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ARTICULO / ARTIQLE

VARIACION GENETICA DE DOS AREAS SEMILLERAS DE PNO
% Y ESTABLECDAS EN EL ESTADO DE MICHOACAN

‘ GENETIC VARIATION IN TWO PINE SEED NATURAL STANDS
ESTABLISHED IN MICHOACAN STATE

Patricia Delgado Valerio!, Joaguin Nifiez Medrano',
Ma. Carmen Rocha Granados y H. Jesis Mufoz Flores?

RESUMEN

En México se han establecido mas de 200 dreas semilleras; sin embargo, muchas de ellas estén abandonadas o sin manejo. El
conocimiento genético de drboles productores de semillas es esencial en la obtencién de planta de mejor calidad para las actividades
de reforestacion y conservacién de los recursos. El objetivo central del presente trabaijo fue evaluar los niveles de variacién genética
en dos dreas semileras de Pinus montezumae y Pinus pseudostrobus establecidas en el estado de Michoaadn, con base en el uso de cinco miqosatélites
nucleares. Los resultados indican que P. pseudostrobus contiene un mayor ndmero de alelos (A= 19) que P. montezumae (A= 18). En el primero,
el promedio de la heterocigosis cbservada fue superior a la esperada (H = 0290, H = 0277} por el confario, en P. montezumae la heterocigosis
promedio resultd mds alia (H = 0246, H = 022) Rara ambas espedies ninguno de los valores se desvié significativamente del equiforio Hardy-Weinberg,
P. pseudostrobus presenté el tamafio efectivo més grande (N = 805) que P. montezumae (N = 492), con un nivel de endogamia no
significativo (F=-0031 en P. pseudostrobus y F= 0.103 en P. montezumae). Por tanto, se considera que no existe ningun efecto importante de
consanguinidad entre los drboles de cada drea semilera y que contienen individuos con el acervo genético representativo de los dos taxa.
Finalmente, se plantea una propuesta para recolectar semillas de drboles especificos para cada taxon.

Palabras clave: Areas semilleras, endogamia, heterocigosis, microsatélites nucleares, Pinus, variacién genética.

ABSTRACT

More than 200 seed natural stands have been established in Mexico. However, nowadays many of them are abandoned or do not
have a proper management. Genetic knowledge at the molecular level of seed trees is essential for the production of better plant quality,
to ensure success in reforestation and conservation of genetic resources. The central objective of this study was fo assess the levels of
genetic variation in two seed stands of Pinus montezumae and Pinus pseudostrobus established in the state of Michoacdn, screened
with five nuclear micosatelite moleauar markers. Results show that P. pseudlostrobus contains a greater number of dleles (A= 19) than P. montezumae
(A= 18) Ih P. pseudostrobus, the average observed heterozygosity was higher than the expected heterozygosity (HO= 0290, He= 0277), whereas
in P. montezumae the expected heferozygosity was higher (HO = 0246, HE= 0.22) However, none of the values deviate significantly from
the Hardy-Weinberg equilibrium. The effective size of P. pseudostrobus was higher (Ne= 805) than that of P. montezumae (Ne= 492),
with a non-significant inbreeding level (F= -0031 in P. pseudostrobus; F= 0.103 in P. montezumae). Therefore, it can be considered that
there is no significant effect of consanguinity between the trees of each seed stand and those containing individuals with the gene pool
representative of the two species. Finally, a proposal to obtain seeds of particular trees to each species is presented here.

Key words: Seed stand, inbreeding, heterozygosity, nuclear microsatelites, Pinus, genetic variation.
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INTRODUCCION

En el estado de Michoacdn los bosques de confferas ocupan
més de 1 355739 milones de hectéreas (Conafor, 2000), las cuales
se conforman por 26 espedies que corresponden a seis de los nueve
géneros de confferas existentes en México: Pinus, Abies, Junipperus,
Podocarpus, Cupressus y Taxodium (Madrigal-Sénchez, 1982; Farjon y
Styles, 1997). H estado el género Pinus cuenta con 17 especies,
tres variedades y dos formas (Madrigal-Sénchez, 1982) No
obstante, en la actualidad P. pseudostrobus Lindl, P. montezumae
Lamb, P. pseudostrobus Lindl. subsp. protuberans Martinez (Silbal,
P. michoacana f procera Martinez; P. ayacahuite var. veichtii
Shaw, Pinus herrerae Martinez estén amenazadas de extincion
local (Cofom, 2012; Delgado, 2002); mientras que P. rzedowskii
Madrigal & M. Cabal. y P. martinezii Larsen (Delgado et al,
1999, CITES, 2002) lo esfén de manera total, debido a diferentes
factores relacionados con la sobrexplotacién de los bosques, el
cambio de uso de suelo, los incendios forestales v el incremento
de los asenfamientos urbanos. En consecuencia, el desarrollo de
programas para su manejo y conservacion se torna prioritario.

En los ariterios empleados para la conservacién in situ de los recursos
genéficos se induye a las dreas productoras de semilas, las audles se
definen como rodales superiores que de forma obligatoria son
aclareados y mejorados a través de la remocion de los drboles
indeseables, y cuyo manejo estd dirigido a una produccién
abundante y pronta de semilas (Snyder, 1972) Asf, ademds de actuar
como reservorios naturales de material genético nativo permiten
un manejo y uso sustentable del recurso.

