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Resumen

Actualmente, en México los programas de reforestacion con especies nativas no cuentan
con estudios que permitan evaluar los niveles de variabilidad genética necesarios para la
conservacion de la diversidad genética. El objetivo de este trabajo fue evaluar las posibles
diferencias en diversidad y estructura genética de Tabebuia rosea (Bertol.) Bertero ex
A.DC. (Bignoniacea), en tres poblaciones de pastoreo y tres cultivadas, ubicadas en tres
subprovincias fisiograficas en el estado de Campeche. Utilizando nueve marcadores tipo
SSR y cuatro de tipo ISSR se evaluaron 180 individuos en total. Se obtuvieron y
compararon los indices de diversidad genética entre condiciones (de pastoreo y
cultivadas) y entre poblaciones y estructura genética entre las poblaciones estudiadas.
En la condicion de pastoreo se encontré un promedio de alelos por locus de 10.7 y 1.105
con los marcadores SSR e ISSR, respectivamente; la Heterocigosidad esperada (He) fue
de 0.663 y el Coeficiente de endogamia (Fis) fue de 0.302. Para la condicion cultivada el
promedio de alelos, por locus fue de 11.3y 1.045 con SSR e ISSR, respectivamente; He
de 0.672 y Fisde 0.369. La estructura genética poblacional fue significativa para ambas
condiciones, el coeficiente de diferenciacién genética entre poblaciones de pastoreo fue
de Fst= 0.261 y en poblaciones cultivadas de Fst= 0.264. El coeficiente de endogamia
total fue Fir= 0.490 (P=0.001). El dendrograma UPGMA no mostro algun patron de
agrupamiento por tipo de poblacién o por distribucion poblacional. En conclusién, la
diversidad genética de ambas condiciones es similar, lo que implica que las practicas
culturales de seleccion de semillas para poblaciones cultivadas no provocan cambios
detectables en la variabilidad genética en las poblaciones cultivadas de las subprovincias

fisiograficas de Campeche.

Palabras clave
Seleccion de semillas, poblaciones cultivadas, poblaciones de pastoreo, SSR, ISSR,

variabilidad genética.



Capitulo 1

Introduccién
La diversidad genética, se define como el nimero total de caracteristicas genéticas

existentes en cada especie. Esta determinada por fendbmenos como la mutacion, la deriva
génica, la migracion, el tamafo efectivo de la poblacion y la presion selectiva (Ellegren
2009; Aguirre et al. 2012). La diversidad genética permite la adaptacion de las especies
a las nuevas condiciones ambientales y favorece la resistencia a las enfermedades (FAO
2002). Para conocer la diversidad genética de las poblaciones, es necesario estimar la
riqueza alélica, la riqueza genética, la proporcion de polimorfismos, la heterocigosidad
observada y su diferencia respecto a la heterocigosidad esperada (Randall et al. 2008;
Gonzélez 2011). Los andlisis de diversidad genética de poblaciones permiten inferir a
través del tiempo los cambios evolutivos e identificar las fuerzas y factores que provocan
dicha variacion (Gonzalez 2011). La caracterizacion geografica y genética es necesaria
para proponer planes de manejo que contribuyan a la conservacion y/o al uso sustentable

de las especies (Uribe 2015).

Las estrategias reproductivas afectan el mantenimiento de los niveles de diversidad
genética y regulan la diferenciacion de las poblaciones. Por ejemplo, en especies con alta
tasa de autopolinizacion se favorece la endogamia y la diferenciacion genética entre
poblaciones (Rocha y Gasca 2007); mientras que, en aquellas especies con sistema de
apareamiento cruzado se puede encontrar una mayor diversidad genética (Badanol y
Schlumpberger 2001; FAO 2014). Estas estrategias reproductivas afectan la migracion o
flujo de genes, mediante la dispersion de polen o semillas dentro y entre las poblaciones,
el mantenimiento de este flujo es determinante para mantener la conectividad genética
(Nora et al. 2011). Al respecto, se ha descrito que un mayor flujo génico disminuye la
varianza genética entre las poblaciones, y por lo tanto esperamos observar bajos niveles
de diferenciacién genética entre estas (Hamrick 2004). Cuando se presentan factores que
interrumpen ese flujo génico por la disminucion o extincion de polinizadores o de
dispersores de semillas o por el surgimiento de una barrera geografica, se puede generar

una diferenciacion genética entre poblaciones (Rocha y Gasca 2007).



El clima es un factor que limita la habilidad de las especies para colonizar ciertas areas
(Hamrick y Godt 1990; Rzedowski 2006). Lo que puede tener un efecto en el tamafio
poblacional, en poblaciones pequefias puede aumentar los efectos de la deriva génica
(Neto et al. 2014). Los desastres naturales, al igual que otras relaciones ecolégicas
negativas como depredacion, parasitismo o incluso competencia son factores que
pueden generar importantes mermas poblacionales que resultan en una disminucion
subita de organismos reproductivos, ocasionando pérdida de riqueza alélica. Su efecto
en la diversidad genética depende de la magnitud y la duracion del evento el cual puede
ocasionar cuello de botella lo que posteriormente se vera reflejado en la pérdida de
diversidad genética (He) (Hartl y Clark 1997; Spielman et al. 2004).

Ademas de los procesos naturales que alteran la diversidad genética, las intervenciones
antropogénicas pueden exacerbar estos fendbmenos a través de la sobreexplotacion de
las poblaciones o su afectacion por conversion de areas naturales en areas urbanas,
agricolas y de pastoreo (FAO 2014). Estos cambios en el paisaje provocan la
fragmentacion, pérdida de conectividad y degradacion del habitat, acelerando los
procesos naturales de pérdida de biodiversidad antes descritos y la reduccion directa del
tamafo poblacional por deforestacion (Spielman et al. 2004; Jump y Pefuelas 2006;
Vinson et al. 2018). Estas afectaciones son mas drasticas para aquellas especies que
dependen de la presencia de polinizadores especializados para su polinizaciéon
haciéndolas mas susceptibles a presentar depresion por endogamia, ya que dependen
de otros organismos para el trasporte del polen (Nora et al. 2011; Barrett 2003). En los
bosques tropicales, se ha encontrado evidencia de los efectos negativos de la
fragmentacion y perturbacibn de los ecosistemas por diversas actividades
antropogeénicas, las que provocan una baja diversidad genética, bajo polimorfismo y altos
niveles de endogamia en poblaciones de algunas especies arbdéreas con mayor
relevancia ecologica como Cedrela odorata L. (Lesher-Gordillo et al. 2018), Swietenia
humilis Zucc. (Rosas et al. 2011) y Tabebuia ochracea A.H. Gentry (Moreira et al. 2009).

