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RESUMEN

VARIABILIDAD MORFOLOGICA Y MOLECULAR EN TRES ESPECIES
FORESTALES DE IMPORTANCIA ECONOMICA EN EL ESTADO DE
CHIHUAHUA
POR:

I. E. MINERVA SIQUEIROS CANDIA

Maestria en Ciencias en Recursos Naturales
Secretaria de Investigacion y Posgrado
Facultad de Zootecnia y Ecologia
Universidad Autbnoma de Chihuahua
Presidente: Dr. Carlos Raul Morales Nieto

El rescate de recursos genéticos de Pinus arizonica, P. durangensis y P.
engelmannii en el macizo forestal de Chihuahua, debe iniciar su recuperacion
con material genético sobresaliente y para ello es fundamental conocer la
variabilidad del recurso en existencia. El objetivo del estudio fue evaluar la
variabilidad morfolégica y genética de estas tres especies de pino, utilizando
marcadores moleculares. El macizo forestal se dividié en zona norte, centro y
sur, se muestrearon 20 arboles por especie y zona. Se realiz6 la extraccion del
ADN (kit Qiagen®) y analisis AFLP (Kit IRDye® Fluorescent AFLP). Se realiz6
un analisis multivariado de variables continuas utilizando SAS 9.1.3® y para
variables binarias (moleculares) con SAGA®. Se obtuvo la matriz de similitud
genética con el indice de Nei y Li y se generd un dendograma mediante el
software FreeTree®, UPGMA. Los tres primeros componentes principales

explicaron el 97.94, 97.45 y 93.80 % de la variacion total observada para Pinus
Vil



durangensis, P. engelmannii y P. arizonica, respectivamente. La variable que
mas contribuy6 con el CP1 en las tres especies fue altitud y altura de arbol. El
analisis de AFLP en las tres especies detectd 132 bandas; 47 polimorficas y 85
monomorficas. El mayor porcentaje de polimorfismo (53.2%) y bandas
polimérficas (25) se obtuvo con la combinacion de iniciadores Msel + CAC,
EcoRl + ACC_700. Al considerar las tres especies de pinos, se obtuvieron
valores de similitud desde 0.914 hasta 1.0. Los recursos genéticos de Pinus
engelmannii, P. arizonica y P. duranguensis, presentaron variabilidad

morfolégica y molecular.
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ABSTRACT
MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR VARIABILITY IN THREE FOREST
SPECIES OF ECONOMIC IMPORTANCE IN THE STATE OF CHIHUAHUA
BY:
MINERVA SIQUEIROS CANDIA

The rescue of the genetic resource of Pinus arizonica, P. durangensis
and P. engelmannii in Chihuahua’s forests, has to start you recovery with
outstanding genetic material and for this it is fundamental to know the variability
of the resource in existence. The objective of this study was to evaluate the
morphological and genetic variability of these species of pine trees. The forest
was divided into north, center and south areas, 20 trees of each species and
zone were sampled. DNA extraction (Qiagen® kit) and AFLP (IRDye®
Fluorescent AFLP Kit) analysis were performed. The data were analyzed with
SAGA® Software. The matrix of genetic similarity was obtained with Nei and Li
Index. Software FreeTree®, UPGMA was used. The first three principal
components explain the 97.94, 97.45 y 93.80 % of the total variation observed in
Pinus durangensis, P. engelmannii y P. arizonica respectively. The most
contributing variable in the CP1 in the three species was the terrain altitude and
the tree’s height. The AFLP analysis in the three species detected 132 bands;
47 polymorphic and 85 monomorphic. The highest percentage of polymorphism
(53.2%) and polymorphic bands (25) was obtained with the combination of
primers Msel + CAC, EcoRI + ACC_700. When considering the three pine

species, similarity values were obtained from 0.914 to 1.0. The genetic resource



of Pinus engelmannii, P. arizonica y P. duranguensis, presented morphological

and molecular variability.



RESUMEN.....................

ABSTRACT........cccceniits

LISTA DE CUADROS......

LISTA DE FIGURAS.......

INTRODUCCION. ..o,

CONTENIDO

REVISION DE LITERATURA . ......ouuieeieei e

Importancia de las Coniferas...........ccoooooiiiiii i

Especies Importantes en Chihuahua.............................. ...

Pinus durangensis (Martinez)..............cccocevviiiiiiiininnnnn,

Pinus engelmannii (Carr.).........cccooiiiiiiiiiiiiieee,

Pinus arizonica (Engelm.)..........ccoooiiiiiiiii

Diversidad GenétiCa. ... ..ooovne e,

Marcadores Moleculares. ........oooveeeeieei i,

Marcadores AFLP..

MATERIALES Y METODOS.....cuuuueiiiiiiiiieee e e e

Descripcion del Area de EStudio...........coeuuveeeeeeeeieeeennn..

Analisis de Laboratorio..........ooooooe i

Extraccion de

ADN. ..

Marcadores MoleCUlares. ...,

Analisis Estadistico

Xi

10

10

10

16

17

19



RESULTADOS Y DISCUSION........ccooiiiiiiiiieieieiceieee

Analisis MorfoldgiCo.........ccooiei i

Pinus durangensis (Martinez)............ccccovviiiiiiiiiiiiiiieeee.

Pinus engelmannii (Carr.)..........oooiiiiiiiiiieeeeeeeee

Pinus arizonica (Engelm.)...........oooiiiii

ANALISIS MOIBCUIAT . ... e

Pinus arizonica (Engelm.)...........cooiiiii

Pinus engelmannii (Carr.).........coiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee

Pinus durangensis (Martinez)............cccoooiveiiiiiiieeeieneeen.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES..........coooiiiiiiiiee,

LITERATURA CITADA

Xii

21

21

21

26

31

39

45

45

47

48

49



Cuadro

1

10

LISTA DE CUADROS

Area de muestreo en el macizo forestal del estado de
Chihuahua, ME&XICO. ... e

Datos de origen de las especies muestreadas en la zona
norte del macizo forestal del estado de Chihuahua,
MEXICO. ..ttt

Datos de origen de las especies muestreadas en la zona
centro del macizo forestal del estado de Chihuahua,
MEXICO. .ottt

Datos de origen de las especies muestreadas en la zona sur
del macizo forestal del estado de Chihuahua,
MEXICO. ..t

Valores medios de cuatro variables evaluadas en poblaciones
de Pinus duranguensis (Martinez) en el macizo forestal de
Chihuahua, MEXIiCO..........coiiiiiii e,

Valores caracteristicos de mayor valor descriptor, respecto a
su componente principal en poblaciones de Pinus
durangensis (Martinez) en el estado de Chihuahua...............

Vectores caracteristicos de las variables de mayor valor
descriptor, respecto a su componente principal en
poblaciones de Pinus durangensis (Martinez) en el estado de
ChINUANUAL...... oo e

Correlacion de variables con componentes principales en
poblaciones de Pinus duranguensis (Martinez) en el macizo
forestal de Chihuahua, MéxiCo..........oovvviiiiiiii i,

Valores medios de cuatro variables evaluadas en poblaciones
de Pinus engelmannii (Carr.) en el macizo forestal de
Chihuahua, ME&XICO. .. ...t e

Vectores caracteristicos de las variables de mayor valor
descriptor, respecto a su componente principal en
poblaciones de Pinus engelmannii (Carr.) en el estado de
Chihuahua............cooo e,

Xiii

Péagina

12

13

14

15

22

23

24

25

28

29



11

12

13

14

15

16

17

18

Valores caracteristicos de mayor valor descriptor, respecto a
su componente principal en poblaciones de Pinus
engelmannii (Carr.) en el estado de Chihuahua.....................

Correlaciéon de variables con componentes principales en
poblaciones de Pinus engelamnnii (Carr.) en el macizo
forestal de Chihuahua, MéxiCo.............ccoiiiiiiiiiiii.

Valores medios de cuatro variables evaluadas en poblaciones
de Pinus arizonica (Engelm.) en el macizo forestal de
Chihuahua, ME&XICO. ...t

Vectores caracteristicos de las variables de mayor valor
descriptor, respecto a su componente principal en
poblaciones de Pinus arizonica (Engelm.) en el estado de
Chihuahua. ...

Valores caracteristicos de mayor valor descriptor, respecto a
su componente principal en poblaciones de Pinus arizonica
(Engelm.) en el estado de Chihuahua..............................