En México se han establecido mas de 200, algunas de elas tienen
registro de Uridades Productoras de Germoplasma (Conafor, 2012)
La mayoria corresponden a coniferas, en particular al género
Pinus (Plancarte y Eguiluz, 1991; Clausen et al, 1994; Flores,
2000; Aguilera, 2001). En dichas dreas esfén representadas las
especies de mayor importancia econémica, cuya distribucion
comprende las sierras Madre Occidental, Oriental y el Eie
Neovolcdnico Transversal; sin embargo, por problemas de continuidad
en los programas, actuaimente estén dbandonadas (Mesén, 2003).

En el estado de Michoacdn uno de los principales esfuerzos
de manejo y recoleccion de semillas forestales lo ha realizado
la Comisién Forestal del Estado (Cofom), mediante la implementacion,
desde la década de 1970, de programas orientados a la
recoleccién de semillas de coniferas con fines de produccién de
planta para reforestacion, en diferentes localidades o rodales
semilleros para varios taxa de pinos (Guzmdn et al, 1979). No
obstante, los criterios de recoleccién se han basado, en gran
medida, en los drboles que presentan la mayor cantidad de
conos, en caracterfsticas dasondmicas generales: edad, altura
y didmetro copa, y no en normas de seleccién fundamentadas
en aspectos genéticos o fisiolégicos (Wang vy Beardmore,
1997). Por lo fanto, no existe algun estudio que indique si los
drboles de las dreas y rodales semilleros poseen la variabiidad
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INTRODUCTION

Coniferous forests occupy more than 1 355 739 000 hectares in
the state of Michoacdn (Conafor, 2005), which are comprised
of 26 species that belong to six of the nine existing genus of
hardwoods in Mexico: Pinus, Abies, Junipperus, Podocarpus,
Cupressus and Taxodium (Madrigal-Séanchez, 1982; Farjon and
Styles, 1997). The status of the Pinus genus has 17 species, three
variefies and two forms (Madrigal-Sénchez, 1982) However, currently
P. pseudostrobus Lindl, P. montezumae Lamb, P. pseudostrobus
Lindl. subsp. protuberans Martinez (Siba), P. michoacana f.
procera Martinez, P. ayacahuite var. veichti Shaw, Pinus
herrerae Martinez are threatened with local extinction (Cofom,
2012; Delgado, 2002); while P. rzedowskii Madrigal & M
Cabal. and P. martinezii Larsen (Delgado ef al, 1999, CITES, 2002)
they are in wholly threatened, due to various factors related to
the overexploitation of forests, land use change, forest fres and the
inarease of urban settlements. Consequently, the development of
programs for management and conservation becomes a priority.

The aiteria used for the in siftu conservation of genetic resources
includes seed production areas, which are defined as superior
stands in which it is mandatory to have them cleared-cut and
improved through the removal of undesirable trees, and whose
management is directed to an abundant and early seed
production (Snyder, 1972). Thus, in addition to acting as natural
reservoirs of genetic native material, they allow management
and susfainable use of the resource.

Mexico has established more than 200, some of them have
registration as Seed Production Units (Conafor, 2012). Most of
them are comprised by conifers, particularly by the Pinus genus
(Plancarte and Eguiluz, 1991; Clausen et al, 1994; Hores, 2000;
Agulera, 2001). In these areas are represented the most
economically important species whose distribution includes the
Sierras Madre Occidental, Oriental and Eje Neovolcdnico
Transversal (Transversal Neovolcanic Axis); however, by continuity
problems, these programs have been abandoned (Mesén, 2003).

I the sfate of Michoaadn, one of the major management efforts and
forest seed colection hasbeen made by the Sate Forestry Commission
(Cofom) since the 1970's, through the implementation of programs
aimed at collecting seeds of conifers for plant production for
reforestation, in different localities or seed stands for various pine
taxa (Guzmdn et al, 1979). However, collection criteria have
been based largely on the trees with the greatest amount of
cones, in general mensuration characteristics: age, height and
crown diameter, and not in selection rules based upon genetic or
physiological aspects (Wang and Beardmore, 1997). Therefore,
there are no studies that indicate whether trees and seed plots
areas possess the necessary genetic variability in order to avoid
inbreeding or consanguinity processes in the seeds that eventualy
will be used in the production of plants for reforestation.
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genética necesaria para no generar procesos de endogamia o
consanguinidad en las semillas que, eventualmente, serén usadas
en la produccién de planta para reforestacion.