Considerando los factores que pueden afectar la variabilidad genética de las especies,
se debe evaluar de manera particular a cada una de ellas, ya que no es posible

generalizar. Cada especie mantiene atributos distintos que la afectan particularmente,



como su sistema reproductivo, su estrategia para mantener el flujo genético, su
demografia y la historia de sus poblaciones (Rocha y Gasca 2007). Por ello, con el fin de
evaluar la diversidad genética de cada especie, es necesario analizar la distribucion y sus
variaciones a nivel intra e inter poblacional (Gonzalez 2011). Estos analisis son
necesarios para generar evidencia que permita conocer el grado de afectacion que puede

sufrir alguna poblacion, ya sea por efectos ecologicos, evolutivos o antropicos.

En México, y en particular en la Peninsula de Yucatan, los impactos antrépicos que
ocasionan la deforestacidon, fragmentacién del paisaje e interrupcion del flujo génico,
pudieran estar afectando gravemente a las especies forestales nativas, por ello es
importante evaluar la situacion en la que se encuentran algunas especies de alta
importancia como Tabebuia rosea (Bertol.) Bertero ex A.DC. conocida localmente como
Maculis.

Tabebuia rosea es una especie arborea, con una amplia distribucién desde México hasta
Centroamérica, y es pionera en las selvas bajas caducifolias, medianas subcaducifolias,
y zonas de transicion (Martinez et al. 2006; Pennington y Sarukhén, 2005). Se encuentra,
preferentemente, en comunidades secundarias y en potreros de zonas tropicales
(Martinez et al. 2006). En México su mayor desarrollo es en los estados de Chiapas,
Campeche y Tabasco, preferentemente en sitios planos, con suelos de origen calizo,
igneo o aluvial (Pennington y Sarukhan, 2005). Los suelos que generalmente presentan
problemas de drenaje, por su alta concentracion de arcillas como los vertisoles favorecen
su crecimiento (Pennington y Sarukhan, 2005; FAO 2015). El rango de temperatura
media anual, en las areas donde se distribuye va de los 22 a los 27 °C; con una
precipitacion de 1,250 a 2,500 mm de lluvia anual (Martinez et al. 2006). Es una especie,
que presenta un sistema de auto-incompatibilidad reproductiva que promueve la
fecundacion cruzada (Bawa y Webb 1984). El flujo de polen en esta especie esta
directamente relacionado con poblaciones de insectos (Gentry 1992). Sus semillas

dependen del viento para la dispersion a larga distancia (Vozzo 2010)

En Campeche, México no existen reportes de la distribucion de la especie en cada
subprovincia fisiografica. Las condiciones Optimas para el desarrollo de T. rosea
reportado por Pennington y Sarukhan (2005), se encuentran en las subprovincias
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fisiografica “Llanuras y Pantanos Tabasquefos,” donde predominan los suelos vertisoles
y gleysoles, con clima calido humedo y abundantes lluvias en verano (SEMARNAT y
CONAFOR 2014). En la subprovincia del “Karst y Lomerios de Campeche” donde hay
una menor precipitacion, y presenta zonas bajas con suelos vertisoles y gleysoles
(SEMARNAT y CONAFOR 2014), las poblaciones de T. rosea se desarrollan muy bien,
aungue su abundancia es menor. Finalmente, la subprovincia del “Karst Yucateco” tiene
la menor precipitacion de las tres subprovincias, es abundante en suelos poco profundos
y pedregosos como los Leptosoles, asi como suelos salinos como los solanchak
(SEMARNAT y CONAFOR 2014), en esta subprovincia la densidad de T. rosea es muy
escasa donde sus poblaciones mas abundantes estan asociadas principalmente a

traspatios y arborizacion urbana.

La fragmentacion del habitat de T. rosea y su aprovechamiento, han ocasionado
reducciones drasticas en sus poblaciones (Martinez et al. 2006). Los individuos silvestres
remanentes pueden encontrarse aun en zonas de pastizales, especialmente en areas
inundables y en grupos de vegetacion secundaria alrededor de zonas de cultivo y
traspatios (Martinez et al. 2006). Por otro lado, de manera cultivada, las poblaciones de
esta especie han aumentado tanto en el nimero de individuos como en su distribucion,
encontrandose como parte de la flora urbana y aparece en programas de establecimiento
de plantaciones forestales (PRONARE 2001; CONAFOR 2013; INEGI 2017). Su uso ha
sido priorizado para proyectos de reforestacion, por su capacidad pionera en la
regeneracion de vegetacion secundaria (PRONAFOR 2018); para ornamentacion de
espacios publicos debido a su intensa floracion de color rosa (Vit 2004); y para
plantaciones con fines comerciales, por su rapido crecimiento, ausencia de plagas

importantes y calidad de su madera (Vit 2004; Martinez et al. 2006).

Pese al éxito en el uso de T. rosea como especie comercial, una de las preocupaciones
gue subyacen debido al incremento de poblaciones de T. rosea por intervencion humana
radica en que no se considera la calidad genotipica y fenotipica del arbol donante, dado
gue no se documenta el germoplasma forestal usado para la produccién comercial de
plantulas en viveros (Meza-Sandoval 2014; Solis-Guillén et al. 2017). Reproducir

selectivamente material de pocos individuos genera el mismo tipo de cuello de botella del



que se hablo previamente, con el potencial de ocasionar un aumento del efecto de la
deriva génica, asi como un incremento en los niveles de endogamia si se utilizan pocos
progenitores, tanto en las poblaciones plantadas, como en las poblaciones silvestres
vecinas a dichas plantaciones. Lo anterior incrementaria la vulnerabilidad de la especie
ante enfermedades y disminuiria su capacidad de adaptacion a los cambios climaticos
(Vargas et al. 2004; FAO 2014).

Estudios previos en especies tropicales demuestran los efectos negativos del uso de
semillas no seleccionadas para el establecimiento de plantaciones, provocando pérdida
de diversidad alélica. Es el caso de Inga vera (Mimosaseae), especie en la que se
demostré que la riqueza de alelos es de apenas el 50 % en plantaciones cultivadas en
comparacion con individuos remanentes de bosques. Adema4s, la descendencia de los
individuos plantados presenta un mayor indice de endogamia que las descendencias de
poblaciones naturales (Neto et al. 2014). Este fendmeno se ha documentado también en
Tabebuia roseo-alba, donde se demostr6 que una poblacion cultivada tenia una
reduccion del 48 % del numero promedio de alelos respecto de una poblacion silvestre
impactada por la agricultura (Feres et al. 2009), lo cual representa una clara evidencia

del impacto que puede tener el colectar semillas de pocos individuos.

En Colombia, se evalud la diversidad genética de T. rosea en 71 individuos que
corresponden a tres poblaciones de plantaciones de diferentes origenes, utilizando 21
microsatélites. Las poblaciones conservan una alta diversidad genética, nUmero alto de
alelos y un bajo indice de endogamia. Se sugiere que el sistema de reproduccion auto-
incompatible de esta especie pudiera ser el responsable de favorecer y mantener la
diversidad genética al menos a nivel local (Lépez et al. 2015). En otro estudio, se
reportaron niveles similares de diversidad genética y valores altos en los indices de
endogamia en dos poblaciones, una de potrero y una plantacibn comercial, ambas
pertenecientes a la subprovincia fisiografica Karst y Lomerios de Campeche, lo cual
pudiera ser indicativo de que ambas poblaciones se originaron de plantas madre con

sistemas reproductivos capaces de capturar una carga genética similar (Raggio 2016).