Correlacion de variables con componentes principales en
poblaciones de Pinus arizonica (Engelm.) en el macizo
forestal de Chihuahua, México.............cooiiiiiiiiiiiies

Bandas polimorficas detectadas en 52 é&rboles de tres
especies de Pinus, empleados en el andlisis de AFLP en el
macizo forestal de Chihuahua, México.......................oooo.ie.

Nivel de polimorfismo detectado en 52 arboles de tres
especies de Pinus, empleados en el andlisis de AFLP en el
macizo forestal de Chihuahua, México.............................

Xiv

30

32

34

36

37

38

41

43



Figura

LISTA DE FIGURAS

Ubicacion de las zonas muestreadas en el macizo forestal
del estado de Chihuahua, México..........cccovviiiiiinni....

Dendograma del analisis de cinco variables en
poblaciones de Pinus durangensis (Martinez) con base en
el método de ligamiento Ward...............c.cooiiiiiiinnnn.

Dendograma del analisis de cinco variables en
poblaciones Pinus engelmannii (Carr.) con base en el
meétodo de ligamiento Ward............cc.ooooiiiiiiin

Dendograma del analisis de cinco variables en
poblaciones Pinus arizonica (Engelm.) con base en el
método de ligamiento Ward..............ooiiiiiiiiinnn,

Analisis de agrupamiento de 52 arboles de Pinus
engelmannii P. arizonica y P. duranguensis, mediante el
coeficiente de Nei y Li, utilizando como método de
agrupamiento UPGMA, sobre la base de 132 marcadores
AFLP, generados con dos combinaciones de
INICIAAOIES. ...

XV

Péagina

11

27

33

40

46



INTRODUCCION

La conservacion y el manejo de los bosques, como cualquier otro recurso
natural, deben involucrar su supervivencia, el bienestar humano y la
participacion de las poblaciones locales. Los bosques son la mayor economia
de México al proporcionar mas del 80 % de la produccién de madera total anual
(Caballero, 2012). Ademas, los bosques ofrecen a la sociedad bienes y
servicios como productos no maderables, captacion de agua, productos
alimenticios, ecoturismo, entre otros servicios ambientales (Ortiz, 1993). Sin
embargo, en México se deforestan cerca de 400 000 ha anuales, en las que no
s6lo se pierde la madera, sino también los recursos asociados como la
biodiversidad, el suelo, la capacidad de retencion y cosecha de agua, los
habitats para la fauna y principalmente la pérdida de los recursos genéticos del
bosque. Ademas, en México no existe una politica nacional para realizar
estudios y elaborar un inventario de la variacion genética en especies
forestales. Tampoco se han establecido mecanismos para dar seguimiento a la
pérdida genética y vulnerabilidad de las especies (FAO, 2010). Por lo anterior,
es necesario realizar estudios para conocer la diversidad genética de especies
forestales con alto potencial productivo.

Los estudios sobre caracterizacion de poblaciones han adquirido una
gran importancia en los ultimos afios y son utilizados para conocer la identidad
genética de especies vegetales. Estos se han logrado con el manejo de
herramientas biotecnoldgicas como es el uso de marcadores moleculares. Una
de las primeras técnicas utilizadas fue la “huella gendmica de ADN” (DNA

fingerprinting), empleada originalmente por Jeffreys et al. (1985) en estudios de
1



genética humana. Posteriormente, fue utilizada para la identificacion de
cultivares agrondmicos como el arroz, entre otros (Dallas, 1988). Estas técnicas
consideran una o mas caracteristicas del genoma del individuo y sirven para
realizar analisis de identificacion de ADN, pruebas de identidad, perfil genético,
caracterizacion genotipica, huella genémica.

Por la importancia de lo anterior, es urgente conocer y utilizar los
recursos genéticos, mediante la evaluacion sistematica de su diversidad
genética y establecer programas de mejoramiento genético forestal. Las tres
especies forestales mas importantes en el estado de Chihuahua son: Pinus
arizonica (Engelm.), Pinus durangensis (Martinez), Pinus engelmannii (Carr.).
Estas especies son nativas de México y estan distribuidas en la porcién norte
del pais. Sus principales usos son para la elaboracion de cajas de empaque,
postes, triplay, durmientes, celulosa y lefia. Ademas, se recomiendan para
plantaciones comerciales y ocasionalmente como ornamental (CONAFOR,
2013).

El rescate de estos recursos genéticos presentes aun en el macizo
forestal del estado de Chihuahua, debe iniciarse cuanto antes y buscar su
recuperacion a través del uso de material genético sobresaliente. El objetivo de
la presente investigaciéon fue evaluar la variabilidad morfolégica y genética de

tres especies de pino en el estado de Chihuahua.



REVISION DE LITERATURA
Importancia de las Coniferas

Los bosques primarios del mundo han sido destruidos en un 78 % y el
otro 22 % restante esta amenazado por diversos factores (Santamarta, 2004).
Entre estos estan: crecimiento demografico, cambios de uso del suelo,
ganaderia y mineria, incendios forestales, extraccion de madera, caminos
forestales y cambio climéatico. Este cambio de los ecosistemas es continuo, ya
sea por los propios procesos naturales o por influencia humana, ésta ultima la
principal causa de la modificacion directa o indirecta del disturbio de los
ecosistemas (Gonzélez et al., 2007).

La principal causa de pérdida de los habitats naturales de especies
silvestres en el planeta es la desforestacién. Las consecuencias a corto y
mediano plazo se pueden resumir en: desaparicion de recursos genéticos,
pérdida de biodiversidad, pérdida de recursos econémicos (madera, celulosa,
lefias, etc.), degradacion de suelos, alteracion de ciclos hidrolégicos, erosion,
desertificacion, extincion de especies y de ecosistemas y pérdida de recursos
bidticos y servicios ambientales (SEMANAT, 2000).

El manejo sustentable de los bosques requiere del conocimiento de
factores ambientales que determinan el crecimiento de las especies forestales
(Palahi et al., 2004). Las coniferas son componentes importantes de los
ecosistemas terrestres. Los géneros Pinus, Picea y Abies, se encuentran en
regiones boreales del este de Asia, el Mediterraneo, los Himalayas, la region
Atlantica, el oeste de América del Norte y las Sierras Madres de México

(Richardson y Rundel, 1998; Farjon, 2001).
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La superficie de bosques de coniferas en el pais es de 30.4 millones de
hectareas; 16 millones que representan el 53.3 % esta en los estados de
Chihuahua, Durango y Michoacan. En estos estados la actividad forestal es de
suma importancia, ya que aportan mas del 60 % de la produccion forestal
nacional. Sin embargo, existe un grave deterioro y pérdida de los recursos
genéticos forestales, ocasionado por diversas causas (CONAFOR, 2003). Lo
anterior, genera la necesidad de iniciar programas de recuperacion de dichos
recursos, con el propésito de revertir los procesos de deterioro y recuperar el
valor genético original de estos bosques, ya que el pais presenta las tasas de
deforestacion mas altas del mundo, estimadas en mas de un millén de
hectareas por afio (CONAFOR, 2013).

Vela et al. (2012) aseguran que las coniferas en México estan
representadas por diez géneros. Desde el punto de vista econémico, y por su
papel en la vegetacion, los mas importantes son: Pinus, Abies, Cupressus Yy
Juniperus. Ademas, desde el punto de vista cuantitativo, Pinus es mucho mas
abundante en México. Frecuentemente, es el componente dominante de la
vegetacion, ya que influye en procesos como ciclos biogeoquimicos,
hidrolégicos, regimenes de fuego y es habitat y fuente de alimento para la fauna
silvestre. En las superficies arboladas en que interviene el género Pinus,
constituyen mas del 90 % del area de los bosques de coniferas del pais.
Ademas, es fuente de madera, lefia, pulpa, resinas, semillas comestibles, entre
otros (Garcia y Gonzalez, 2003; Ramirez et al., 2005).

Entre las poblaciones de importancia econdémica es urgente el evaluar y

seleccionar caracteristicas sobresalientes a través de descriptores morfoldgicos
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(Steiner et al.,, 1998). Si bien, no existen muchos estudios de este tipo en
coniferas, las gramineas han sido mas estudiadas (Morales et al., 2006;

Morales et al., 2016).
Especies Importantes en Chihuahua

Pinus durangensis (Martinez). Se conoce como pino blanco y pino real
de seis hojas. Es una especie nativa de la Sierra Madre Occidental de México.
Alcanza una altura de 30 a 40 m y 50 a 80 cm de didmetro normal. Se distribuye
al noreste entre Chihuahua, Sonora y Durango. Se usa para produccion de
aserrio, triplay, molduras, duelas y en ebanisteria. Ademas, en menor grado
para muebles, pulpa para papel, postes y como ornamental. Esta especie se

recomienda para plantaciones comerciales (CONAFOR, 2013).

