area geografica donde se distribuyen las poblacio-
nes. Esto sugiere, nuevamente, que esta diferenciacion
genética podria estar en funcién de factores ambientales
locales o microambientales, como pueden ser climaticos
(grado de aridez), edaficos (tipo calizo), altitudinales (Fave-
la, 2004), o de barreras geograficas naturales (Garrido-Gar-
dufio y Vazquez-Dominguez, 2013), y que probablemente
también contribuyen a las diferencias morfolégicas obser-
vadas en la fisionomia de los arboles (Snajberk y Zavarin,
1986). La no existencia de un patrdn de IBD se ha presen-
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tado en otras especies de la subseccion Cembroides, como
P. johannis y P. cembroides (Cuenca, 2003; Fuentes-Amaro
et al., 2019). Por ejemplo, P. cembroides tiene una distri-
bucién amplia; sin embargo, al tener poblaciones aisladas
y fragmentadas se presenta ese comportamiento: valores
altos de estructura genética, tamafos efectivos interme-
dios y una asociacién geografica nula, lo que es atribuible
en gran medida a la deriva génica, a los sistemas reproduc-
tivos o a la presidn de seleccion en respuesta a diferentes
componentes ambientales (Ledig et al., 2001; Delgado et
al., 2002).

Acorde con los resultados expuestos se puede apo-
yar un escenario evolutivo para P. remota: que estuvo am-
pliamente distribuida y que, debido a su fragmentacién
por algun evento geoldgico o ambiental, las poblaciones
quedaron aisladas y diferenciadas genéticamente. Los tra-
bajos realizados en el desierto de Chihuahua sobre la vege-
tacion del Pleistoceno tardio, conocido en América como
glaciaciones del Wisconsin (100 mil a 10 mil afios atras),
establecen de manera concluyente que P. remota estaba
distribuida ampliamente en esta regidn con una extension
que abarcaba hasta el sur de Durango (Lanner y Van De-
vender, 1981). Una aproximacién del tiempo en el cual las
poblaciones pudieron haber declinado se puede obtener al
multiplicar el N, promedio obtenido para la especie, por el
intervalo de generaciones propuesto por Cornuet y Luikart
(1996) de 2N, a 4N, para cuellos de botella recientes (me-
nores a 80 generaciones). En P. remota las estimaciones son
aproximadamente de 974 a 1588 generaciones atras (mu-
cho mas de 100 generaciones), que al asumir un tiempo
generacional a la primera reproduccion (15 afios; Romero
Manzanares et al., 1996) sugieren que el declinamiento
poblacional pudo haber ocurrido entre 11,910 y 23,820
afios atras, tiempo asociado claramente con las ultimas
glaciaciones en América. Este proceso pudo tener efectos
importantes en la dindmica evolutiva de la especie. Por un
lado, al quedar las poblaciones fragmentadas y aisladas por
eventos de contraccidn de las poblaciones (lo cual se sus-
tenta con los resultados del analisis de cuellos de botella
obtenidos en este estudio) se promovié la diferenciacion
genética dando lugar a la disminucién de la variabilidad ge-
nética y al incremento de los niveles de endogamia, y que
debido a los mecanismos reproductivos (monoica y auto-
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compatible) y de dispersion limitada de la especie tuvo
efectos negativos en su éxito reproductivo (Lemus, 1999).
Por otro lado, se promovié la divergencia adaptativa proba-
blemente por presién de seleccidn asociada a condiciones
ambientales locales, lo que les ha permitido subsistir hasta
la actualidad. Por tanto, las poblaciones de P. remota po-
drian considerarse como relictos remanentes del Wiscon-
sin (Snajberk y Zavarin, 1986). No obstante, aunque esta
investigacion hace un aporte importante al conocimiento
genético y evolutivo de la especie, es necesario hacer es-
tudios complementarios que incluyan otras poblaciones
reportadas mas al norte de México y en el sur de Texas,
EUA (Farjon y Styles, 1997), con la finalidad de comparar
y verificar si han evolucionado por procesos demograficos
similares a los obtenidos en este trabajo y tener un panora-
ma mas completo de su historia evolutiva. Asi mismo, seria
interesante explorar el uso de marcadores selectivos para
probar hipdtesis relacionadas con la adaptacién local de los
individuos y/o poblaciones a las variaciones microambien-
tales en las que habita la especie.