Pese a que la evidencia apunta a que el propio sistema de auto-incompatibilidad de T.
rosea es un importante factor para la conservacion y transmision de la diversidad genética
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a las generaciones subsecuentes, es importante evaluar si este fendmeno es consistente
en poblaciones cultivadas y poblaciones de paisajes impactados, pero que son aun
consideradas silvestres (pastoreo). También es interesante saber si distintas condiciones
ambientales, como las que prevalecen en distintas subprovincias fisiograficas pueden
provocar cambios en la estructura genética. La evidencia generada en el estado de
Campeche por Raggio (2016), permitié estimar los niveles de variabilidad genética a nivel
intra e inter poblacional. Sin embargo, las dos poblaciones analizadas en el trabajo
resultan insuficientes para generar una vision aceptable del estado de afectacion de la
diversidad genética en poblaciones de T. rosea de plantaciones cultivadas, respecto de
poblaciones silvestres en zonas de pastoreo al menos en el estado de Campeche.
Derivado de esta situacion, en este trabajo se plante6 como pregunta de investigacion,
¢, Cual es la diversidad genética en poblaciones cultivadas de T. rosea, respecto de las
poblaciones de zona de pastoreo, en las subprovincias fisiograficas del estado de
Campeche? La hipotesis planteada en este trabajo es que la diversidad genética de las
poblaciones cultivadas de T. rosea, que han tenido un manejo antropogénico, es menor
al de las poblaciones de zonas de pastoreo. Para averiguarlo, se ha planteado como
objetivo del presente trabajo, estimar la diversidad genética de T. rosea en tres
poblaciones de zonas pastoreo y en tres poblaciones cultivadas, localizadas en las
distintas subprovincias fisiograficas del estado de Campeche. Con ello, se podran
identificar poblaciones con el mayor potencial genético para ser aprovechado como
fuente semillera para otras poblaciones cultivadas, y contribuir a la conservaciéon de las

poblaciones silvestres y su aprovechamiento sustentable.

Para poder realizar este trabajo, se decidio evaluar la diversidad genética mediante el
uso de marcadores moleculares, término que engloba a las técnicas que se basan en la
deteccion de regiones discretas del genoma de estos arboles mediante la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa o PCR, por sus siglas en inglés (Nuez y Carrillo
2000; Gonzalez 2011). Estas técnicas permiten identificar los diferentes alelos presentes
en los individuos ya sea por la aparicion o desaparicion de estas marcas o bien por
cambios en la longitud de los amplicones generados (Nuez y Carrillo 2000). Existen
distintos tipos de marcadores moleculares que se distinguen por su capacidad de detectar

polimorfismo en loci Unicos o multiples y son de tipo codominante y dominante, para este
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trabajo se decidio emplear dos de ellos los SSR y los ISSR. Los microsatélites son
secuencias simples repetidas de nucleotidos o SSR por sus siglas en inglés. Estos se
basan en regiones variables constituidas por repeticiones en tandem, de 1 a 6 pares de
bases (Tautz 1989; Kalia et al. 2011). La ventaja de los microsatélites es su caracter
multialélico, aparte de que permite estudiar la variabilidad genética poblacional, son
altamente polimorficos, de tipo codominante, debido a que permiten amplificar los alelos
heredados de ambos progenitores, lo que permite distinguir individuos homocigotos y
heterocigotos, son de facil interpretacion debido a la presencia de un solo locus por
microsatélite y son selectivamente neutros (Renteria-Alcantara 2007). Estos marcadores
son muy abundantes en los genomas de las plantas, se distribuyen homogéneamente y
resultan apropiados para los andlisis de diversidad genética de poblaciones (Vicario
2002). Una de las desventajas para el uso de los SSR, radica en que para el disefio de
los microsatélites se requiere caracterizar y secuenciar las regiones del genoma que
contienen al microsatélite, ademas, suelen ser especificos para una especie 0 un grupo
de especies del mismo género y su desarrollo es costoso (Tautz 1989; Zhang et al. 2005).
Afortunadamente, los marcadores moleculares para este estudio fueron desarrollados por
Braga y colaboradores (2007), Lopez y colaboradores (2015) y han sido validados para
T. rosea (LOpez et al. 2015; Raggio, 2016).

Otro tipo de marcadores moleculares que se decidio usar son los conocidos como “Inter
Simple Secuence Repeats” 0 ISSRs por sus siglas en inglés, son regiones que se repiten
en tandem de motivos simples como (CT)n o (CA)n, amplifica la regién entre dos
microsatélites. Estos marcadores permiten obtener niveles de variacion en el genoma,
por medio de la presencia y ausencia de los productos amplificados (Renteria-Alcantara
2007). Las ventajas principales de los ISSRs es que poseen un gran numero de bandas
polimérficas, la técnica de disefio es relativamente facil, altamente repetible y existen
cebadores universales para plantas. Las desventajas que pueden presentarse con Su uso
radica en que las bandas son leidas como marcadores dominantes, mediante presencia
y ausencia y no permiten distinguir cuando el individuo es homocigoto dominante o

heterocigoto (Renteria-Alcantara 2007).



El uso de estos marcadores moleculares permiti6 obtener diferentes indices de
variabilidad genética a nivel intra e inter poblacional en la especie de interés. Con esta
informacion fue posible determinar la diversidad genética existente y la proporcién en
cada una de las poblaciones estudiadas en el estado de Campeche y comparar las
similitudes entre poblaciones de pastoreo y cultivadas. Los resultados de estos analisis

se muestran en el capitulo dos de este trabajo.
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Capitulo 2

Articulo cientifico

Con formato para someter a la revista Agrociencia-Colpos
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RESUMEN
Las plantaciones de arboles nativos para restauracion de habitat son comunes. En México, los
programas de reforestacion no contemplan la diversidad genética que permita transmitir la
variabilidad genética de poblaciones silvestres a las cultivadas. Se evalud la variabilidad y
estructura genética poblacional de Tabebuia rosea (Bignoniaceae) en tres poblaciones cultivadas
y tres poblaciones de pastoreo (consideradas silvestres). Utilizando nueve marcadores tipo SSR y
cuatro de tipo ISSR se evaluaron 180 individuos en total (30 individuos por poblacion). Se
obtuvieron y compararon los indices de diversidad y estructura genética entre tipos de condicion y
entre poblaciones. En la condicion de pastoreo se encontrd un promedio de alelos por locus de 10.7
y 1.105 con los marcadores SSR e ISSR, respectivamente, Heterocigosidad esperada (He) 0.663 y
alto coeficiente de endogamia (Fis) de 0.302. Por su parte para la condicion cultivada el promedio
de alelos por locus fue de 11.3 y 1.045 con SSR e ISSR, respectivamente, y He de 0.672 y Fisde
0.369. La estructura poblacional fue similar en ambas condiciones, el coeficiente de diferenciacion
genética entre poblaciones de pastoreo fue de Fst= 0.261 y en poblaciones cultivadas de Fst=
0.264. La endogamia total fue alta Fir=0.490 (P=0.001). En conclusion, la diversidad genética de
poblaciones de pastoreo es similar a las presentes en poblaciones cultivadas. Esta evidencia
pareciera indicar que las préacticas de seleccion de semillas para poblaciones cultivadas no generan

cambios detectables en la variabilidad genética de acuerdo con el nimero de alelos encontrados.