Pinus engelmannii (Carr.). Su nombre comun es pino real, pino apache
y pino arizona. Es una especie nativa de México, originaria de la Sierra Madre
Occidental. El arbol alcanza una talla media de 15 a 25 m y un diametro de 60 a
80 cm. Su distribucion natural se restringe a los estados de Chihuahua, Sonora,
Sinaloa, Durango y Zacatecas. Su principal uso es la obtenciéon de madera para
muebles y construccién, molduras, pisos, palo de escoba, triplay, pulpa para

papel, aserrin, postes y ebanisteria.

Pinus arizonica (Engelm.). Se conoce como pino blanco, pino real y
pino de Arizona. Es una especie nativa de la Sierra Madre Occidental de
México. Tiene una altura de 30 a 35 m y un didmetro normal mayor a 1 m. En
arboles maduros la copa es redondeada y en jovenes es piramidal. Su
distribucion en México va desde Durango hasta Chihuahua y Sonora. Sus

5



principales usos son para la realizacion de cajas de empaque, postes, triplay,
durmientes, celulosa y lefia (CONAFOR, 2013).
Diversidad Genética
La diversidad genética es el componente basico de la biodiversidad. Esta
se define como las variaciones heredables que ocurren en cada organismo,
entre los individuos de una poblaciéon y entre las poblaciones dentro de una
especie (Pifilero et al., 2008). EI mantenimiento de alto nivel de diversidad
genética es esencial para las especies arbolreas, para que se adaptan a los
cambios ambientales (Ci et al., 2008). Estudios de niveles y distribucion de la
variacion genética en plantas, sirven para entender la dinamica de poblacion,
adaptacion y evolucion. También, provee informacién util para la conservacion
biologica (Schaal et al., 1991). Ademas, la funcién de la diversidad genética es
mantener un reservorio de condiciones de variacion de respuesta al medio, que
permita la adaptacion y la supervivencia de una especie (Zamudio, 2005). La
variabilidad genética es la carga genética expresado o no de individuos de una
especie. Su funcion es mantener condiciones de variacion de respuesta al
medio, que permita la adaptacién y supervivencia de la especie. Cuando la
estructura genética esta fuertemente influenciada por la distribucién geografica
de la poblaciones, se espera que las poblaciones mas cercanas presenten
menor variabilidad que las mas alejadas geograficamente (Wen y Hsiao, 2001).
La diversidad genética es de gran importancia para la sostenibilidad de
las poblaciones (Hamrick et al., 1991). Generalmente, la diversidad genética de
una especie se determina por su capacidad de adaptacion, capacidad de

supervivencia y capacidad de evolucién. Una riqueza genética o diversidad
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genética significa una alta supervivencia y un gran potencial para realizar
mejoramiento genético (Hedrick y Miller, 1992). La mayoria de las
investigaciones sobre genética forestal en México, han estado enfocadas al
mejoramiento genético de especies de interés comercial, lo cual se ha hecho
con base en métodos clasicos de pruebas de progenie y de procedencia (Diaz
et al., 2001).

Marcadores Moleculares

Los marcadores moleculares han sido definidos como cualquier
diferencia no tipica controlada genéticamente. Se puede considerar que
cualguier molécula organica o inorganica que sea caracteristica de un
organismo o proceso sea un marcador. Un marcador se refiere a cualquier
molécula de proteina, ARN o ADN de tamafio o peso molecular conocido. Este
marcador sirve para monitorear o calibrar la separacion de las moléculas, con el
uso de electroforesis o cromatografia. Ademas, un marcador como cualquier
gen, cuya expresion permite un efecto fenotipico puede ser detectado
facilmente (Valadez y Kahl, 2000). Ademas, son Uutiles para la identificacion
varietal, ya que son poco influenciados por el ambiente o la fenologia de la
planta (Beebe et al., 2000).

Para andlisis genéticos y programas de mejoramiento se han
desarrollado métodos para la identificacion y caracterizacion de especies
vegetales, mediante marcadores de ADN por su simplicidad y facilidad de
manejo (Tapia et al., 2005). Este tipo de marcadores pueden evaluar estados
de desarrollo de plantas de cualquier tipo de material vegetal, sin necesidad de

evaluar caracteres morfolégicos y moleculares, ademas, es libres de efectos
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epistaticos (Azofeifa, 2006). Diversos marcadores moleculares como RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA; Palomino et al, 2014), AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism; Di y Meng, 2013), SSR (Simple Sequence
Repeats; Peréz et al, 2011) e ISSR (Inte-simple sequence Repeats; Rosales et
al, 2003), se usan para detectar diversidad genética a nivel intra o inter-
especifico en poblaciones de plantas (Valdez et al., 2001).
Marcadores AFLP

La metodologia de los AFLP (Polimorfismos en la Longitud de los
Fragmentos Amplificados) fue desarrollada por Marc Zabeau y publicada por
primera vez por Vos et al. (1995). El método esta basado en la amplificacién
selectiva de fragmentos de restriccion, usando la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR; Simpson, 1997). Esta técnica es una combinacién de
técnicas basadas en digestion y PCR. Al igual que otras técnicas de
marcadores, inicia con el aislamiento del ADN gendmico y su restriccion
completa con dos endonucleasas distintas. Una de ellas (Eco RI) es una enzima
gue reconoce 6 pares de base y corta dentro de ellas. La otra (Mse 1) reconoce
y corta dentro de una secuencia de 4 pares de bases. A través de la accién
combinada de ambas enzimas, se genera un gran numero de fragmentos cuyas
frecuencias son en numero descendente.

La técnica de AFLP selecciona Unicamente a los fragmentos Mse | - Eco
RI. Después son ligadas moléculas de adaptadores especificos a los extremos
cohesivos de los sitios de restriccion. Subsecuentemente, se llevan a cabo dos
reacciones de amplificacion por PCR. Los iniciadores empleados para la

primera amplificacion corresponden a las secuencias de los adaptadores mas
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un nucleodtido extra interno al fragmento. En ésta solo seran amplificados los
fragmentos con el nucleétido extra seguido de los sitios de restriccion. En la
segunda amplificacion, son usados tres nucledtidos selectivos, esto significa
que solo los fragmentos con esta combinacion particular de 6 nucledétidos
adyacentes a los sitios de restriccion seran amplificados. Uno de los iniciadores
en la segunda amplificacién es marcado con radiactividad o fluorescencia. Por
altimo, se hace la separacion de los fragmentos amplificados (bandas) en un gel
de secuenciacion de poliacrilamida, donde las bandas pueden ser detectadas
por autoradiografia o deteccion de fluorescencia. Normalmente en el caso de
ADN genomico de plantas, bajo estas condiciones de amplificacién, son
observadas de 50 a 100 bandas por muestra (Simpson, 1997).

Entre los marcadores mas utilizados se encuentran los AFLP’s. Estos
permiten examinar en un solo ensayo, un gran niamero de fragmentos de ADN y
se comportan como marcadores dominantes (Coart et al, 2002). Las ventajas
de esta técnica incluyen a un gran numero de loci, altos niveles de
polimorfismos, alta reproducibilidad, no se requiere de conocimiento de la
secuencia anterior y la distribucion de todo el genoma de los marcadores
(Powell et al., 1996).

El uso de marcadores moleculares como los AFLPs, no son afectados
por el ambiente, ademas, con su uso se puede detectar diversidad a nivel del
genotipo y estos marcadores han sido empleados con éxitos en otras especies
vegetales (Puecher et al., 2001; Renganayaki et al. 2001) para evaluar y

conocer su variabilidad genética (Meudt y Clarke, 2006).



MATERIALES Y METODOS

Descripcion del Area de Estudio

La toma de muestras se realizd en el macizo forestal del estado de
Chihuahua (Figura 1). Este se localiza en la parte oeste, entre los 24° 42’ 03" y
31° 16’ 43” de latitud norte y los 105° 22’ 48” y 109° 33’ 25” de longitud oeste,
con una superficie de 8,168 888 hectareas en la Sierra Madre Occidental del
estado. En su mayoria el clima corresponde a templado con lluvias en verano
(Cf) (Garcia, 1973). Esta influenciada por la cuenca del rio Yaqui, rio Mayo, rio
Fuerte, rio Sinaloa y rio de San Luis.