En la presente investigacién se utilizaron herramientas
moleculares (microsatélites nucleares) y tedricas de la genética
de poblaciones como criterios centrales para la evaluacién de dos
dreas semilleras de P. montezumae Lamb y P. pseudostrobus lindl,
localizadas en el estado de Michoaadn. Se selecciond alos micosatélites
nucleares por ser altamente polimérficos, codominantes y
compatibles con la teoria de la genética de poblaciones (Schaal
et al, 1998; Pefit ef al, 2005) Ademds, las estimaciones de la
variacién genética que se han obfenido para seis pinos mexicanos:
P. montezumae, P. pseudostrobus (Delgado, 2002); P. oocarpa
Schiede ex Schlecht, P. tecunummani Eguiluz & Perry, P. patua Schiede
& Deppe [Dvorck et al, 2009}, P. caribaea var. hondurensis
(Sénécl) WHG. (Delgado et al, 2011); con esos marcadores se
han obtenido valores superiores a las deferminados con isoenzimas,
por lo que son recomendables para efectuar andlisis de diversidad
genética intrapoblacional. Aunque existen investigaciones que la
han evaluado en huerfos semileros de diferentes coniferas en
Estados Unidos de América y Europa, tales como Pinus contorta Dougl.
var. latifolia Engelm (Stoehr y Newton, 2002); P radiata D. Don. (Devey
et al, 2002 Bel et al, 2004, Pnus pinaster Ait. (Fernandes ef of, 2008)
y P.sylvestris L (Torimaru ef al, 2012), no existen registros formales de su
empleo en dreas semilleras naturales. En este contexto el presente
trabajo constituye el primer esfuerzo en el que se abordan dos
de las especies de pino (P. montezumae 'y P. pseudostrobus) de mayor
importancia econdmica en México, las audles han sido muy explotadas
para la comerdialzacién de productos maderables y sus derivados,
dentro y fuera del pais (Eguiuz, 1978; Niembro, 1986; Zamora
et al, 2007), y en el desarrolo de plantaciones (Stead, 1983;
FAO, 2002), asi como en el cultivo masivo de plantas con fines de
reforestacién (Pronare, 2000; Probosque, 2011).

El objetivo del andlisis fue estimar los niveles de variacién
genética, de endogamia, y el tamafio efectivo de dos dreas semileras
de P. montezumae y P. pseudostrobus establecidas en el estado de
Michoacdn Con los resultados se plantea una propuesta de recolecta
de semilas para cada especie.

MATERIALES Y METODOS

Areas de estudio

las dos dreas semilleras estudiadas, establecidas en 2004,
contienen drboles superiores seleccionados fenotipicamente
(Muroz et al, 2008); la de P. pseudostrobus se ubica en la
comunidad indigena de Santa Rosa, municipio  Zinapécuaro
(19°49'27" latitud norte y 100°3'49" longitud oeste, Q00 msnm), y
estd conformada por un total de 244 drboles adultos (6] drboles
ha'') de 55 afios en promedio y 35 m de altura (Figura 1), Bl drea
semilera de P. montezumae estd en Lazaro Cardenas, municipio
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In this study were used molecular tools (nuclear microsatellites)
and theoretical population genetics as central ariteria for the evaluation
of two seed areas of P. montezumae Lamb and P. pseudostrobus Lindl,
located in the state of Michoaadn Nudear micosatelites were selected
as they are highly polymorphic, codominant and compatible with
the theory of popuation genetics (Schadl e al, 1998, Petit et al,
2005). In addition, estimates of genetic variation were obtained
for six Mexican pines: P. montezumae, P. pseudostrobus (Delgado,
2002), P. cocarpa Schiede ex Schlecht, P. tecunummani Eguiluz &
Ferry, P. patua Schiede & Deppe. (Dvorck ef al, 2009), P. caribaea var.
hondurensis (Sénécl) WHG. (Delgado et al, 2011); with these
markers higher values have been determined by isoenzymes, so,
they can be recommended for analysis of genetic diversity within
populations. Although there are studies that have evaluated different
conifer seed orchards in the United States of America and Europe
such as Pinus contorta Dougl var. Iatifolia Engelm. (Stoehr and Newton,
2002), P. radliata D. Don. (Devey et dl, 2002, Bell et of, 2004), Pinus
pinaster Ait. (Fernandes et al, 2008), P. sylvestris L (Torimaru et al, 2012),
there are no formal records of their use in natural seed production
areas. In this context, this paper is the first effort that addresses
two pine species (P. montezumae and P. pseudostrobus) of
major economic importance in Mexico, which have been heavily
exploited for marketing of timber and its derivatives, inside and
outside the country (Eguluz, 1978; Niembro, 1986; Zamora et dl,
2007), and in developing plantations (Stead, 1983; FAO, 2002)
as well as mass cultivation of plants with for reforestation (Pronare,

2000; Probosque, 2011).

The objective of the analysis was fo estimate the levels of
genetic variation, inbreeding, and the effective size of two seed
areas of P. montezumae and P. pseudostrobus established in the
state of Michoacan. With the results, a proposal for collection of
seeds for each species is made.

MATERIALS AND METHODS

Study area

The two studied natural seed stands, established in 2004, contain
phenotypically selected superior trees (Mufioz ef al, 2008); that
of P. pseudostrobus is located in the indigenous community of
Santa Rosa, Zinapecuaro municipality (19°49'27" north and
100°3'49" west, 900 masl), and consists of a total of 244 adult
trees (6] trees ha'!) of 85 years on average and 35 m high (Figure 1).
The P. montezumae seed area is found in Lazaro Cardenas
Zacapu municipdlity (1974526 north and 101°51'19" west 2 600 masl),
and it has 60 adult trees (16 trees ha™') 53 years old on average and
34 m in height (Figure 1)

Colection of biological material

The biological material in each area was obtained from a random
sample, in which individuals were sought at a distance of ot least



Zacapu (19°4526" |atitud norte y 101°51'19" longitud oeste,
2 600 msnm), y reune 6Q drboles adultos (16 drboles ha'') de 53

afios en promedio y 34 m de dltura (Figura 1),
Recolecta de material biolégico
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12 m (Mufioz et al, 2008). Tender twigs were collected from 37
P. pseudostrobus trees and 27 P. montezumae trees, which were
stored in labeled plastic bags (date, number and registration of
the key individual tree) and then stored at 4° C until processed
for DNA extraction.
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Figura 1. Ubicacién geogrdfica de las dreas semileras de P. pseudostrobus Lindl. y P. montezumae Lamb.
Figure 1. Geographic location of of P. pseudostrobus lindl. and P. montezumae Lamb.