PALABRAS CLAVES

Fragmentacion poblacional, seleccion de semillas, especie forestal tropical, marcadores

moleculares, indice de variabilidad genetica
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INTRODUCCION

Los bosques tropicales del mundo presentan la mayor pérdida y fragmentacion de habitat por el
cambio de uso de suelo, debido a las actividades agropecuarias para satisfacer las necesidades
humanas (Rautner et al. 2013). La selva Maya; que representa el bosque tropical con mayor
extension de América después del Amazonas, es constantemente deforestada a causa de la
agricultura, la ganaderia y el crecimiento urbano (Ellis et al. 2020; Ellis et al. 2020).

La fragmentacion del habitat por causas naturales, o por deforestacion, tiene como consecuencia
la pérdida de diversidad genética lo que pone en riesgo la supervivencia de las especies a mediano
y largo plazo (Quédraogo 1997; Spielman et al. 2004). La reforestacion puede mitigar estos
cambios en las poblaciones, pero es necesario considerar aspectos relacionados con el manejo
genético, que permita proporcionar informacion para la seleccion de semillas destinadas a
establecer nuevas poblaciones (Alia 2003; Vargas et al. 2004). De no considerarse, las
consecuencias pueden ser contraproducentes exacerbando la erosion genética que se traduce en una
reduccion de supervivencia y baja productividad a largo plazo (Vargas et al. 2004; Rodriguez
2009). En México, los programas de reforestacion productiva y de restauracion ecoldgica han
priorizado algunas especies nativas con potencial econdémico, ecoldgico y social. Tabebuia rosea
(Bertol.) Bertero ex A.DC. es considerada como la especie mas prometedora (PRONAFOR 2018),
debido a su capacidad de supervivencia temprana y desarrollo en diferentes condiciones
ambientales (Pennington y Sarukhan 2005; Vit 2004). Su rapido crecimiento, la ausencia de plagas
importantes, la calidad de su madera y su capacidad pionera en la regeneracion de vegetacion
secundaria (Martinez et al. 2006; PRONAFOR 2018) la hacen una especie prioritaria. En
consecuencia, las poblaciones de T. rosea han aumentado significativamente en entornos

manejados respecto de las poblaciones silvestres. Los registros historicos para el estado de
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Campeche, México, sugieren el establecimiento de cerca de 6,000 ha entre los afios 2001 y 2016
(PRONARE 2001; CONAFOR 2013; INEGI 2017).

Una de las principales preocupaciones del incremento poblacional de T. rosea, resultado de su
manejo en México, es que el germoplasma forestal que se utiliza proviene de fuentes desconocidas;
la colecta de semillas se realiza sin que exista alguna practica que permita asegurar que la
variabilidad genética presente en las poblaciones silvestres se captura adecuadamente (Solis-
Guillén et al. 2017). La reproduccion de pocos individuos puede tener consecuencias graves,
equivalentes a una deforestacion masiva. En este caso, una liberacion al ambiente, aiin en zonas
perturbadas o urbanas puede introducir un nimero desproporcionado de ciertos alelos mediante un
flujo de polen hacia las poblaciones silvestres, ejerciendo una presion extra que las lleve a un
vortice de extincion (Vargas et al. 2004; FAO 2014).

Las consecuencias reportadas sobre la pérdida y fragmentacion de habitat y los efectos negativos
del uso de semillas no seleccionadas para plantaciones cultivadas para otras especies del género
Tabebuia son bajos niveles de polimorfismo, baja diversidad alélica y genética y altos niveles de
endogamia en T. ochracea (Moreira et al. 2009; Sebbenn et al. 2000; Feres et al. 2009). Por el
contrario, en T. rosea se evalud la diversidad genética, entre poblaciones cultivadas, las cuales
conservan una alta diversidad genética, nimero alto de alelos y bajo indice de endogamia,
confirmando que el sistema de auto-incompatibilidad reproductiva de la especie, favorece y
mantiene su diversidad genetica, al menos a nivel local (Lopez et al. 2015).

En este estudio se evalud la diversidad y estructura genética de poblaciones de T. rosea para
probar cuanta diversidad genética se retiene en poblaciones cultivadas con relacion a poblaciones

de pastoreo en el estado de Campeche.
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MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

Para la especie modelo, se contemplaron dos tipos de condiciones, 1) poblaciones de pastoreo
(consideradas silvestres, son individuos aislados remanentes de bosques en tierras de pastoreo que
fueron en su mayoria desmontadas, sin ningun tipo de cuidado humano ni intervencion para su
establecimiento) y 2) poblaciones cultivadas (individuos sembrados deliberadamente por el ser
humano en zonas urbanas y en plantaciones forestales que estan bajo algin tipo de manejo). Se
estudiaron un total de seis poblaciones de T. rosea provenientes de sitios con distintas historias de
usos localizados en la selva Maya en la region de Campeche, México (Figura 1).

Para las poblaciones de pastoreo se seleccionaron arboles coetaneos adultos, con una altura
minima de 8 m y un minimo de diametro a la altura del pecho (DAP) de 25 cm. Para las poblaciones
cultivadas, ciudad de Campeche (arborizacion urbana) y Xbacab (plantacion forestal) estan
formados por &rboles coetaneos adultos con una altura minima de 5 m y un minimo de DAP de 20
cm. La poblacién de Calkini (arborizacion urbana) esta formada por arboles coetaneos juveniles
con una altura minima de 1.5 m y un minimo de DAP de 5 cm (Cuadro 1). En total se muestrearon
180 individuos (30 individuos por poblacion de manera aleatoria), se colectaron hojas jovenes de
la parte inferior-media de la copa, con una distancia minima de 30 m entre individuos. Cada
muestra fue guardada en bolsa plastica, la cual se mantuvo refrigerada hasta llegar al laboratorio,

donde se almacend a -70° C hasta el momento de procesarlas.