Para el desarrollo de este trabajo, la regidén del macizo forestal se dividio
en zona norte, centro y sur (Cuadro 1). Dentro de cada zona se muestrearon 20
arboles por especie. Las muestras consistieron de tejido de hojas de la parte
media e inferior del pino. El material recolectado se colocé en bolsas de plastico
y se identific6 cada bolsa con un cédigo que incluye muestra, numero, zona y
especie (M- # - N -Spp). Ademas, se obtuvieron datos de origen de los arboles
muestreados como edad, didmetro y altura del pino, coordenadas vy altitud en
cada sitio (Cuadros 2, 3 y 4). Posteriormente, las muestras se colocaron en
hieleras para su traslado al laboratorio.
Analisis de Laboratorio

El andlisis se realiz6 en el Centro de Investigacion y de Estudios
Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV), Unidad Irapuato,
Guanajuato. Se recolectaron 180 muestras procedentes del macizo forestal de
Chihuahua. En cada zona de muestreo se recolectaron en total 20 muestras de

cada una de las tres especies.
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Figura 1. Ubicacion de las zonas muestreadas en el macizo forestal del estado

de Chihuahua, México.



Cuadro 1. Area de muestreo en el macizo forestal del estado de Chihuahua,

México

Zona Muestreada

Especie Norte Centro Sur
Pinus Predio Socorro Ejido Shewerachi, Ejido el Tule y
q : Rivera, Madera. Bocoyna. Paraje Portugal. Municipio
urangensis : q Ci del de Guadal
(Martinez) Paraje Mesa de ienega de e Guadalupe y
La Lagunadel 11 Tascate Calvo
Mesa de
Pinus . . Baboreachi, Lote
engelmannii Paraje El Bonito, Semillero. Carretera Balleza -
El Largo Maderal o Chihuahua
(Carr.) Municipio de
Bocoyna
. . Ejido San Juanito.
P'.””S. E!.Bajlo del Sol, Predio Hacienda  Cerro Mohinora.
arizonica Ejido El Largo de Guadalupe Guadalupe y Calvo
(Engelm.) Maderal Pe- bey

Creel
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Cuadro 2. Datos de origen de las especies muestreadas en la zona norte del
macizo forestal del estado de Chihuahua, México

Colecta Circunferencia Altura Latitud Longitud Altitud Edad
(cm) (m) (N) (O) (msnm) (afos)
E-1-N-D 25 11 29°15'215” 108°10'14.7” 2310 30
E-2-N-D 35 15 29°15°21.7” 108°10°'13.6” 2312 50
E-3-N-D 25 13 29°15’19.8” 108°10'14.1” 2319 30
E-4-N-D 35 14 29°15°21.0” 108°10°13.5” 2330 60
E-5-N-D 50 18 29°15°23.7” 108°10°'15.9” 2328 70
E-6-N-D 30 16 29°15°25.2” 108°10'10.4” 2331 50
E-1-N-E 45 17 29°38'49” 108°17°'17.3” 2224 70
E-2-N-E 45 18 29°15'21.7” 108°10’13.6” 2217 70
E-4-N-E 35 15 29°15'21.0” 108°10’13.5” 2218 60
E-5-N-E 30 15 29°15'23.77 108°10’15.9” 2221 50
E-6-N-E 30 14 29°15'25.2” 108°10'10.4” 2186 70
E-1-N-A 40 15 25°48’57” 108°15'568” 2318 90
E-2-N-A 30 18 29°49'40.5” 108°15'57.8” 2324 70
E-3-N-A 35 15 29°49'58.4” 108°16’01.9” 2361 50
E-4-N-A 30 12 29°48'59.7" 108°15'57.2” 2348 60
E-5-N-A 40 18 29°48’.96” 108°15.99” 2375 90
E-6-N-A 40 19 29°48'40.4” 108°16°'04.3” 2455 100

E=ecotipo; N=norte del macizo forestal; D=Pinus durangensis (Martinez);
E=Pinus engelmannii (Carr.); A=Pinus arizonica (Engelm.).
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Cuadro 3. Datos de origen de las especies muestreadas en la zona centro del
macizo forestal del estado de Chihuahua, México

Colecta Circunferencia Altura Latitud Longitud Altitud Edad
(cm) (m) N W (msnm) (Anos)
E-1-C-D 30 15 28°03'23” 107°36’34.1” 2550 50
E-2-C-D 30 15 28°03'22.2” 107°36°'32.1” 2547 60
E-4-C-D 25 13 28°03'21.9” 107°36'34” 2555 50
E-5-C-D 45 17 28°03'21.5” 107°36'34” 2555 60
E-6-C-D 40 18 28°03'27.0” 107°36’34.2” 2558 70
E-1-C-E 55 20 27°51'51.5” 107°35’36.5” 2418 90
E-2-C-E 30 17 27°51’54.6” 107°35'40.5” 2418 70
E-3-C-E 30 15 27°51°53.3” 107°35'42.7" 2407 60
E-4-C-E 40 17 27°51°51.7” 107°35'43.4” 2406 70
E-5-C-E 40 18 27°51°50.3” 107°3545.5” 2395 70
E-6-C-E 35 17 27°51'48.2” 107°35’43.9” 2399 70
E-1-C-A 50 20 28°01'42.6” 107°36'00” 2452 80
E-2-C-A 35 15 28°01'44.4” 107°35’59.8” 2453 70
E-3-C-A 35 15 28°01'44.2” 107°35’57.4” 2447 70
E-4-C-A 45 15 28°01°44.5” 107°35'54.5” 2445 80
E-5-C-A 45 18 28°01°44.4” 107°35'52.3” 2442 90
E-6-C-A 30 15 28°01°40.9” 107°35'58.3” 2453 60

E=ecotipo; C=centro del macizo forestal; D=Pinus durangensis (Martinez);
E=Pinus engelmannii (Carr.); A=Pinus arizonica (Engelm.).
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Cuadro 4. Datos de origen de las especies muestreadas en
macizo forestal del estado de Chihuahua, México

la zona sur del

Colecta Circunferencia Altura Latitud Longitud Altitud Edad
(Cm) (Metros) N W (msnm) (AfRos)
E-1-S-D 30 15 26-02°26.5” 107°01’10.3” 2789 50
E-2-S-D 25 15 26°02'24.8” 107°01°09.1” 2787 70
E-3-S-D 40 20 26°02'24.0” 107°01°'10.8” 2783 80
E-4-S-D 35 18 26°02'25.2” 07°01°06.8” 2780 30
E-5-S-D 40 20 26°02'27.1” 107°01°07.0" 2778 60
E-6-S-D 20 15 26°02’30.8” 107°01°03.0” 2788 60
E-1-S-E 30 15 26°02°26.5” 107°01°10.3” 2789 50
E-2-S-E 30 15 26°55’52.3” 106°43’'13.0” 2240 60
E-3-S-E 45 15 26°55’50.1” 106°43’'10.3” 2250 60
E-4-S-E 30 15 26°55'47.6” 106°43'10.7" 2252 60
E-5-S-E 30 15 26°55’47.6” 106°43'13.2” 2253 70
E-6-S-E 30 15 26°55’47.5” 106°43'16.3” 2256 70
E-1-S-A 50 8 25°27°21.7" 107°02'48.7" 3322 100
E-2-S-A 70 13 25°57°19.8” 107°02'49.8” 3308 90
E-3-S-A 40 13 25°57°17.8” 107°02’'50.9” 3311 100
E-4-S-A 45 14 25°57'25.2” 107°02’51.8” 3313 100
E-5-S-A 60 18 25°57°24.4” 107°02’49.9” 3303 90
E-6-S-A 70 18 25°57°20.5” 107°02’47.0” 3300 70

