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RESUMEN GENERAL

El conocimiento de la estructura y dindmica de poblaciones de una planta amenazada, asi
como su diversidad genética; facilita su manejo, restauracion y conservacion. Abies
hidalgensis es una especie rara y registrada solo para el estado de Hidalgo, México. Esta
especie se encuentra en la categoria de Vulnerable D2 en la lista roja de especies amenazadas
de la IUCN pero no se encuentra en la NOM-059-SEMARNAT-2010. Las actividades
antropogénicas y el estatus taxondmico incierto de la especie han causado la reduccion
dréstica de individuos y la perdida de poblaciones enteras por lo que el riesgo de extincion

de la especie es inminente.

En el presente trabajo se delimitan las poblaciones del género Abies distribuidas en la
zona centro y sureste del estado de Hidalgo y, a partir de un analisis morfolégico; se
identifican aquellas que pertenecen a A. hidalgensis. Se identifican nueve sitios donde la
especie se distribuye, que para fines practicos serdn denominados poblaciones. En estas se
registraron menos de 1000 individuos con diametro y altura superior a 2.5 cm y 1.5 m

respectivamente.

Para disefiar estrategias de restauracion y conservacion adecuadas para la especie se
investigo la estructura y dindmica poblacional, asi como la diversidad genética. La estructura
y dindmica poblacional de la especie se evalué a traveés de un andlisis de funciones
discriminantes generalizado (AFDG) entre las categorias delimitadas a partir de un analisis
de agrupamiento, mismas que se emplearon para elaborar tablas de vida estaticas para las dos
condiciones observadas (areas conservadas y areas con extraccion). Adicionalmente, el
patron de regeneracion natural en las poblaciones también se evalué con un AFDG. La
diversidad genética se evalué en dos poblaciones, una conservada y una con manejo forestal,
con el uso de siete marcadores moleculares nucleares desarrollados para A. guatemalensis.
Se estimd la heterocigosis observada y esperada y la estructura genética a partir de un analisis

de varianza molecular.

A partir de la informacion generada se desarrollan el Método de Evaluacion de Riesgo
de Extincion para ayudar a la inclusion de la especie a la NOM-059-SEMARNAT-2010. Para

identificar areas con idoneidad ambiental y topografica para el establecimiento de



plantaciones con fines de restauracion de la especie se elabord un modelo de distribucion
potencial con el algoritmo de méaxima entropia del programa MAXENT.

Las actividades de extraccion forestal causan un cambio significativo en la estructura de
las poblaciones y a pesar de que aparentemente las poblaciones se encuentran en crecimiento
existe una perdida constante de individuos. La regeneracion natural es escasa en ambas
condiciones de estudio y focalizada cerca a los arboles padre. La supervivencia de las
plantulas es mayor en zonas conservadas, pero en zonas con extraccion forestal hay mayor
germinacion. Genéticamente las poblaciones tienen una base comdn (Fst=0.056, Nm=43), lo
que sugiere una fragmentacion en la distribucion de este taxon reciente, aumentando el efecto
del cuello de botella en zonas bajo manejo forestal, lo que explica el nivel aparentemente alto

de heterocigosis (He=0.69) y la baja endogamia.

La especie se encuentra “En peligro de extincion (P)”. Las estrategias de conservacion
deben considerar: manejo de las poblaciones y de enfermedades, conservacién de la
diversidad genética, conservacion ex situ y establecimiento de plantaciones en areas con

idoneidad ambiental y topografica.

La conservacion de esta especie es urgente ya que su distribucion actual se restringe a
1.94 km? en zonas de uso forestal o de alto impacto debido a la tala clandestina y cambio de

uso de suelo.



GENERAL ABSTRACT

Knowledge of the structure and population dynamics of a threatened plant, as well as its
genetic diversity, facilitates its management, restoration, and conservation. Abies hidalgensis
is a rare species and registered only for the state of Hidalgo, Mexico. This species is in the
Vulnerable D2 category on the IUCN Red List of Threatened Species but it is not found in
NOM-059-SEMARNAT-2010. Anthropogenic activities and the uncertain taxonomic status
of the species have caused the drastic reduction of individuals and the loss of entire

populations, therefore the risk of extinction of the species is imminent.