15



89
214

60 Km

e, 20+

18-

92 91 90 89

Fig. 1 Localizacion de las zonas de muestreo. En circulos se muestra la ubicacion de las
poblaciones de pastoreo de Atasta (a), Constitucion (b) y Divisién del Norte (c). En cuadrado
se muestran las poblaciones cultivadas de Xbacab (d), Campeche (e) y Calkini (f). En el mapa
se muestra en linea continua el limite del estado de Campeche y en linea punteada los limites
de las subprovincias fisiograficas de Llanuras y pantanos de Tabasco (LLPT) Karst y

Lomerios de Campeche (KLC) y Karso Yucateco (KY).
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Cuadro 1. Ubicacion geografica de las poblaciones de T. rosea en Campeche.

Nombre de las Abreviacion Latitud N Longitud W Altitud
Poblaciones (msn.m)
Atasta Pat 18°37'34.82" 91°56'20.37" 2
Division del Norte | PDN 18°31'10.43" 90°47'49.75" 85
Constitucion PCn 18°08'42.00" 91°36'17.00" 7
Campeche CCa 19°48'40.91" 90°30'22.55" 10
Calkini CCk 20°20'42.78" 90°02'44.71" 16
Xbacab CXb 18°57'33.00" | 90°46'35.00" 26

Aislamiento de DNA

La extraccion del DNA se llevd a cabo a partir de 150 mg de tejido foliar, previamente
pulverizando con nitrdgeno liquido y utilizando el Kit comercial Miniprep Quick-DNA™
Plant/Seed (D6020, Zymo Research, CA, USA.), siguiendo las instrucciones del fabricante. La
calidad y cantidad del DNA se determiné mediante el rendimiento, integridad, concentracion y
pureza. La integridad del DNA se evalu6 a través de geles de agarosa al 0.8%, para visualizar las
muestras se incorpord Bromuro de etidio en el gel a razon de 0.5 pg/ml y se registré la imagen del
DNA mediante el fotodocumentador ChemiDoc XRS system ™ (BioRad®, USA). La
concentracion y pureza de las muestras de DNA se determind mediante el espectrofotémetro
Thermo Fisher Scientific® modelo Multiskan GO FI-01620 (Vantaa, Finlandia), placa pDrop
(Thermo Fisher Scientific®, Vantaa, Finlandia) y el software Skanlt versién 4.1 (Thermo

Scientific®), con una relacion de absorbancia A260nm/A280 nm.
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Marcadores Moleculares
Secuencias Simples Repetidas o microsatélites (SSR)

La amplificacion de las muestras de DNA se realizd utilizando los marcadores SSR TRBS,
TRA101, TRC103, TRB104, TRC105, TRA109, TRB109, disefiados para T. rosea por Lopez y
colaboradores (2015). También se utilizaron Tau22 y Tau31 disefiados para Tabebuia aurea por
Braga y colaboradores (2007), transferible para otras especies del género Tabebuia, previamente
utilizados en estudios de T. rosea por Lopez y colaboradores (2015). Las reacciones de PCR se
realizaron en un volumen final de 15 pl, que incluyeron 9.6 ul de agua destilada estéril, 1.5 pl de
Buffer 10X KCI (1X / 1.5 mM MgClz), 0.9 pl de MgClz (1.5 mM), 0.3 ul de dNTPs (0.2 mM),
0.15 pl de Primers Forward y Reverse (0.20 uM de cada uno), 0.15 pl BSA (1%), 0.075 ul de
enzima Taq DNA polimerasa a una concentracion de 5 U/ul, y 2.2 pl de DNA gendémico a una
concentracion de 20 ng pl™. Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador punto final
C1000 Touch Termal Cycler (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Las condiciones de reaccion fueron:
un paso de desnaturalizacion inicial a 94 °C por 10 min, 30 ciclos con desnaturalizacion a 94 °C
por 1 min, alineamiento a 56 °C por 1 min, y extension a 72 °C por 1 min y finalmente un ciclo de
extension final a 72 °C por 5 min. Se confirmd la amplificacion de los microsatélites, por medio
de electroforesis en gel de agarosa al 2.5 %, y posteriormente se realizé la electroforesis capilar.
Inter Secuencias Simples Repetidas (ISSR)

Se seleccionaron de la base de datos de la Universidad de Columbia Britanica cuatro cebadores
de tipo ISSR en funcion de los patrones de bandas generados y su repetibilidad (UBC-835,
UBC848, UBC856, UBC 891). Las reacciones de PCR para los cebadores se realizaron en un
volumen final de 15 pl, en el que se incluyeron 9.15 ul de agua destilada y estéril, 1.5 ul de Buffer
10Xx KCI (1X /1.5 mM MgCl), 0.9 ul de MgCl2 (1.5 mM), 0.3 pl de ANTPs (10 mM), 0.75 pl

de primer (1 uM ), 0.15 ul BSA (1%), 0.075 pl de enzima Taq DNA polimerasa a una concentracion
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de 5 U/ ul, y2.2 ul de DNA genémico a una concentracion de 20 ng. Las condiciones de reaccion
fueron: un paso de desnaturalizacion inicial a 94 °C por 10 min, seguido de 40 ciclos con
desnaturalizacion a 94 °C por 1 min, alineamiento a 58 °C por 1 min (UBC835 y UBC891) y 60
°C por 1 min (UBC848 y UBC856), extension a 72 °C por 2 min y finalmente un ciclo de extension
final a 72 °C por 10 min. Se confirmé la amplificacion de los cebadores, por electroforesis en gel
de agarosa al 1.5 %, con bromuro de etidio en el gel a razén de 0.5 pg/ml y se registro la imagen
del DNA mediante el fotodocumentador ChemiDoc XRS system ™ (BioRad®, USA).
Calculo de peso molecular de los productos amplificados

El tamafio de los productos de SSRs amplificados se determind mediante electroforesis capilar
automatizada, utilizando el cartucho QIlAxcel Advanced system mediante el software QIAxcel
ScreenGel version 1.6.0 marca QIAGEN, serie 2011131396 (Dean et al. 2013). Para poder
observar el patrén de cada fragmento se uso6 el marcador de referencia QX Size Marker 25 bp-500
bp. Se utilizé un volumen total de 10 pul (5 pl de producto de PCR y 5 ul de buffer de carga). El
tamario de los fragmentos amplificados de ISSR fue determinado a partir de las imagenes de los
geles de electroforesis, donde se calcul6 el valor de Rf para cada amplicdn y para cada banda del
marcador de peso molecular. Empleando los valores del marcador de peso molecular se obtuvieron
las ecuaciones ajustadas en las que se interpolaron los valores de las bandas problema, calculando
su valor en pares de bases.