E=ecotipo; S=sur del macizo forestal, D=Pinus durangensis (Martinez); E=Pinus
engelmannii (Carr.); A=Pinus arizonica (Engelm.).
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Extraccion de ADN. El ADN de las muestras fue extraido con el kit
Qiagen DNeasy® 96 Plant Kit (6) Catadlogo No. 69181. Se trabaj6é por placa de
96 y las reacciones fueron para muestras individuales. Se colocaron 50 mg (3
hojas) de muestra en cada tubo de recoleccion (muestra congelada) y se
agregaron 400 pl de Buffer AP1, 1 pl de RNase A, 1 pl de Reagent DX y se
agrego un balin de Qiagen (Stainless Steel Beads 5 mm (200) Catalogo No.
69989). Las muestras se colocaron en el TissueLyser Qiagen (Catalogo
N0.85300) dos veces por 30 s a 30 Hz. En el intervalo se colocaron en
nitrdgeno liquido para que las muestras no se descongelaran. Se centrifugé la
muestra a 3000 rpm y se agregaron 130 ul de Buffer P3. Se agit6 durante 15 s,
las muestras se incubaron a -20°C durante 10 min y se centrifugé a 3750 rpm
por 5 min. Posteriormente, 400 ul de la muestra se transfirio a un tubo de
recoleccion nuevo, se agrego 600 pl de Buffer AW1 y se agitd durante 15 s.
Para recolectar la solucion se centrifugd la muestra a 3000 rpm. Se colocaron
las placas DNeasy 96 Plate arriba de otro tipo de placas S-Blocks y se transfirié
1 ml de la muestra a las placas de DNeasy 96 Plate, se sell6 con AirPre Tape
Sheet (una pelicula para cubrir las placas de 96) y se centrifugé por 4 min a
3750 rpm. Se agregaron 800 ul de Buffer AW2 y se centrifugé a 3750 rpm
durante 15 min. Las placas de DNeasy 96 Plate se colocaron sobre placas de
elusion y se le agregaron 100 pl de Buffer AE a las placas DNeasy 96 Plate. Se
incubo durante 1 min a temperatura ambiente (15-25 °C), después se centrifugé
2 min a 3750 rpm. Finalmente, se repitio el paso anterior.

Las muestras se cuantificaron en Nanodrop (Thermo Catalogo No. 2000),

un espectrofotometro de amplio espectro (220-270 nm) que mide muestras de 1
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pul con alta precision y reproducibilidad, mediante métodos de tension
superficial. Se ocup6 un volumen minimo de 1 a 2 pl, se realizd por aplicacion
directa de la muestra. Finalmente, se colocaron 2 pl de la muestra en el
Nanodrop y se realizaron las lecturas correspondientes.

Marcadores moleculares. La técnica de AFLP no requiere gran cantidad
de ADN gendmico pero la calidad del ADN es muy importante. Por lo que se
diluyeron a 50 ng/ul del ADN extraido con agua. Para ello se utilizo el Kit
IRDye® Fluorescent AFLP® Kit for Large Plant Genome Analysis (Licor
Catalogo No. 830-06198). En la digestion del DNA gendémico se utilizé enzimas
de restriccion. En placa de 96 de PCR de 200 pl en hielo se agregaron 2.5 l
Buffer 5X RL, 1 pl Mix de Enzimas EcoR1 / Msel, 7 pl de Agua desionizada y 2
pul de ADN diluido. Todo se mezcld, se coloc6é en un termociclador (Verity
Applied Biosystems Catalogo No. 4375786) y se incubo la mezcla a 37 °C por 2
hr y a 70 °C por 15 min para inactivar las enzimas de restriccion. Se verifico en
gel de agarosa al 1 % con bromuro de etidio (Br+et). Posteriormente, se
mezclaron 2 ul del amortiguador de carga 6X ADN Loading Dye Blue mas 12.5
ul de ADN digerido. Para la ligacion de adaptadores se agregaron en la misma
placa de 96 de PCR de 200 pl en hielo, 12 ul de Adapter mix, 0.5 ul de T4 ADN
Ligasa (y todo el producto de paso anterior, 12.5 ul de ADN digerido). Se agité y
mezclo pipeteando hacia arriba y abajo. Se incubo la muestra a 20 °C por 2 hr.
Se diluyeron las muestras a 1:10 agregando 225 ul de agua desionizada.

Pre-amplificacion. En una nueva placa de 96 de PCR de 200 pl en hielo,
se agregaron 20 pl AFLP Pre-Amp Primer Mix, que contiene los

oligonucledtidos E+A y M+C y también dNTPs, 2.5 pl de Buffer Tag PCR 10X +
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KCI, 1.3 pl de 25 mM MgClz fermentas, 0.2 pl Tag DNA Polimerasa y 2.5 pul DNA
digerido, ligado y diluido. Se mezclé y se colocd en un termociclador, corriendo
el siguiente programa: 20 ciclos de 94 °C por 30 s, 56 °C por 1 min, 72 °C por 1
min. Las muestras se diluyeron en 230 ul de agua desionizada. Se verificO en
gel de agarosa al 1 % con Br+et. Se mezclaron 2 pl de amortiguador de carga
6X ADN Loading Dye Blue mas 18 ul de ADN pre-amplificado.

Amplificacion Selectiva. Se realizaron dos PCR con dos combinaciones
de oligonucleétidos: en 2 placas de 96 de PCR en hielo. En la primera placa se
colocaron 4.6 pl de H20 desionizada, 1.1 pl Buffer de amplificacion 10X + KCI,
0.6 pl de 25 mM MgClz, 0.2 ul de Taq Polimerasa, 2 pl del oligonucleétido Msel
CAC (contiene dNTPs), 0.5 ul del iniciador marcado EcoR1 ACC_700, y 2 pl de
ADN pre-amplificado y diluido. Se colocaron en un termociclador con el
siguiente programa: 1 ciclo de 94 °C por 30 s, 65 °C por 30 s, 72 °C por 1 min,
12 ciclos de 94 °C por 30 s, 65 °C por 30 s, 72 °C por 1 min, 23 ciclos de 94 °C
por 30 s, 56 °C por 30 s, 72 °C por 1 min. Se checaron todas las muestras, se
prepar6 el gel de acrilamida al 6.5%, una vez solidificado el gel. Se cargaron 1
litro de Buffer TBE en el secuenciador Licor, se coloco el gel y se cargaron 0.8
pul de muestra, en los extremos del gel se cargé con el marcador de peso
molecular Eco 700. En la segunda placa se colocaron 4.6 pl de H20
desionizada, 1.1 pl Buffer de amplificacion 10X + KCI, 0.6 ul de 25 mM MgClz,
0.2 ul de Taq Polimerasa, 2 pl del iniciador Msel CAG (contiene dNTPs), 0.5 ul
del Primer marcado EcoR1 ACC_700, y 2 pul de ADN pre-amplificado y diluido.
Se colocaron en un termociclador con el programa ya descrito en la

combinacion anterior: 1 ciclo de 94 °C por 30 s, 65 °C por 30 s, 72 °C por 1 min,
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12 ciclos de 94 °C por 30 s, 65 °C por 30 s, 72 °C por 1 min, 23 ciclos de 94 °C
por 30 s, 56 °C por 30 s, 72 °C por 1 min. Se checaron todas las muestras, se
preparo el gel de acrilamida al 6.5%, una vez solidificado el gel. Se cargaron 1
litro de Buffer TBE en el secuenciador Licor, se coloco el gel y se cargaron 0.8
pul de muestra, en los extremos del gel se cargé con el marcador de peso
molecular Eco 700.

Analisis Estadistico

A las variables continuas (altitud msnm, diametro, altura y edad de la
planta) se les realiz6 un analisis de componentes principales (ACP) y un
analisis de conglomerados (AC), mediante el método de Ward (1963), con el
programa SAS 9.1.3® (2006). El dendrograma se obtuvo el programa MINITAB
16®.

Los datos moleculares de ausencia (0) y presencia (1) de bandas se
codificaron en Excel® y posteriormente se analizaron con el programa SAGA®.
La matriz de similitud genética y el dendrograma para el analisis de
conglomerados se obtuvieron mediante el programa FreeTree®, UPGMA
(promedio aritmético de grupos de pares no ponderados). El analisis de
conglomerados realizado se fundamenta en el método de Nei y Li (1979) para
generar las matrices de distancia (o similitudes).

Ademas, se realiz6 un analisis para evaluar la robustez y confiabilidad
en la topologia del arbol, mediante el procedimiento de simulacion Bootstrap

con 5000 remuestreos.
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RESULTADOS Y DISCUSON
Analisis Morfolégico

Pinus durangensis (Martinez). Los rangos de los valores obtenidos de
las variables evaluadas se observan en el Cuadro 5. La circunferencia del tallo
vario desde los 20 hasta los 50 cm. La altura del arbol fluctu6é desde 11 hasta
20 m. La altitud de la zona vario desde los 2310 hasta los 2789 msnm.
Finalmente, la edad de las poblaciones se presentd desde los 30 hasta los 80
anos.

El analisis de componentes principales (ACP) mostré que los tres primeros
componentes principales (CP), explican el 97.94 % de la variacion total
observada (Cuadro 6). La variable morfolégica que mas contribuyé con el CP1
fue la altura. Para el CP2 la variable de circunferencia de tallos fue la de mayor
contribucion. Para el CP3 la variable que mas contribuy6 fue la edad (Cuadro
7).