Recomendaciones para la conservacion

Los resultados obtenidos en este trabajo también son de
utilidad para delinear algunas acciones puntuales para la
conservacion de la especie. Primeramente, se sugiere ini-
ciar con la proteccién formal de toda el area de su distribu-
cion, con la finalidad de incrementar su tamafio censal de
manera natural y que a mediano plazo se logre disminuir
el indice de endogamia. De manera prioritaria se debe de
proteger minimamente una de las poblaciones incluidas en
cada grupo genético obtenido con el analisis Bayesiano: del
grupo K1 a la poblacién MV, ubicada en la parte norte del
area de estudio; del grupo K2 a la poblacion CB1, ubicada
en la zona central, y del grupo K3 a la poblacién CP, de la
zona sur. Estas poblaciones contienen el mayor niumero de
alelos y de alelos unicos, niveles altos de H, y H, y una en-
dogamia moderada. Asi mismo, se requiere producir planta
con semilla proveniente de estas poblaciones mas diversas
genéticamente para dirigir los esfuerzos de reforestacion
a las poblaciones con valores bajos de variacion genética
y tratar de incrementarla. Por ejemplo, la poblacién CB2
gue presentd los valores mas bajos de H, y mas altos de
endogamia, asi como la poblacidn LG (poblacién tipo de P.
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remota) con la distribucion mas extrema, al presentar un
valor alto de endogamia y el segundo valor de H, mas bajo.

En general, consideramos que el rescate de la es-
pecie debe basarse en la conservacion in situ dirigida a la
conservacién minima de las tres poblaciones mencionadas
(MV, CB1y CP), que son clave para mantener el acervo ge-
nético de la especie. Si bien P. remota no tiene una utilidad
econdmica inmediata, sus poblaciones proporcionan una
gran cantidad de bienes y servicios ambientales (madera
para construccidn, oxigeno, produccion de lefia, regulacion
del clima, retencién de agua, resguardo para la fauna sil-
vestre, proteccién de la biodiversidad y espacio escénico y
de recreacion, entre otros). Particularmente las semillas o
pifiones son importantes como alimento para aves y roe-
dores, y para el hombre, aunque su consumo es muy local.
Los arboles tienen gran potencial para la restauracion eco-
l6égica de zonas degradadas por su capacidad para crecer
en bajas elevaciones y en condiciones locales heterogéneas
y adversas, por lo que se podrian plantar en muchas areas
que ahora son completamente improductivas (Perry, 1991).
Ademas, la gran plasticidad genética que se ha observado
en las caracteristicas fisondmicas de los arboles que con-
forman las poblaciones (Snajberk y Zavarin, 1986; Favela,
2004) podria ayudar a incrementar el éxito de las reforesta-
ciones y plantaciones con esta especie. Las actividades pro-
puestas para la conservacion de P. remota son un gran reto,
que solo se lograra con la participacién coordinada de los
ejidos y comunidades poseedoras de los bosques, asi como
de las autoridades locales, estatales y federales encargadas
de salvaguardar los recursos forestales del pais.

Conclusiones

Los resultados demuestran que las poblaciones de P. remota
distribuidas en México contienen valores considerables de
variacién genética y se confirma que P. catarinae es un si-
nénimo de P. remota, pues comparte variantes alélicas. Las
poblaciones se encuentran estructuradas genéticamente,
lo cual ha afectado su éxito reproductivo con valores im-
portantes de endogamia y tamanios efectivos reducidos. Se
argumenta que esto se debe al efecto de cuellos de botella
ancestrales relacionados con cambios climdticos que pro-
bablemente se presentaron durante las ultimas glaciacio-
nes, generando poblaciones aisladas y fragmentadas. No
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obstante, la especie ha sido capaz de subsistir al adaptarse
a condiciones micro-ambientales con variaciones edéficas,
climaticas y altitudinales locales. Acorde con Snajberk y Za-
varin (1986), consideramos que las poblaciones existentes
de P. remota deben tratarse como relictos remanentes del
Wisconsin, que requieren de acciones puntuales para su
rescate y conservacion.
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