El material biolégico en cada drea se obtuvo a partir de
un muestreo al azar, en el que se procuré que los individuos
estuvieran a una distancia de 12 m como minimo (Mufioz ef al, 2008)
Se recolectaron ramilas tiernas de 37 drboles de P. pseudostrobus y
27 de P. montezumae, que se guardaron en bolsas de plastico
efiquetadas (fecha, nimero de individuo y clave de registro del
arbol) y después se almacenaron] a 4 °C hasta su procesamiento
para la obtencién de ADN.

Extraccion de ADN y obtencién de fragmentos

Se extrajo ADN fotal a partir de aciculas primarias con el método
de CTAB-miniprep desarrolado para pinos (Delgado, 2002)

Se probaron nueve microsatélites nucleares (NSSR) aislados
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DNA extraction and production of fragments

Total DNA waes extracted from primary needles with CTAB-miniprep
method developed for pine (Delgado, 2002) Nine nudear micosatelites
were fested (nSSR) isolated in P faeda L (Karhu et al, 2000), of which
five were polymorphic and reproducible (PITX3025, PITX3029,
PITX2123, PAX3013 and Px2037) PCR reactions were performed
using the methodology proposed by Elsik ef al. (2000), which
was modified MgO' concentration (40 mu). The fragments were
separated on polyaaylemide gels 6% (/M Urea) and were run at
55 W for 15 to 35 h, depending on the size of the fragments.
Polymorphisms were visualized with staining method proposed by
siver nitrate Echt et al. (1996), while determination of the size of
the fragments was carried out using a score of 10 bp (Invitrogen)
as a reference.
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en P. taeda L (Karhu et o, 2000), de los cuales cinco fueron
polimérficos vy reproducibles (PTX3025, PTX3029, PIX2123,
PIX3013 y Piix2037) Las reacciones de PCR se efectuaron con la
metodologia propuesta por Elsik et al. (2000), en la que se modifics
la concentracion de MgCl (40 mu). Los fragmentos se separaron
en geles de poliaariamida al 6% (/M de Ured) y se corrieron a 55 W
durante 1.5 a 3.5 h, en funcién del tamafio de los fragmentos.
Los polimorfismos se visualizaron con el método de fincién de
nitrato de plata propuesto por Echt et al. (1996); mientras que la
determinacion del tamafio de los fragmentos se realizé mediante
un marcador de 10 pares de bases (Invitrogen) como referencia.

Andlisis molecular

A partir de las frecuencias alélicas se obtuvieron los estimadores
de la variacién genética: promedio de alelos por locus (A),
heferocigosis observada (H ) y esperada (H)), con la siguiente

férmula (Nei, 1987):
H=1-Zp’
Donde:

p, = Frecuencia promedio del alelo p para fodos los loci.

Para verificar si la heterocigosis observada estaba en
equibrio Hardy-Weinberg, se hizo un andlisis no paramétrico
(10 000 permutaciones) basado en la reconstruccion de tablas
de contingencia K x K (Guo y Thomson, 1992). El contenido de
la tabla lo conforman las frecuencias alélicas observadas y K
representa el nimero de alelos.

El indice de endogamia o de fijacién (F) se determind de

acuerdo con Wright (1965);
F-= HE-HO/ /'—/e

Donde:
H_= Proporcién de heferécigos observados.
H_= Proporcion de heterécigos esperados.

Su confiablidad estadistica se valoré con 1 000 permutaciones
no paramétricas (Excoffier y Lischer, 2010).

B tamario efectivo histérico (N ) de las poblaciones se claanzé con el
pardmetro 8= 4N_u, igual a auatro veces el famafio efectivo por la fasa
de mutacién (Otha y Kimura, 1973). E valor de 8 se determiné
a través del modelo de mutacién de alelos infinitos (MA) (Weir,
1396) y se asumié una tasa de mutacion de 1XIO® Boys et al, 2005)
Todas las estimaciones se hicieron con los programas Arlequin

ver. 3531 [Excoffier y Lischer, 2010) y GENEPOP (Rousset, 2008)
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Molecular analysis

From the allele frequencies were obtained estimators of genetic
variation: average number of dlleles per locus (A), observed
heterozygosity (Ho) and expected (He), with the following formula

(Nei, 1987);

Where:

p = P average alele frequency for all loci

To verify whether the observed heferozygosity was in Hardy-Weinberg
equiibrium, became a non-parametric analysis (10 000 permutations)
based on the reconstruction of contingency tables K x K (Guo
and Thomson, 1992) The contents of the table is made observed allelic
frequencies and K represents the number of alleles

The rate of inbreeding or fixing (F) was determined according

to Wright (1965);
F= /‘/e-/_/o/ l"/e

Where:
H_= Observed proportion of heterozygous
H = Expected proportion of heterozygous

Its statistical reliability was assessed with 1 000 nonparametric
permutations (Excoffier and Lischer, 2010).