Al correlacionar las cinco variables con los tres primeros componentes
principales, todas presentaron correlaciones significativas (P<0.0001). El CP1
presentd una correlacion significativa (P<0.0001) con la zona (0.79), altura de
arbol (0.86) y altitud (0.80). EI CP2 presento una correlacion significativa
(P<0.0001) con la circunferencia del tallo (0.82). Por dultimo, el CP3 solo
presento correlacién significativa (P<0.0067) con la edad (Cuadro 8).

Al efectuar el analisis de conglomerados jerarquicos, se obtuvieron tres
grupos basados en el método de ligamiento Ward (1963) a una distancia

euclidiana de 7.19. El grupo | (G-I) integrd a cinco ecotipos de la regién norte
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Cuadro 5. Valores medios de cuatro variables evaluadas en poblaciones de
Pinus duranguensis (Martinez) en el macizo forestal de Chihuahua,

México
Variable Media Minimo Maximo
Circunferencia (cm) 32.94 20 50
Altura (m) 15.76 11 20
Altitud (msnm) 2553 2310 2789
Edad (afios) 54.70 30 80
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Cuadro 6. Valores caracteristicos de mayor valor descriptor, respecto a su
componente principal en poblaciones de Pinus durangensis
(Martinez) en el estado de Chihuahua

Variable CP1 CP2 CP3
Valor Caracteristico 2.71 1.64 0.53
Proporcién de la varianza (%) 54.40 32.92 10.62
Proporcién de la varianza acumulada (%)  54.40 87.32 97.94

CP1= Componente Principal uno; CP2= Componente Principal dos; CP3=
Componente Principal tres.
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Cuadro 7. Vectores caracteristicos de las variables de mayor valor descriptor,
respecto a su componente principal en poblaciones de Pinus
durangensis (Martinez) en el estado de Chihuahua

Valor Caracteristico

Variable
CP1 CP2 CP3
Zona (Norte, Centro, Sur) 0.482 -0.465 -0.969
Circunferencia (cm) 0.282 0.642 -0.343
Altura (m) 0.523 0.289 -0.342
Altitud (msnm) 0.486 -0.460 -0.080
Edad (Afios) 0.419 0.274 0.865

CP1= Componente Principal uno; CP2= Componente Principal dos; CP3=
Componente Principal tres.
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Cuadro 8. Correlacion de variables con componentes principales en
poblaciones de Pinus duranguensis (Martinez) en el macizo
forestal de Chihuahua, México

Z Cl AA AD E

CP1 0.79 0.45 -0.86 0.80 0.69
(P<0.001)  (P<0.0590) (P<0.0001) (P<0.0001) (P<0.0021)

CP2 -0.59 0.82 0.37 -0.59 0.35
(P<0.0115)  (P<0.0001) (P<0.1428) (P<0.0126) (P<0.1653)

CP3 -0.07 -0.25 -0.24 -0.05 0.63
(P<0.7876) (P<0.3319) (P<0.3340) (P<0.8224) (P<0.0067)

CP1= Componente Principal uno; CP2= Componente Principal dos; CP3=
Componente Principal tres. Z= zona; Cl= circunferencia del tallo; AA= altura de
arbol; AD= altitud; E= edad.
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Predio Socorro Rivera, Madera, Paraje Mesa de La Laguna del 11 del
municipio de Madera, Chihuahua. El grupo Il (G-1l) agrupé a seis arboles: tres
del sur, originarios del ejido el Tule y Portugal, municipio de Guadalupe y Calvo,
dos del centro, originarios del ejido Shewerachi, Bocoyna y Paraje Ciénega del
Tascate. Finalmente, el grupo Il (G-lll) integré a seis arboles: tres de centro,
originarios del ejido Shewerachi, Bocoyna y Paraje Ciénega del Tascate y tres
de sur, originarios del ejido el Tule y Portugal, municipio de Guadalupe y Calvo
(Figura 2). La variacion morfolégica observada en las poblaciones de coniferas,
probablemente es el resultado de la adaptacién de la diversidad de factores
ambientales en el area muestreada, tales como precipitacion, temperatura y
altitud.

Pinus engelmannii (Carr.). Los rangos de los valores obtenidos de las
variables evaluadas se observan en el Cuadro 9. La circunferencia del tallo
varié desde los 30 hasta los 55 cm. La altura del arbol fluctu6é desde 14 hasta
20 m. La altitud de la zona vari6 desde los 2186 hasta los 2789 msnm.
Finalmente, la edad de los arboles se present6 desde los 50 hasta los 90 afios.

La variable morfol6gica que mas contribuy6 con el CP1 fue la altura. Para
el CP2 la variable altitud fue la de mayor contribucion. Para el CP3 la variable
que mas contribuy6é fue la zona (Cuadro 10). El analisis de componentes
principales (ACP) mostré que los tres primeros componentes principales (CP),
explican el 97.45 % de la variacion total observada (Cuadro 11).

El Cuadro 12 muestra la correlacion de las cinco variables con los tres
primeros componentes principales, donde todas presentaron correlaciones

significativas (P<0.0001). En el CP1 presento una correlacién significativa
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Figura 2. Dendograma del andlisis de cinco variables en poblaciones de Pinus
durangensis (Martinez) con base en el método de ligamiento Ward.
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Cuadro 9. Valores medios de cuatro variables evaluadas en poblaciones de

Pinus engelmannii (Carr.) en el macizo forestal

de Chihuahua,

México
Variable Media Minimo Maximo
Circunferencia (cm) 35.88 30 55
Altura (m) 16.05 14 20
Altitud (msnm) 2326 2186 2789
Edad (afos) 65.88 50 90
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Cuadro 10. Vectores caracteristicos de las variables de mayor valor descriptor,
respecto a su componente principal en poblaciones de Pinus
engelmannii (Carr.) en el estado de Chihuahua

Valor Caracteristico

Variable
CP1 CP2 CP3
Zona (Norte, Centro, Sur) -0.371 0.435 0.764
Circunferencia (cm) 0.539 0.061 0.042
Altura (m) 0.556 0.279 -0.024
Altitud (msnm) -0.043 0.852 -0.397
Edad (Afios) 0.509 0.018 0.505

CP1= Componente Principal uno; CP2= Componente Principal dos; CP3=
Componente Principal tres.
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Cuadro 11. Valores caracteristicos de mayor valor descriptor, respecto a su
componente principal en poblaciones de Pinus engelmannii (Carr.)
en el estado de Chihuahua

Variable CP1 CP2 CP3
Valor Caracteristico 2.67 1.19 0.64
Proporcion de la varianza (%) 53.42 32.99 12.91
Proporcion de la varianza acumulada (%) 53.42 77.41 97.45

CP1= Componente Principal uno; CP2= Componente Principal dos; CP3=
Componente Principal tres.
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(P<0.0001) con la circunferencia (0.88), altura de arbol (0.90) y edad (0.83). El
CP2 presentd una correlacion significativa (p<0.0001) con la altitud (0.93). Por
altimo, el CP3 solo presentd correlacion significativa (P<0.0087) con la edad
(0.61).

Al efectuar el analisis de conglomerados jerarquicos, se obtuvieron dos
grupos basados en el método de ligamiento Ward (1963) a una distancia
euclidiana de 7.27. El grupo | (G-I) integré a dos subgrupos (Al y All) y el grupo
Il (Gll) integré dos subgrupos mas (Bl y BIl). En el subgrupo Al se agruparon
dos arboles del norte procedentes del Paraje El Bonito, EI Largo Maderal y uno
del centro, procedente de la Mesa de Baboreachi, Lote Semillero, municipio de
Bocoyna; en el subgrupo All se agruparon cuatro arboles del centro, originarios
de la Mesa de Baboreachi, Lote Semillero, municipio de Bocoyna. El subgrupo
Bl integré tres arboles del norte, procedentes de Paraje El Bonito, El Largo
Maderal y un ecotipo del centro, originario de la Mesa de Baboreachi, Lote
Semillero, municipio de Bocoyna, finalmente, en el subgrupo BIl se agruparon
seis arboles del sur, procedentes de la carretera Balleza-Chihuahua (Figura 3).
La variaciéon morfolégica observada en los arboles de coniferas, probablemente
es el resultado de la adaptacién de la diversidad de factores ambientales en el
area muestreada, tales como precipitacion, temperatura y altitud.