In the present work the populations of the genus Abies distributed in the in the center
and southeast of Hidalgo state are delimited and from a morphological analysis those
belonging to A. hidalgensis are identified. Nine sites where the species is distributed are
identified, which for practical purposes will be called populations. In these, less than 1 000
individuals with diameter and height greater than 2.5 cm and 1.5 m respectively were

recorded.

In order to design restoration and conservation strategies suitable for the species, the
structure and population dynamics, as well as the genetic diversity, were investigated. The
structure and population dynamics of the species was evaluated through an analysis of
generalized discriminant functions (AFDG) between the categories delimited from a
grouping analysis, which were used to develop static life tables for the two observed
conditions (conserved areas and areas with extraction). Additionally, the pattern of natural
regeneration in the populations was evaluated with an AFDG. Genetic diversity was
evaluated in two populations, one conserved and one under forest management, using seven
nuclear molecular markers developed for A. guatemalensis. Observed and expected

heterozygosity and genetic structure were estimated from an analysis of molecular variance.

Based on the information generated, the Extinction Risk Assessment Method is
developed to help the inclusion of the species in NOM-059-SEMARNAT-2010. To identify
areas with environmental and topographic suitability for the establishment of plantations for
the restoration of the species, a potential distribution model was developed with the

maximum entropy algorithm of the MAXENT program.



Forest extraction activities cause a significant change in the structure of the populations
and despite the fact that the populations are apparently growing, there is a constant loss of
individuals. Natural regeneration is scarce in both study conditions and focused near the
parent trees. Seedling survival is higher in conserved areas, but in areas with forest extraction
there is greater germination. Genetically, the populations have a common base (Fst=0.056,
Nm=43), which suggests a fragmentation in the distribution of this recent taxon, increasing
the bottleneck effect in areas under forest management, which explains the apparently high

level heterozygosity (He=0.69) and low inbreeding.

The species is listed as “Endangered (P)”. Conservation strategies should consider:
population and disease management, conservation of genetic diversity, ex situ conservation

and establishment of plantations in areas with environmental and topographic suitability.

The conservation of this species is urgent since its current distribution is restricted to

1.94 km2 in areas of forest use or high impact due to clandestine logging and land use change.



INTRODUCCION GENERAL

El conocimiento de la estructura y dindmica de poblaciones de una planta amenazada, asi
como su diversidad genética; facilita su manejo, restauracion y conservacion (Farahat, 2020;
Awad et al. 2014; Wu et al. 2015). Particularmente las investigaciones sobre la estructura y
las caracteristicas de regeneracion de poblaciones de plantas amenazadas son fundamental
para definir estrategias de conservacion (Li C et al.,, 2020a, Li W et al., 2020b) y
adicionalmente inferir la dinamica actual y futura de estos organismos (Ren et al., 2007, Shen
etal., 2016; Zhao et al., 2017), asi como evaluar el impacto de las actividades antropogénicas
(Cordero et al., 2016). En este contexto, las tablas de vida estaticas son una herramienta
eficiente para el estudio de la dindmica poblacional de organismos de larga vida como los
arboles pues permiten identificar las probabilidades de mortalidad y supervivencia de los
ejemplares por cada clase de edad o tamafio en diferentes estadios de crecimiento en un
periodo de tiempo especifico (Harcombe, 1987; Donovan and Welden, 2002; Gotelli, 2008)
ya que es impractico evaluar una poblacién hasta que todos los ejemplares mueren (Hegazy,
2008; Herrerias and Nieto de Pascual, 2020).

Por su parte los analisis genéticos, sobre poblaciones de plantas amenazadas, basados en
marcadores moleculares permiten estimar el impacto de las actividades antropogénicas sobre
la diversidad y estructura genética e identificar arboles-poblaciones promisorios para la
delimitacién de unidades de conservacion, evaluacion de riesgos y disefio de estrategias de
manejo (Gonzalez 2003; Godoy 2009).