The historical effective size (N ) of the population was reached
with the parameter 8 = 4N _u equal to four times the effective
size of the mutation rate (Otha and Kimura, 1973). The value of 8
is determined by the model of infinite alleles mutation (MA) Wer, 1996)
and assumed a mutation rate of KO® (Boys ef al, 2005) All estimates
were made with the 3531 Arlequin programs (Excoffier and

Lischer, 2010) and GENEPOP (Rousset, 2008).

RESULTS AND DISCUSSION

Genetic variation

Pinus pseudostrobus presented 19 dlleles and P. montezumae 18,
for a total of 23 alleles for both species with an average of 46
alleles per locus (Table 1 and Figure 2). The most common dllele
for the PITX3025 locus was 268 in both taxa, followed by 256 for
P. montezumae and 260 in P. pseudostrobus. For the PITX3029
locus it was the allele 227 for the two species, the 235 and the
217 which only occurred in P. montezumae.

For the PITX3013 loaus it was the 135 dlele and for the PITX2037
it accounted for the 149 for the two pines. Five unique alleles in
P. pseudostrobus and four in P. montezumae appeared in total.
Although the number of alleles per locus in P. pseudostrobus was
relatively higher than that of P. montezumae, their frequencies were



RESULTADOS Y DISCUSION
Variacién genética

Pinus pseudostrobus presentd 19 dlelos v P. montezumae 18, para un
total de 23 dlelos para las dos especies con un promedio de
46 dlelos por locus (Cuadro 1y Figura 2). Bl dlelo con mayor
frecuencia para el locus PITX3025 fue el 268 en ambos foxa,
segudo del 256 para P. montezumae y del 260 en P. pseudostrobus.
Para el locus PITX3029 fue el alelo 227 para las dos especies, el
235y del 217 que solo se registré en P. montezumae.
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lower. P. pseudostrobus had 10 alleles with frequencies below
005 and P. montezumae, eight.

These results are relatively similar o those reported by Delgado
(2002) for the same taxa in other populations across therr natural
range, but with the use of three nSSR (five dlleles in average for
each taxon) They are also simiar fo those achieved in P. caribaea var.
Hondurensis with four alleles (Delgado et o, 2011), P. cocarpa, P. patula
and P. tecunumani five aleles (Dvorak e al, 2009) and P. radiata,
six clleles (Smith and Devey, 1994) Accordingly, it can be considered
that both seed areas contain most alleles achieved so far the
subgenus Pinus.

Cuadro 1. Frecuencics alélicas obtenidas para dos dreas semilleras de P. pseudostrobus Lindl. y P. montezumae Lamb. en Michoacdn, México.

Table 1. Allele frequencies for two areas seed obtained from P. pseudostrobus Lindl. and P. montezumae Lamb. in Michoacan, México

Locus Fragmentos Pinus pseudostrobus Lindl. Pinus montezumae Lamb.
24 0053 0020
252 007 0
256 007 0.104
PITX3025 260 0089 0
268 0750 03833
272 0053 0042
284 0017 0
27 o) 0022
PITX3029 227 0895 0956
235 0.104 0022
195 0017 0025
197 007 0.100
ki 201 0964 0750
207 o) 0125
135 0953 0956
PITX3013 137 0046 0022
145 o) 0022
143 0018 0
145 o) 0.136
149 054 0704
X0 151 0.166 0113
153 0018 0045
155 0222 0

Para el locus PITX3013 fue el alelo 135 v para el PTX2037
correspondié el 149 para los dos pinos. En fotal se presentaron cinco
dlelos Unicos en P. pseudostrobus y auatro en P. montezumae. Aunque el
nimero de alelos por locus en P. pseudostrobus fue relativamente
mayor al de P. montezumae, sus frecuencias resultaron menores.
P. pseudostrobus tuvo 10 alelos con frecuencias menores a 005
y P. montezumae, ocho.

=100=

The average heterozygosity was higher in P. pseudostrobus
(Ho = 0290) with respect to P. montezumae (Ho = O246), whie the
expected heferozygosity was simiar (| = 0277, | = 024, respectively).
The PTX2037 locus presented the highest value of heterozygosity in
P. pseudostrobus and the PITX2123 locus in P. montezumae (Tables 2
and 3] However, the differences between the two estimators (He and
Ho) were not statistically significant (p = 0.833 in P. pseudostrobus,
p = 0800 in P. montezumae), so that the two seed areas are in
the Hardy-Weinberg equiibrium. This suggests that the genotypes
obfained in each of the areas are formed by random joints of
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Figura 2 Distribucién de las freauencias alélicas obtenidas para las dreas semileras de P. pseudostrobus  Lindl.y P. montezumae Lamb.
Figure 2. Distribution of allele frequencies obtained for seed areas of P. pseudostrobus Lindl. and P. montezumae Lamb.