Pinus arizonica (Engelm.). Los rangos de los valores obtenidos de las
variables evaluadas se observan en el Cuadro 13. La circunferencia del tallo
vario desde los 30 hasta los 70 cm. La altura del arbol fluctué desde 8 hasta 20
m. La altitud de la zona vario desde los 2318 hasta los 3322 msnm. Finalmente,

la edad de los arboles se present6 desde los 50 hasta los 100 afios.
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Cuadro 12. Correlacion de variables con componentes principales en
poblaciones de Pinus engelmannii (Carr.) en el macizo forestal
de Chihuahua, México

Y4 Cl AA AD E

CP1 -0.60 0.88 0.90 -0.07 0.83
(P<0.0098) (P<0.0001) (P<0.0001) (P<0.7885) (P<0.0001)

CP2 0.477 0.06 0.30 0.93 0.20

(P<0.0526) (P<0.7977) (P<0.2314) (P<0.0001) (P<0.9370)

CP3 0.61 0.03 -0.01 -0.31 0.40

(P<0.0087) (P<0.8955) (P<0.9395) (P<0.2121) (P<0.1061)

CP1= Componente Principal uno; CP2= Componente Principal dos; CP3=
Componente Principal tres. Z= Zona; Cl= Circunferencia del Tallo; AA= Altura
de Arbol; AD= Altitud; E= Edad.
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Figura 3. Dendograma del analisis de cinco variables en poblaciones Pinus
engelmannii (Carr.) con base en el método de ligamiento Ward.
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Cuadro 13. Valores medios de cuatro variables evaluadas en poblaciones de
Pinus arizonica (Engelm.) en el macizo forestal de Chihuahua,

México

Variable Media Minimo Méaximo
Circunferencia (cm) 43.88 30 70
Altura (m) 15.50 8 20
Altitud (msnm) 2707 2318 3322
Edad (afios) 81.11 50 100

33



La variable morfologica que mas contribuyé con el CP1 fue la altitud.
Para el CP2 la variable de altura, fue la de mayor contribucién. Para el CP3 la
variable que mas contribuyé fue la edad (Cuadro 14). El analisis de
componentes principales (ACP) mostr6 que los tres primeros componentes
principales (CP), explican el 93.80 % de la variacion total observada (Cuadro
15).

En el Cuadro 16 se presentan la correlacion de las cinco variables con
los tres primeros componentes principales se presentaron correlaciones
significativas (P<0.0001). En el CP1 presentd una correlacion significativa
(P<0.0001) con la zona (0.91), la circunferencia (0.85), altitud (0.95) y edad
(0.80). ElI CP2 present6é una correlaciéon significativa (P<0.0001) con la altura
(0.94). Por ultimo, el CP3 solo present6 correlacion significativa (P<0.0569) con
la edad (0.45).

Al efectuar el analisis de conglomerados jerarquicos, se obtuvieron tres
grupos basados en el método de ligamiento Ward (1963) a una distancia
euclidiana de 5.67. El grupo | (G-I) integré a cuatro arboles de la regién norte
del macizo forestal del estado de Chihuahua, El bajio del Sol, Ejido El Largo
Maderal y tres arboles del centro, originarios del Ejido San Juanito, Predio
Hacienda de Guadalupe y Calvo. El grupo Il (G-Il) agrup6 a cinco arboles: dos
del norte, procedentes de El bajio del Sol, Ejido El Largo Maderal, tres del
centro, originarios del ejido San Juanito, Predio Hacienda de Guadalupe y
Calvo. Finalmente, el grupo Il (G-lll) integré6 a seis arboles, todos del sur,
originarios del cerro de Mohinora, Guadalupe y Calvo (Figura 4). También, la

variacion morfolégica observada en los arboles de esta especie, probablemente
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Cuadro 14. Vectores caracteristicos de las variables de mayor valor descriptor,
respecto a su componente principal en poblaciones de Pinus
arizonica (Engelm.) en el estado de Chihuahua

Valor Caracteristico

Variable
CP1 CP2 CP3
Zona (Norte, Centro, Sur) 0.514 -0.174 0.324
Circunferencia (cm) 0.480 0.276 0.441
Altura (m) -0.121 0.862 0.248
Altitud (msnm) 0.534 -0.176 0.022
Edad (Afios) 0.451 0.345 -0.798

CP1= Componente Principal uno; CP2= Componente Principal dos; CP3=
Componente Principal tres.

35



Cuadro 15. Valores caracteristicos de mayor valor descriptor, respecto a su
componente principal en poblaciones de Pinus arizonica (Engelm.)
en el estado de Chihuahua

Variable CP1 CP2 CP3
Valor Caracteristico 3.15 1.20 0.32
Proporcién de la varianza (%) 63.17 24.09 87.26
Proporcién de la varianza acumulada (%) 63.17 87.26 93.80

CP1= Componente Principal uno; CP2= Componente Principal dos; CP3=
Componente Principal tres.
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Cuadro 16. Correlacion de variables con componentes principales en
poblaciones de Pinus arizonica (Engelm.) en el macizo forestal
de Chihuahua, México

Z Cl AA AD E

CP1 0.91 0.85 -0.21 0.95 0.80
(P<0.0001)  (P<0.0001) (P<0.3889) (P<0.0001) (P<0.0001)

CP2 -0.19 0.30 0.94 -0.19 0.37
(P<0.4470)  (P<0.2211) (P<0.0001) (P<0.4417) (P<0.1213)

CP3 0.18 0.25 0.14 0.01 -0.45
(P<0.4610) (P<0.3127) (P<0.5740) (P<0.9590) (P<0.0569)

CP1= Componente Principal uno; CP2= Componente Principal dos; CP3=
Componente Principal tres. Z= Zona; Cl= Circunferencia del Tallo; AA= Altura
de Arbol; AD= Altitud; E= Edad.
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es el resultado de la adaptacion de la diversidad de factores ambientales en el
area.
Analisis Molecular

En general y con los dos pares de iniciadores, el andlisis de AFLP en las
tres especies forestales detecté 132 bandas; 47 presentaron polimorfismo y 85
fueron bandas monomorficas. EI nUmero de bandas polimorficas fue de 25y 22
para las combinaciones de iniciadores Msel + CAC, EcoRI + ACC_700 y Msel
+CAG, EcoRlI + ACC _700, respectivamente. ElI mayor porcentaje de
polimorfismo (53.2%) y bandas polimoérficas (25) se obtuvo con la combinacion
de iniciadores Msel + CAC, EcoRI + ACC_700 (Cuadro 17). Estos resultados
son congruentes en el numero de bandas obtenidas con otras investigaciones
en relacion al namero de polimorfismo (Orozco et al.,, 2010). Ademas, en
trabajos realizados con Pinus sylvestris utilizaron cuatro combinaciones de
iniciadores para comparar 19 poblaciones. Los resultados arrojaron un total de
309 bandas, de las cuales 208 fueron bandas polimérficas, encontraron el
mayor nimero de bandas polimérficas con 64 en la combinacién Ecol + ACC
and Msel+ CTG (Androsiuk, 2015). Otro estudio realizado por Avila-Flores et al.
(2016) en Pinus engelmannii, P. arizonica var. cooperi y P. durangensis
utilizaron una sola combinaciéon de iniciadores (EcoRI-ACA, Msel-GAAC) y
obtuvieron 204 bandas polimoérficas.

Para estudios futuros de diversidad genética en poblaciones de estas
tres especies de pinos, se recomienda utilizar la combinacion Msel + CAC,
EcoRl + ACC_700, vya que fue la que detecté la mayor variabilidad en las

poblaciones (Cuadro 17). Sin embargo, Val Diaz et al. (2010) en una prueba de
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Figura 4. Dendograma del analisis de cinco variables en poblaciones Pinus
arizonica (Engelm.) con base en el método de ligamiento Ward.
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Cuadro 17. Bandas polimérficas detectadas en 52 arboles de tres especies de
Pinus, empleados en el andlisis de AFLP en el macizo forestal de

Chihuahua, México

Combinacién de Total Total de Porcentaje de Total de
iniciadores de bandas polimorfismo bandas
bandas polimorficas (%) monomaorficas

Msel + CAC, EcoRI 70 25 53.2 45
+ ACC_700
Msel +CAG, EcoRI + 62 22 46.8 40
ACC_700
Total 132 47 100 85
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24 iniciadores en Pinus pseudostrobus para marcadores AFLP, 8 del tipo Msel y
16 del tipo Eco RI, encontraron que las enzimas de restriccion con Eco R1 y
Mse 1 lograron una completa digestion. Ademas, en este trabajo se concluyo
gue se tienen identificados los iniciadores para la amplificacion selectiva para
determinar las relaciones filogenéticas de esta especie y poder realizar analisis
de diversidad genética.