Aunado a la informacion sobre la estructura, dindmica y diversidad genética de especies de
plantas amenazadas, los efectos que las actividades antropogénicas tienen sobre estas
especies deben ser evaluadas a fin de delimitar las obras de manejo, restauracion y
conservacion necesarias. Estas actividades son una de las principales amenazas a las
poblaciones de especies en riesgo debido al cambio de uso de suelo con fines agricolas,
ganadero o forestales (Dieler et al., 2017; Otavo and Echeverria, 2017; Perez-LoOpez et al.,
2020; Rodriguez & Luna 2020). Debido a lo anterior es importante que estas especies sean
incluidas en la legislacion correspondiente para ayudar a mitigar el efecto negativo de las
actividades humanas al limitar a evitar su aprovechamiento. Particularmente, la

fragmentacion asociada al manejo forestal con fines maderables y no maderables tiene



efectos controversiales sobre las plantas, con una intensidad que puede fluctuar con relacion
a las practicas silvicolas, la estructura del rodal y las caracteristicas propias de las especies
presentes en la comunidad antes y durante la extraccion (Gautam et al. 2021), por lo que tales
efectos deben ser evaluados de manera precisa sobre la especie de interés a fin de delimitar

las actividades de restauracion y conservacion necesarias.

En México, el género Abies esta representado por ocho a diez especies (Farjon & Rushforth
1989, Gernandt & Pérez-de la Rosa 2014, Farjon 2017), dentro de las cuales se encuentra
Abies hidalgensis. Esta especie se ha reportado sol6 para el estado de Hidalgo y se encuentra
en la categoria de Vulnerable D2 en la lista roja de especies amenazadas

(www.iucnredlist.org). Sin embargo, no existe informacion sobre su distribucion geogréfica

ni cuales son las amenazas a sus poblaciones, aun no se han definido sus caracteristicas
dasométricas (altura y didmetro), e incluso algunos de sus caracteres taxonémicos fueron

evaluados en material vegetal inmaduro (conos ovulados jovenes).

Farjon (2017) se refiere a A. hidalgensis como una variedad de Abies hickelii Flous &
Gaussen; debido al numero de canales resiniferos en sus hojas, altamente inusual en el género
(4a7enA. hidalgensisy 8 a 12 en A. hickelii). Aunado a lo anterior, tanto A. guatemalensis
como A. hidalgensis se han reportado en las poblaciones de Tenango de Doria, y Agua Blanca
de Ilturbide, pero sin precisar las coordenadas geograficas (Hernandez 1985, Debreczy &
Réacz 1995). Genéticamente, Aguirre-Planter et al. (2000) evaluaron un ejemplar identificado
como A. guatemalensis de Agua Blanca de Iturbide, Hidalgo, con marcadores de isoenzimas,
pero no se agrupd con poblaciones del resto de la distribucion de la especie, en tanto Cruz-
Nicolés et al. (2021) estudiaron una muestra del mismo municipio mediante genotipado por
secuenciacion, pero identificada como A. hidalgensis, la cual tampoco se agrupo con las otras
especies. Adicional a esta problematica, Abies religiosa al igual que A. hidalgensis y A.
guatemalensis se reporta para el municipio Agua Blanca de Iturbide, pero es improbable que
esta especie se distribuya en esa zona, aunque (INEGI, 2016, 2017) reporta la extraccién de
250 m®y 191 m® de madera en rollo para el afio 2015 y 2016 de esta especie para el municipio
mencionado, por lo que es probable que se haya realizado aprovechamiento de A. hidalgensis

debido al desconocimiento de su estatus taxondémico y distribucion.
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Las poblaciones de A. hidalgensis de las cuales se tenia registro se constituian de escasos
individuos y con impactos negativos severos por las actividades antropogeénicas,
principalmente por el manejo forestal debido a su estatus taxonémico incierto seguido por el
cambio de uso de suelo con fines agricolas y ganaderos. A pesar de que la especie se
encuentra en riesgo eminente de extincion y de estar en la lista roja de especies amenazadas
no se encuentra enlistada en la NOM-059-SEMARNAT-2010 debido a la escasa informacion

de la especie.