Estos resultados son relativamente similares a los consignados
por Delgado (2002) para los mismos taxa en ofras poblaciones a
través de su drea de distribucién natural, pero con el uso de fres n'SSR
(cinco alelos en promedio para cada faxon) Asimismo, son semejantes a
los alcanzados en P. caribaea var. hondurensis con cuatro alelos
(Delgado et al, 2011); P. cocarpa, P. patua y P. tecunumanii,
cinco alelos (Dvorak ef al, 2009) y P. radiata con seis alelos
(Smith y Devey, 1994). En consecuencia, se puede considerar que
ambas dreas semilleras contienen la mayoria de los alelos logrados
hasta ahora para especies del subgénero Pinus.

gametes and that there is an evolutionary force that significantly
activates  within  them: mutation, selection, genetic drift or

migration (Wright, 1965; Hedrick, 1983).

Heferozygosity values in both species were lower than those reported
for other pines that have been analyzed with the same markers (P.
radiata Ho=0625, Smith and Devey, 1994 P foedal, Ho=0532, Wilioms et
al, 2000, and P. aaribaea var. hondurensis Ho = 0.422 and He = 0465,
Delgado et o, 201), but simiar 1o the results achieved by Delgado
(2002) in natural populations of the same species (Ho = 0206 and He
= 0256 in P. pseudostrobus, and Ho = 0219 and | = 0273 in P.
montezumae) so that it can be considered that both seed areas
confain good levels of genetic variation. P. pseudostrobus seed
area includes more dllelic variants representing the faxon and
heterozygous genotypes than P. montezumae.
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Cuadro 2. Estimadores de la variacion genética obtenidos con cinco microsatélites polimérficos para el drea semilera de P. pseudostrobus Lindl,

en Zinapécuaro, Michoacdn.

Table 2. Estimators of the genetic variation obtained with five polymorphic microsatellite for the seed area of P. pseudostrobus Lindl. in

Zinapécuaro, Michoacdn.

Llocus A H. H. Fe 8- AN v N_
PITX3025 7 0.500 0430
PITX3029 2 0208 0.190
PITX2123 3 0071 0070
PITX3013 2 0093 0090
PHTX2037 5 0576 0604
Promedio 40 0290 0277 -0031 32224 805.50

A = Nomero de alelos; H = Heterocigosis observada; H_= Heterocigosis esperada; F = Indice de fijacién o endogamia; N_ = Tamario efectivo.

A = number of dlleles, Ho = observed heterozygosity, He = expected heterozygosity, F = fixation index or inbreeding, Ne = Effective size.

El promedio de la heterocigosis fue superior en P. pseudostrobus
(H =0290) con respecto a P. montezumae (H = 0246 )); en tanfo
que la heferocigosis esperada fue similar (H_ = 0277, H_= 024,
respectivamente). Bl locus PITX2037 presents el valor mdés alto
de heterocigosis en P. pseudostrobus y el locus PITX2123 en
P. montezumae (auadros 2 y 3) Sn embargo, las diferencias entre los dos
estimadores (H_y H_) no resultaron significativas estadisticamente
(o= 0833 en P. pseudostrobus; p= 0.800 en P. montezumae), por
lo que las dos dreas semilleras estén en equiibrio Hardy-Weinberg, Lo
anterior sugiere que los genotipos obtenidos en cada una de
las dreas estan formados por uniones aleatorias de gametos, y
que no existe fuerza evolutiva alguna que accione de manera
significativa dentro de ellas: mutacién, seleccién, deriva genética o

migracién (Wright, 1965; Hedrick 1983).

Effective size

The effective size was larger for the seed area of P. pseudostrobus
(N = 805.50) than for that of P. montezumae (N, = 492.50),
which indicates that more individuals have hisforically contributed
fo the reproduction or fransmission of genes from one generation to
another in the first species than in P. montezumae. At present,
no information about the estimate of /\/e in other Mexican pine
species has been performed with the same parameter (8 = 4N _u)
and genetic marker and with the same mutation rate (1x10%)

Cuadro 3. Estimadores de la variacién genética obtenidos con cinco microsatélites polimérficos para el drea semillero de P. montezumae

Lamb. en Zacapu, Michoacdn.

Table 3. Estimators of the genetic variation obtained with five polymorphic microsatellite for the seed area of P. montezumae Lamb. in

Zinapécuaro, Michoacdn.

Locus A H H. Fe 8- AN u N
PITX3025 4 0333 0298
PITX3029 3 0085 0085
PITX2123 4 0500 0422
PITX3013 2 0086 0086
PITX2037 4 0227 048l
Promedio 34 0246 024 0.103 1970 49250

A Nimero de dlelos; H_y H_=Heterocigosis observada y esperada; F = fndice de fijacién o endogamia; N_ =Tamafio efectivo.
A = number of dlleles; Ho = observed heterozygosity; He = expected heterozygosity; F = fixation index or inbreeding; Ne = Effective size.

los valores de heterocigosis en las dos especies fueron
inferiores a los sefialados para otros pinos que se han analizado
con los mismos marcadores (P. radiata H = 0625, Smith y Devey,
1994 P toeda L, H = 0539, Wiams ef al, 2000, y P. caribaea var.
hondurensis H = 0.422 y H = 0.465, Delgado et al, 2011), pero
semejantes a los resultados logrados por Delgado (2002) en
poblaciones naturales de las mismas especies (H = 0206 y
H_ = 0256 en P. pseudostrobus, y H = 0219 y H_= 0273 en

P. montezumae); de tal forma, que se puede considerar que

There is only one record of an N_ esftimate with the same
approach in P. resinosa Ait, a taxon distributed in the United
States of America, for which N_ values of 62 were obtained from
222 individuals (Boys et of, 2005) These values are lower than those
in this study; therefore, the estimated N_ was sufficient to prevent
decreases in the genetic diversity by inbreeding processes or

genetic drift (Hartl and Clark, 1997).
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ambas dreas semileras contienen buenos niveles de variacién
genética. La correspondiente a P. pseudostrobus se conforma
por mds variantes alélicas representativas del taxon y genotipos
heterécigos que la de P. montezumae.