Anélisis de datos

Se registraron en una matriz de datos (Tabla suplementaria S1) el tamafio en pb de cada uno de
los alelos de acuerdo a cada marcador SSR; mientras que para los marcadores ISSR se registraron
en una matriz binaria como presencia (1) y ausencia (0) (Tabla suplementaria S2). Para conocer a
los microsatélites mas informativos, se obtuvieron el nimero de alelos totales (AT), indice de

Shannon (1), heterocigosidad observada (Ho), heterocigosidad esperada (He) y el indice de
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endogamia (Fis) por cada microsatélite (SSR). Para cada cebador (ISSR) se obtuvo el numero de
bandas y el porcentaje de informacion polimérfica (P). Empleando los datos obtenidos con los SSR
e ISSR se estimd el promedio de indice de diversidad genética entre ambas condiciones (cultivo y
de pastoreo) y entre poblaciones. Con los SSR, se estim6 el promedio de alelos encontrados por
locus (A), alelos efectivos (Ne), indice de diversidad de Shannon (1), heterocigosidad observada
(Ho) y heterocigosidad esperada (He), coeficiente de endogamia (Fis) y porcentaje de loci
polimorfismo (P). Por su parte con los datos obtenidos de los ISSR se obtuvo el promedio de alelos
por locus (A), alelos efectivos (Ne), indice de diversidad de Shannon (1), heterocigosidad esperada
(He) y heterocigosidad no sesgada (UHE = (2N/(2N-1))*HE) que permite ajustar el valor real de
la heterocigosidad y porcentaje loci polimérficos (P). Todos los analisis de diversidad genética se
estimaron mediante el programa GenAlEx 6 (Peakall y Smouse, 2006). Debido a que no habia
normalidad y homocedasticidad en los datos se realizo anlisis no para métrico de Kruskal-Wallis
y posteriormente prueba de comparacion de pares entres las medias del nimero de alelos, entre
condiciones y entre poblaciones.
Se determino la estructura genética mediante un andlisis de varianza molecular (AMOVA) con
SSR e ISSR para determinar la distribucién de la variabilidad genética entre ambas condiciones,
entre poblaciones y dentro de las poblaciones. Y con los marcadores SSR se obtuvieron los
estadistico F (Nei, 1973), que describen la variacion genética entre poblaciones (Fst), a nivel
intrapoblacional (Fis) y la total (Fit), utilizando el software GenAlEx 6 (Peakall y Smouse 2006).
Para probar las similitudes genéticas entre individuos de poblaciones de pastoreo y poblaciones
cultivadas, se calcularon los coeficientes de parentesco KINSHIP para marcadores codominantes
(Loiselle et al. 1995) y para marcadores dominantes (Hardy 2003) utilizando PHYLIP v. 3.2

(Felsenstein 1989) los cuales se definen como la probabilidad de que dos alelos tomados al azar,
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uno de cada individuo, sean iguales (Hardy 2003). A partir de ellos se construyd un dendrograma

UPGMA, mismo que fue editado con MEGA-X (Kumar et al. 2018).

RESULTADOS Y DISCUSION
Evaluacion de SSR e ISSR

Para los SSR, todos los loci analizados resultaron ser polimdrficos. Se encontraron de 7 a 54
alelos por locus. Los loci con mayor nimero de alelos fueron TRB104, Tau22, Tau31y TRB109.
El 33 % de los alelos encontrados resultaron ser exclusivos de alguna de las poblaciones analizadas,
mientras que el resto de los alelos pudo ser encontrado en al menos dos de las poblaciones. El locus
TRB109 presento un alto indice de heterocigosidad, por lo cual el indice de endogamia fue de cero.
Para los cuatro ISSR, se obtuvo un total de 149 bandas inequivocas y reproducibles, en todos los
casos fueron 100 % polimorficas. Del total de bandas encontradas, el 93 % se presentaron en mas
de una poblacién y el 7 % resultaron ser bandas exclusivas para una sola poblacién. Los pesos
moleculares de los productos amplificados fluctuaron en un rango de 151 a 1499 pb. EI nUmero de
bandas por ISSR vari6 desde un minimo de 25 (UBC-856) hasta un maximo de 44 (UBC-835)

bandas (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Caracterizacién de nueve loci de SSR y cuatro ISSR, basados en 180 individuos de

T. rosea. AT, numero total de alelos; I, indice de diversidad Shannon; Ho, heterocigosidad

observada; He, heterocigosidad esperada; Fis, coeficiente de endogamia; P, Porcentaje de loci

polimarficos
SSR RangoPb | AT I Ho He Fis
TAU22 141-209 32 1.87 0.55 0.754 0.258
TAU31 235-373 31 1.97 0.454 0.808 0.429
TRA101 204-290 29 1.82 0.552 0.781 0.281
TRA109 156-214 25 1.77 0.481 0.748 0.347
TRB6 183-235 19 1.3 0.378 0.556 0.31
TRB104 214-420 54 2.44 0.51 0.837 0.381
TRB109 182-284 31 1.92 0.728 0.734 -0.008
TRC103 331-445 29 1.53 0.3 0.635 0.52
TRC105 | 88-132 7 0.45 0.028 0.253 0.889
ISSR Rango Pb Bandas totales P
UBCB835 166-1451 44 100%
UBC8438 151-1499 40 100%
UBC856 292-1352 25 100%
UBC891 248-1333 40 100%

Se encontrd un total de 257 alelos con los marcadores SSR en las poblaciones de T. rosea

Diversidad genética

muestreadas, de éstos se encontraron 205 alelos en las poblaciones cultivadas, nimero ligeramente

superior en comparacion con las poblaciones de pastoreo que presentaron un total de 199 alelos.

El nimero total de alelos encontrados mediante SSR fue superior a los reportados previamente por
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diversos autores para el género Tabebuia (Feres et al. 2009; Moreira et al. 2009; Braga et al. 2007)
y para la especie (Lépez et al. 2015). Para los cuatro marcadores ISSR, se obtuvo un total de 149
loci, de éstos 133 estuvieron presentes en las poblaciones cultivadas y 137 en las poblaciones de
pastoreo. A pesar de que no existen reportes de diversidad genética en el género Tabebuia sp
empleando marcadores tipo ISSR, los resultados obtenidos muestran que el nimero de loci es
superior a lo reportado para otras especies arboreas tropicales de habitos similares como Guazuma
crinita (Malvaceae) y Mimosa caesalpiniaefolia (Fabaceae) (Coral et al. 2016; Dos Santos et al.
2016). Ademas, las diferencias observadas respecto a estos indices pudieran ser atribuibles a los
diferentes numeros de individuos y de poblaciones utilizados en cada estudio, en estudios con
poblaciones con mayor numero de individuos existe una tendencia de presentar mayor nimero de
alelos.