El nivel de polimorfismo detectado en Pinus durangensis con el analisis
de AFLP fue de 38.09 % y 61.09 % para las combinaciones de iniciadores Msel
+ CAC, EcoRI + ACC_700 y Msel +CAG, EcoRI + ACC_700, respectivamente.
El nivel de polimorfismo detectado en Pinus engelmannii con el analisis de
AFLP fue de 40 % y 60 % para las combinaciones de iniciadores Msel + CAC,
EcoRl + ACC_700 y Msel +CAG, EcoRI + ACC_700, respectivamente. Sin
embargo, el nivel de polimorfismo detectado en Pinus arizonica con el analisis
de AFLP fue de 63.8 % y 36.1 % para las combinaciones de iniciadores Msel +
CAC, EcoRI + ACC_700 y Msel +CAG, EcoRI + ACC_700, respectivamente
(Cuadro 18).

Para estudios futuros de diversidad genética en Pinus durangensis y
Pinus engelmannii se recomienda utilizar la combinacién Msel +CAG, EcoRI +
ACC_700, ya que fue la que detectd la mayor variabilidad. Sin embargo, para el
caso de Pinus arizonica se recomienda utilizar la combinacion Msel + CAC,
EcoRI + ACC_700 (Cuadro 18).

El nivel de polimorfismo detectado en Pinus durangensis, al utilizar el
analisis de AFLP fue de 38.09 % y 61.09 % para las combinaciones de

iniciadores Msel + CAC, EcoRI + ACC_700 y Msel +CAG, EcoRI + ACC_700,
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Cuadro 18. Nivel de polimorfismo detectado en 52 arboles de tres especies de
Pinus, empleados en el analisis de AFLP en el macizo forestal de

Chihuahua, México

Pinus Pinus Pinus
durangensis engelmannii arizonica
Combinacién de iniciadores
Polimorfismo (%)
Msel + CAC, EcoRI + ACC_700 38.09 40 63.8
61.9 60 36.1

Msel +CAG, EcoRI + ACC_700

18 arboles de Pinus arizonica; 17 arboles de Pinus durangensis; 17 arboles

Pinus engelmannii.
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respectivamente. El nivel de polimorfismo detectado en Pinus engelmannii,
utilizando el andlisis de AFLP fue de 40 % y 60 % para las combinaciones de
iniciadores Msel + CAC, EcoRI + ACC_700 y Msel +CAG, EcoRI + ACC_700,
respectivamente. Sin embargo, el nivel de polimorfismo detectado en Pinus
arizonica, al utilizar el andlisis de AFLP fue de 63.8 % y 36.1 % para las
combinaciones de iniciadores Msel + CAC, EcoRIl + ACC_700 y Msel +CAG,
EcoRIl + ACC_700, respectivamente (Cuadro 18). Para estudios futuros de
diversidad genética en Pinus durangensis y Pinus engelmannii, se recomienda
utilizar la combinacion Msel +CAG, EcoRl + ACC_700, ya que fue la que
detectd la mayor variabilidad en sus poblaciones, sin embargo, para el caso de
Pinus arizonica se recomienda utilizar la combinacién Msel + CAC, EcoRI +
ACC_700 (Cuadro 18).

Al considerar las tres especies de pinos se obtuvieron valores de similitud
desde 0.914 hasta 1.0, al utilizar el coeficiente de Nei y Li en las comparaciones
pareadas de los 52 arboles de Pinos en el macizo forestal del estado de
Chihuahua. Sin embargo, cuando se analizan las tres especies de pinos en
forma independiente, se presentaron los siguientes valores de similitud: para
Pinus arizonica 0.914 y 0.987 valor minimo y maximo, respectivamente; Pinus
engelmannii 0.932 y 0.992 como valor minimo y maximo, respectivamente; y
finalmente para Pinus durangensis tuvo un valor de similitud que fluctué desde
0.936 hasta 1.0 valor minimo y maximo, respectivamente (Figura 5). Sin
embargo, en un estudio realizado en Pinus engelmannii, P. arizonica var.
cooperi and P. durangensis obtuvieron valores de similitud genética oscilaron

desde 0,696 hasta 0,858 (Androsiuk, 2015). Considerando estos valores de
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similitud, los resultados indican que existe alta diversidad genética en estas
especies, requisito indispensable para iniciar programas de mejoramiento
genético. Finalmente, la Figura 5 muestra el analisis de agrupamiento de las
poblaciones de las tres especies de pinos, con el coeficiente de Nei y UPGMA
como método de agrupamiento, basado en 132 marcadores AFLP.

Pinus arizonica (Engelm.). Al analizar el dendograma de abajo hacia
arriba se observa que el grupo Al de Pinus Arizonica integro a ocho arboles
procedentes del macizo forestal de Chihuahua; dos del norte cuya procedencia
es El Bajio del Sol y Ejido EI Largo Maderal; uno originario del centro del macizo
forestal de Chihuahua, procedente del Ejido San Juanito, predio Hacienda de
Guadalupe y por ultimo del sur del macizo forestal de Chihuahua, procedentes
del Cerro Mohinora, Guadalupe y Calvo con cinco arboles recolectados en esa
zona. El grupo A2 integro a cinco arboles originarios del centro y sur del macizo
forestal de Chihuahua; para el centro se agruparon cuatro arboles originarios
del Ejido San Juanito, predio Hacienda de Guadalupe y uno solo ecotipo del sur
originario del Cerro de Mohinora, Guadalupe y Calvo. Ademas, el grupo A3
integro cinco arboles originarios del norte y centro del macizo forestal de
Chihuahua; agrupando a cuatro arboles del norte procedentes de El Bajio del
Sol, Ejido El Largo Maderal y un solo ecotipo del centro originario del Ejido San
Juanito, predio Hacienda de Guadalupe (Figura 5).

Pinus engelmannii (Carr.). ElI grupo Bl agrupo a cuatro arboles
originarios de sur del macizo forestal de Chihuahua, recolectados en Balleza,
Chihuahua. Otro grupo que formo esta especie fue el B2, el cual integro a 13

arboles originarios del norte, centro y sur del macizo forestal de chihuahua;
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Figura 5. Analisis de agrupamiento de 52 arboles de Pinus engelmannii, P.
arizonica y P. duranguensis, mediante el coeficiente de Nei y Li,
utilizando como método de agrupamiento UPGMA, sobre la base de
132 marcadores AFLP, generados con dos combinaciones de

iniciadores.
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agrupo a cinco arboles del norte, procedentes del Paraje El Bonito, El Largo
Maderal; seis arboles del centro recolectados en la mesa de Baboreachi, lote
semillero, municipio de Bocoyna y finalmente dos arboles del sur originarios de
la Balleza, Chihuahua (Figura 5).

Pinus durangensis (Martinez). ElI grupo C integro a 17 &arboles
originarios del norte, centro y sur del macizo forestal de Chihuahua; seis
arboles del norte procedentes del predio Socorro Rivera, Madera, paraje mesa
de La Laguna del 11; cinco arboles originarios del centro Ejido Shewerachi,
Bocoyna. Paraje Ciénega del Tascate; seis arboles del sur procedentes del
Ejido el Tule y Portugal, municipio de Guadalupe y Calvo (Figura 5).

El uso de marcadores AFLP han resultado ser eficientes para realizar y
esclarecer estudios de diversidad genética en poblaciones de pino. Ademas,
estos marcadores permiten realizar muestreos en un mayor numero de
poblaciones e incluir un mayor nimero de individuos por poblacién (Androsiuk,

2015).
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los recursos genéticos de Pinus engelmannii, P. arizonica y P.
duranguensis recolectados en el macizo forestal del estado de Chihuahua,
presentaron variabilidad morfoldgica, altitudinal y molecular.

Las variables continuas que mas contribuyeron, independientemente de
la especie, fueron la altitud y altura de planta.

La combinacion de iniciadores Msel + CAC, EcoRI + ACC_700 fue la que
detectd el mayor polimorfismo y reveld los niveles de variacidn genética mas
elevados.

Las muestras recolectadas sugieren una agrupaciéon morfolégica y/o
molecular donde se considere un patron regional y altitudinal.

Los resultados aqui vertidos permitiran a los técnicos e investigadores
conocer la estructura y variabilidad de las poblaciones de estas especies para

realizar programas de mejoramiento y esquemas de manejo diferenciado.
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