Tamarfio efectivo

Htamarfio efectivo fue mayor parael dreasemillera de P pseudostrobus
(N_- 805.50) que para la de P. montezumae (N = 492.50), lo cual
indica que han contribuido histéricamente mds individuos a la
reproduccién o transmisién de genes de una generacién a otra en
la primera especie que en P. montezumae. En la actudlidad, no
existe informacion sobre el estimado de N_ en ofras especies de
pino mexicanas que se haya redlizado con el mismo pardmetro
(8= 4AN_uv) y marcador genético, asi como con la misma tasa de
mutacion (1x1073)

Solo se ha registrado una estimacion del N_ con la misma
aproximacién en P. resinosa Ait, taxon distribuido en Estados
Unidos de América, para la que se obtuvieron valores de N_
de 62 a 222 individuos (Boys et al, 2005). Dichos valores son
inferiores a los derivados en esfe estudio; por lo fanto, el N_
estimado ha sido suficiente para impedir que la diversidad
genética disminuya por procesos de endogamia o deriva genética

(Hartl y Clark, 1997).

Sin embargo, estas estimaciones de N_ no son comparables
con las que se aprecian en esfe trabaijo, pues, ademds de extraerse de
una regién de ADN haploide (cloroplasto) y de obtenerse valores
de heferodigosis esperada més altos (H, de O6 para P. cembroides y de
095 en P. maximartinezil, el N se valord con ofra fasa de mutacion
(55 x 10°, Proven ef al, 1999), con ofro modelo de mutacion (SMM) y
con mayor ndmero de poblaciones e individuos mds alfo, lo cual,
probablemente, generd tamafios efectivos mas grandes.

Indice de fiiacién (F)

No se observé un valor significativo deendogamia; en P, pseudostrobus el
estimador result ser negativo, aunque no fue significativo estadisticamente
(F= -0031, P- 0643), v en P. montezumae fue relativamente alto
pero no significativo (F= 0103, P= 0087). Este dltimo valor de F
se produjo debido a que las freauencias genotipicas de uno de los loci
(PTX3027) se desviaron del equlibrio Hardy-Weinberg (o = 0005), mas
no fuvieron un efecto sigrificativo a rivel de la poblacién. Al respecto, en
el estudio de Delgado (2002) en cinco poblaciones de P. montezumae
distribuidas en México y Guatemala se registré un valor de endogamia
significativo (F= 0.139, p= 0000, lo audl sugiere que la especie tiende
a tener mds individuos homécigos que P. pseudostrobus 'y, por
lo tanto, el valor de F que se estimé podria aumentar en muy pocas
generaciones y alterar o desviar las frecuencias alélicas de
manera significativa,

En general, los valores de F calculados son simiares a los
citados para algunos pinos analizadas con nSSR, en los que la

However, these N_ estimates are not comparable with those
appreciated in this work, since, in addition fo draw from an haploid
DNA region (chloroplast) and to obtain high expected heterozygosity
values (H, Q6 for P. cembroides and 0G5 in P. maximartinezii), the N_
was assessed with another mutation rate (55 x 10 Provan ef dl,
1999), with another mutation model (SMM\) and with a higher
number of populations and individuals which probably resulted in
larger effective sizes.

Fixation index (F)

There was no significant value of inbreeding; in P. pseudostrobus, the
estimator proved negative, although non- statistically significant
(F = -0031, P = 0643), and in P. montezumae it was relatively
high but non-significant too (F = 0103, P = 0087) The latter F value
is produced because the genotype frequencies of one of the lodi
(PTX302/7) deviated from Hardy-Weinberg eqitborium (o = 0005), but
had no significant effect at the population level In this regard, in the studly
by Delgado (2002) in five populations of P. montezumae distributed in
Mexico and Guatemala a significant inbreeding value (F = 0139,
p = 0000) was recorded, suggesting that the species tends to have
more homozygous individuals than P. pseudostrobus and therefore,
the value of F that was estimated could inaease in a few generations
and sigrificantly alfer or deflect the dllele frequencies.

Ih general, the aaladated F values are similar to those mentioned
for some pines analyzed by nSSR, in which inbreeding is the
evolutionary force that shapes genetic variation (P. pseudostrobus,
F = 0038, Delgado 2002; P. densata Mast, F = 0021, Wang
et al, 2001) Unfortunately, all these studies were performed with
natural popuations without any forest management and there are no
formal records of other seed areas evaluated at the molecular level
that alow a finer comparison. In spite of it, it can be considered that the
individuals selected for their desirable phenotypic characteristics
(height, diameter and crown cover of trees) for the formation of
the two seed areas were correct, which is slightly reflected af the
molecular level by the low inbreeding values and the presence of a
large number of allelic variants in the two populations. Thus, both
seed areas confain individuals with a genetic quality enough to
ensure the production of plant for the successful reforestation in
nearby places.