Cuando se compararon en conjunto los datos de las tres poblaciones condicion de pastoreo en
relacion a las tres poblaciones cultivadas, el promedio de alelos por locus fue de 10.7 y 11.3 (SSR)
y 1.105 y 1.045 (ISSR) respectivamente (Cuadro 3). ElI nimero de alelos encontrados en las
poblaciones de pastoreo resultd ser 5% menor con SSR 'y 5% superior con ISSR en comparacion
con las poblaciones cultivadas. Sin embargo, estas diferencias no resultaron significativas usando
el analisis comparativo de Kruskal Wallis para SSR (P= 0.96) e ISSR (P= 0.36). Esto parece
corroborar lo reportado para Tabebuia ochracea por Moreira et al. (2009), quienes no encontraron
diferencia en los parametros analizados entre arboles juveniles y adultos en poblaciones continuas
y fragmentadas. Resultados similares se encontraron en Centrolobium tomentosum (Fabaceae),
Myroxylon. peruiferum (Fabaceae), especies que presentan el apareamiento cruzado por auto-
incompatibilidad, y en las que se evalud la diversidad genética en areas restauradas y silvestres

(Zucchi et al. 2018; Cordeiro et al. 2019). La presencia de numeros similares de alelos en ambos
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tipos de poblaciones se considera un efecto positivo del mecanismo de reproduccion de las especies
auto-incompatibles (L6pez et al. 2015).

Cuando se realiz6 este mismo andlisis comparando las seis poblaciones analizadas,
independientemente de si son de pastoreo o cultivadas, se observaron diferencias genéticas
significativas (P= 0.001) de acuerdo al andlisis comparativo de Kruskal Wallis, al comparar el
promedio de alelos por locus (A), heterocigosidad esperada (He) con marcadores SSR y alelos por
locus (A) con marcadores ISSR. Los resultados muestran que la poblacion de Division del Norte
tiene el valor de A mas alto con 17 con SSR y de 1.55 con ISSR. Respecto a las poblaciones
cultivadas, Xbacab presenté los indices A mas bajos con ambos marcadores, posiblemente causado
por la seleccidn sesgada de semillas de arboles parentales con rasgos fenotipicos deseables o de
pocos individuos. Derivado de esto se espera una reduccion en el namero de alelos, como se
observo en poblaciones cultivadas en el género Tabebuia (Sebbenn et al. 2000; Feres et al. 2009).
Por otra parte, la poblacién de Constitucion, presento el indice de diversidad genética mas bajo
entre las poblaciones de pastoreo (Cuadro 3), esta poblacion se ubica en una region altamente
degradada por actividades agropecuarias, hasta el 2014 presenta un incremento de 4790 hectareas
de pastizales cultivados, en los Gltimos 35 afios presenta una pérdida de 855 hectareas de selva
mediana subperennifolia y sabana, de acuerdo a la carta de uso de suelo y vegetacion de la serie |
(1980) y serie VI (2014) (INEGI 2021). Esto es consistente con el grado de fragmentacién del
habitat que aumenta el aislamiento entre las poblaciones remanentes y reduce el tamafio de la
poblacion (Young et al. 1996), disminuyendo la diversidad genética en poblaciones fragmentadas
en comparacion con poblaciones continuas (Hall et al. 1996; Jump y Pefiuelas 2006). Los esfuerzos
de conservacion de la especie deben aumentar en esta region y se debe evaluar a las generaciones
siguientes para determinar si se trata de un cuello de botella o si existe aislamiento genético, o caso

contrario que la diversidad pudiera estar recuperandose en generaciones siguientes como ocurre en
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Inga vera (Fabaceae), especie que presenta mecanismos de reproduccion cruzada (Neto et al.

2014).

Cuadro 3. Caracterizacion de seis poblaciones de T. rosea muestreadas en un paisaje
fragmentado del bosque Maya en México, a partir de nueve SSR y cuatro ISSR. N, nimero
de individuos; A, alelos promedio por locus, Ne, promedio de alelos efectivos; I, indice de
diversidad de Shannon, Ho, heterocigosidad observada; He, heterocigosidad esperada; Fis,
coeficiente de endogamia; % P, porcentaje loci polimérfico y uHe, heterocigosidad esperada

no sesgada
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SSR

Poblacion N A Ne I Ho He Fis % P

Pastoreo

Constitucion | 30 3.3 19 |0.738 | 0.278 | 0.422 0.341 88.%

Atasta 30 11.7 6.3 | 1.782 | 0.544 | 0.707 0.230 100%

D. Norte 30 17.0 | 10.1 | 2.398 | 0.570 | 0.859 | 0.336 | 100%

Media 30 10.7 6.2 1.6 | 0.464 | 0.663 0.302 96 %

Cultivada

Xbacab 30 2.9 1.9 |0.712 | 0.260 | 0.409 | 0.364 88%

Calkini 30 147 | 7.5 |2.063 | 0548 | 0.762 | 0.280 | 100%

Campeche 30 16.4 95 | 2.350 | 0.452 | 0.846 0.465 100%

Media 30 11.3 6.3 | 1.708 | 0.420 | 0.672 0.369 96%
ISSR

Poblacion N A Ne I He | uHe %P

Pastoreo

Constitucion | 30 | 0.604 | 1.105 | 0.115 | 0.071 | 0.072 | 30.20%

Atasta 30 | 1.161 | 1.226 | 0.223 | 0.141 | 0.144 | 55.03%

D. Norte 30 1.550 | 1.223 | 0.255 | 0.152 | 0.155 | 76.51%

Media 30 | 1.105 | 1.184 | 0.197 | 0.121 | 0.132 | 53.91%

Cultivadas

Xbacab 30 | 0.497 | 1.066 | 0.079 | 0.046 | 0.047 | 24.83%

Calkini 30 1.349 | 1.241 | 0.247 | 0.154 | 0.157 | 66.44%

Campeche 30 | 1.289 | 1.196 | 0.209 | 0.127 | 0.129 | 63.09%

Media 30 | 1.045 | 1.167 | 0.178 | 0.109 | 0.111 | 51.45%
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Estructura genética

Mediante la prueba de AMOVA, no se encontraron diferencias significativas en la variacion
genética entre las condiciones evaluadas (p < 0.01), mientras que entre poblaciones existe una
variacion genética de 28 % (SSR) y 12 % (ISSR), sin embargo, el mayor porcentaje de variacion
genética se encontrd hacia el interior de las poblaciones. Los valores estadisticos de los coeficientes
F en las poblaciones estudiadas fueron altos (Fir = 0.490), el indice de fijacion o reduccién de
heterocigosidad interpoblacional fue de Fst= 0.215, mientras que el intrapoblacional fue de Fis=
0.350. Los valores de Fst obtenidos de los datos de SSR indican la presencia de diferenciacion
genética entre las poblaciones estudiadas. Resultados similares se encontraron en la especie
Tabebuia roseo-alba Feres et al. (2009) y Tabebuia ochracea empleado marcadores SSR (Moreira
et al. 2009), quienes atribuyen las diferencias encontradas a la distancia entre poblaciones. Para
nuestras poblaciones ademas puede atribuirse a la alta fragmentacion del habitat, lo que puede
aportar un efecto negativo en las interacciones planta-polinizador y afectar la dispersién de los
granos de polen a larga distancia (Neto et al, 2014) y aunque la dispersion de semillas de T. rosea
es por medio del viento y a larga distancia (Vozzo 2010), pudiera estar ocurriendo un efecto
fundador con pocas plantas madres al ocurrir procesos regenerativos a partir de pocos arboles que
se toleran como sombreadores en las areas de pastoreo. Para el caso de las poblaciones cultivadas
puede deberse a la seleccion de semillas de pocos individuos semilleros. Fenémeno que puede
observarse en Araucaria angustifolia (Araucariaceae) donde la diversidad de alelos es alta entre
las poblaciones silvestres y en las plantaciones comerciales, ademas de que los valores de

endogamia son similares en ambas condiciones (Stefenon et al.2008).
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Cuadro 4. AMOVA, Variacion estandar y porcentaje de variabilidad genética (SSR e ISSR)

e indice de fijacion (F-Statistics) con marcadores moleculares SSR

SSR

MS Desv. Est. % Estadistico F | Valor P
Entre 15.537 0.000 0% Frt -0.083 | 1.000
condiciones
Entre 74.303 1.169 28% Fsr 0.275 | 0.001
poblaciones
Entre 4,153 1.078 25% Fst 0.215 | 0.001
individuos
Dentro de 1.998 1.998 47% Fis 0.350 | 0.001
los
individuos
Total 4.245 100% Fit 0.490 | 0.001

ISSR

Entre 0.522 0.000 0% - - -
condiciones
Entre 0.578 0.015 12% - - -
poblaciones
Dentro de 0.116 0.116 88% - - -
las
poblaciones
Total 0.131 100% - - -

Relaciones genéticas
Los datos de SSR e ISSR empleados para la construccion de dendrogramas, demostraron que
existe una inter-relacion genética entre los individuos de poblaciones cultivadas y poblaciones de
pastoreo, debido a que no existe un patron de agrupamiento que separe las poblaciones analizadas
ni por condiciones (pastoreo o cultivadas), ni por poblacién analizada. Este analisis muestra que
los individuos analizados se entremezclan (Figura 2). Sin embargo, esto podria estar también
relacionado con aspectos evolutivos, histdricos o de historia de vida de la especie, para lo cual seria

recomendable realizar estudios de analisis de asignacion bayesiana, para poder discernir si existe
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alguna otra evidencia de agrupamiento, sin suponer la existencia de poblaciones predeterminadas

(Garrido-Garduno y Vazquez- Dominguez, 2013).

Fig. 2 Dendrograma de agrupamiento. SSR (a) - ISSR (b) similitud genética para todos los
individuos muestreados en plantaciones de pastoreo (cuadros negros) y poblacion de
cultivada (circulo rojo). Las claves por individuo son de la siguiente manera, la primera letra
(P o C) hace referencia a la forma de habitat, las siguientes dos letras permiten distinguir a

qué poblacién pertenecen y por ultimo el nimero del individuo.
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CONCLUSION

Los resultados de altos niveles de variabilidad alélica y genética en las poblaciones cultivadas
y de pastoreo de T. rosea, puede estar relacionado con el mecanismo reproductivo de esta especie,
la cual, por su auto-incompatibilidad, es capaz de capturar un acervo genético muy diverso en la
progenie, el cual permite conservar la diversidad genética de la especie en cada region. Ademas, el
mecanismo de dispersién de semillas y del polen y del poco tiempo de establecimiento de las
poblaciones cultivadas. Estas propiedades de la especie pudieran contribuir a la resiliencia de la
misma ante practicas de colecta de semillas. A manera de propuesta para futuras poblaciones
cultivadas es necesario considerar semillas de diferentes plantas madre, de diferentes poblaciones,
gue se encuentren en una misma regioén, que permitan mantener la diversidad genética y disminuir
los niveles de endogamia. Ademas, es necesario realizar otros analisis genéticos para determinar si
se encuentra evidencia de cuellos de botella, u otros que permitan estimar el tamario efectivo
poblacional, que permitan aportar mayor informacién sobre la estructura genética de la especie de
estudio, ademas de realizar estudios con enfoque filogeografico y de genética de la conservacion,

asi como andlisis de genética del paisaje.
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Capitulo 3

Conclusiones

Los resultados obtenidos nos sugieren que la diversidad genética de T. rosea es similar
tanto en poblaciones cultivadas y poblaciones de zonas de pastoreo, independientemente
de las subprovincias fisiograficas en las que se desarrolla cada una de las poblaciones
estudiadas. Se observo cierta diferenciacion genética entre las poblaciones. Las ubicadas
en Constitucion y Xbacab presentaron los valores mas bajos. El indice de endogamia

para todas las poblaciones fue alto.

Desde el punto de vista ecoldgico, se recomienda analizar un mayor namero de
poblaciones a una escala geografica mas amplia para tener una vision mas general del
estado de la conservacion genética en poblaciones silvestres y cultivadas de T. rosea en
México, asi como analisis de filogeografia para identificar cuales son los patrones mas
relacionados con la historia evolutiva y demografia de la especie. Para la poblacion de la
zona de pastoreo de Constitucion es necesario evaluar las siguientes generaciones para
determinar si es necesario hacer una introgresion de individuos con mayor riqueza
genética de otras poblaciones silvestres o bien realizar estudios ecolégicos como de
dispersiéon de polinizadores y de parentesco para identificar patrones de flujo genético,

para determinar si se esta recuperando la diversidad presente en la region.

Desde una perspectiva econdmica, a pesar de no existir algun tipo de trabajo de seleccion
de semillas que permita ofrecer a los productores semillas con un valor elevado de
diversidad genética, nuestros datos recomiendan que se puede hacer uso de las semillas
de las poblaciones de las diferentes subprovincias fisiogréaficas, debido al alto indice de
diversidad genética, pero es necesario considerar un alto nimero de plantas madre que
permita reducir la endogamia en las poblaciones cultivadas. En este sentido, para que
las plantaciones de T. rosea puedan emplearse como fuente de germoplasma para la
reforestacion, restauracion o restablecimiento de las poblaciones silvestres, se debera
cuidar la observacion de la NMX-169 (Economia 2016) adoptando criterios de captura de
diversidad fenotipica o incluso genética para su establecimiento, mismas que no

necesariamente son distintas de aquellas que la Norma recomienda para la seleccién con
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fines maderables o de otro uso. Un paso deseable seria que la NMX-169 se adecuara a
las especies tropicales y pasara a ser una Norma de tipo NOM, la cual, por su observancia
obligatoria, promoveria un cambio en las practicas de manejo para que las poblaciones
forestales pudieran funcionar adecuadamente con ambos fines: aprovechamiento y

conservacion.

Es necesario que los tomadores de decisiones promuevan acciones o proyectos dirigidos
a la conservacion de la biodiversidad y reconozcan la importancia de los estudios de
diversidad genética en especies nativas e incorporarlos en los programas nacionales de
reforestacion y arborizacion urbana, para la conservacion de las especies y su

aprovechamiento sostenible.
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