Management Proposal

Based on the information that came from this study, the following
management scheme is suggested for obtaining individual tree
seed. For P. pseudostrobus seed area it is proposed to collect from
randomly sompled trees, since the selection of individudls effected for
forming the seed area indicates that it is in Hardy-Weinberg equilibrium
at the molecular level. Random sampling wil allow to keep the
value of F and hat the genetic balance of the population is
not altered. For the strategy is a little different, although, af
present the population does not deviate from Hardy Weinberg
equilbrium, if seeds are only collected from trees selected at



endogamia no es la fuerza evolutiva que moldea la variacion
genética (P. pseudostrobus, F= 0038, Delgado 2002; P. densata
Mast, F= 0021, Wang et al, 2001). Desafortunadamente, todos
esos trabajos se realizaron con poblaciones naturales sin ningun
tibo de manejo forestal y no existen registros formales sobre
otras dreas semileras evaluadas a nivel molecular que permitan
hacer una comparacién mds fina. Pese a ello, se puede
considerar que los individuos seleccionados por sus caracteristicas
fenotipicas deseables (altura, didmetro y cobertura de copa
de los arboles) para la formacién de las dos dreas semilleras
fueron los adecuadas, lo que ligeramente se refleja a nivel
molecular por los valores bajos de endogamia, y por la presencia
de un ndmero alto de variantes alélicas en las dos poblaciones. Por
lo fanto, ambas éreas semileras contienen individuos con una adlidad
genética suficiente para garantizar la produccién de planta para la
reforestacién exitosa en las zonas cercanas.

Propuesta de Manejo

Con base en la informacién generada se sugiere el siguiente
esquema de manejo para la obtencién de semillas de drboles
particdares. Fora el drea semillera de P. pseudostrobus se propone
la recolecta en los drboles muestreados al azar, dado que la
seleccion de los individuos efectuada para la conformacion del
drea semillera indica, a nivel molecular, que estd en equilibrio
Hardy Weinberg. El muestreo al azar permitird que el valor
de F se mantenga y no se altere el equilbrio genético de la
poblacién. Para P. montezumae la estrategia es un poco
diferente, pues como en esta drea se estimé un valor de
endogamia importante (F= 0.103), y, aunque, en la actualidad
la poblacivn no se desvia del equiiorio Hardy Weinberg, si sélo se
recolectaran semillas de drboles elegidos al azar, en el futuro
podria existir una mayor probabilidad de que se recolectaran
simientes en condicién homaéciga 'y se originara la perdida de alelos y
niveles significativos de endogamia en las dreas de reforestacion.
En consecuencia, para este caso se propone levar a cabo la
recolecta del germoplasma tanto de los drboles con mayor
nimero de alelos y de heterécigos para los cinco loci analizados
(individuos 06, 13, 17, 20, 57, 23, 46, 29, 39, 58, 18 y 42), asf
como de individuos seleccionados al azar. Ambas estrategias
permitirén, a corto plazo, que mdés cantidad de plantas logren
establecerse y sobrevivir en las zonas de plantacién, y producir,
amediano y largo plazo, semillas que genéticamente contengan
proporciones alélicas y genotipicas similares, a fin de mantener el
equilibrio genético a través de las generaciones.

CONCLUSIONES

El uso de los marcadores moleculares nSSR permitié reconocer
que los niveles de variacién genética contenida en las dos dreas
semileras estdn dentro del intervalo seficlado para pinos con equilibrio
Hardy- Weinberg, y que no presentan niveles de endogamia
o consanguindad significativos. Se recomienda comparar la diversidad
hallada en estas dreas con las zonas que se pretende reforestar,
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random, in the future there could be more likely that seeds in
homozygous condition were collected and there wil be a loss of
dleles as wel as significant levels of nbreeding in reforestation areas.
Accordingly, in this case it is proposed to carry out the collection
of germ plasm from both kinds of trees, with greater number of
dlleles and heterozygous for the five loci analyzed (individuals
06, 18, 17,20,57, 23, 46, 29, 39, 58, 18 and 42) as wel as randomly
selected individuals. Both strategies will allow, in the short term,
that a greater number of plants become established and survive
in the plantation areas, and produce, at the medium and long term,
seeds containing genetically alelic and genotypic similar proportions, in
order to keep the genetic balance through generations.

CONCILUSIONS

The use of "SR moleaular markers alowed to recogrize that the levels
of genetic variation in both seed production areas are within
the range reported for pines with Hardy-Weinberg equilibrium,
and present no inbreeding or consanguinity significant levels. It
is recommended to compare the diversity found in these areas
fo the arecs intended to be reforested, in order not to decease the
genetic variation. It is also suggested to undertake studies in
other seed areas of the species here described with nuclear
and chloroplast markers to know the movement of their genes
(seeds and pollen) and propose with certainty the geographical
boundaries of reforestation. B
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a fin de no disminuir la variacién genética existente. Asimismo,
se sugiere emprender estudios en ofras dreas semilleras de las
especies estudiadas con marcadores nucleares y de cloroplasto
para conocer el movimiento de sus genes (semilas y polen) y proponer
con certeza los limites geogrdficos de reforesfocién,‘
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