Con base en lo anterior, el presente trabajo, como parte inicial, tiene como objetivo identificar
las poblaciones de A. hidalgensis a través de un anélisis multivariado morfoldgico y genético,
delimitar su distribucion geogréafica y determinar las caracteristicas morfoldgicas distintivas

de la especie.

Las condiciones de las poblaciones de la especie hacen evidente la necesidad de investigar
aspectos sobre la estructura poblacional ecoldgica y genética. Por lo que, adicionalmente, el
presente trabajo tiene como objetivo evaluar el efecto de la extraccion forestal sobre la
estructura y dindmica poblacional de A. hidalgensis con el uso de tablas de vida estaticas para
conocer el estado actual e inferir el futuro de las poblaciones y analizar los patrones de
regeneracion natural. De igual forma, evaluar el efecto del aprovechamiento forestal
regularizado por la legislacion forestal sobre la diversidad y estructura genética de la especie
mediante el uso de marcadores moleculares nucleares para identificar las pérdidas asociadas

con la reduccion poblacional.

La informacién generada sobre la estructura ecoldgica y genética de la especie se empled
como base para determinar la categoria de riesgo de A. hidalgensis utilizando el Método de
Evaluacién de Riesgo de Extincion (MER), para su categorizacion dentro de la NOM-059-
SEMARNAT-2010 y definir estrategias clave para la restauracién y conservacion de A.

hidalgensis in situ y alternativas ex situ.
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HIPOTESIS
El aislamiento geogréfico, el nUmero escaso de ejemplares y poblaciones y los efectos
negativos de las actividades antropogénicas afectan la estructura y dindmica poblacional A.

hidalgensis y reducen la diversidad genética, lo que pone al taxon en alto riesgo de extincion.
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JUSTIFICACION
Abies hidalgensis es una especie rara y hasta ahora solo identificada en el estado de Hidalgo,
Meéxico por lo que se encuentra adscrita en la categoria de Vulnerable D2 en la Lista Roja de
la IUCN, pero no se encuentra en la NOM-059-SEMARNAT-2010. La categoria de VuD2
se debe a la escasa informacion sobre la especie por lo que para realizar actividades de
restauracion y conservacion y ayudar a su inclusion a la NOM-059-SEMARNAT-2010 es
necesario conocer aspectos como su estructura y dindmica poblacional, patrones de
reclutamiento, factores de amenaza, patrones de diversidad genética y distribucion

geografica.
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OBJETIVOS
Objetivo general
Evaluar la estructura y dindmica poblacional y los patrones de diversidad genética de A.
hidalgensis en condiciones naturales y de manejo forestal, mediante analisis demogréaficos y
de microsatélites nucleares para definir la categoria de amenaza de la especie y delimitar las

acciones prioritarias en un plan de restauracion y conservacion.

Objetivos particulares
1. Analizar el efecto del manejo forestal sobre la estructura y dinamica poblacional de Abies

hidalgensis mediante mediciones morfoldgicas y atributos demograficos.

2. Estimar el efecto del manejo forestal sobre la estructura genética de Abies hidalgensis

con el uso de marcadores moleculares nucleares.

3. Establecer la categoria de riesgo y acciones prioritarias en un plan de restauraciéon y
conservacion de Abies hidalgensis a partir de la informacion ecoldgica y genética

obtenida.

13



ANTECEDENTES

El género Abies

El género Abies (Pinaceae) comprende especies que se distribuyen en el hemisferio norte en
zonas montafiosas con climas boreales y templados, desde Eurasia, norte de Africa hasta
Ameérica (América del norte y América central) (Farjon, 2017). El nUmero exacto de especies
aun es un debate en la comunidad cientifica. Martinez (1963) menciona 60 especies, Liu
(1971) reconoce 39, Rushforth (1987) 55 especies y Farjon (2017) 46 especies. El género
estd representado por arboles perennifolios, demandantes ecolégicamente, que requieren
suelos profundos bien drenados, condiciones de humedad elevada y una precipitacion media
anual arriba de 1000 mm (Rzedowski, 2006). Son especies monoicas, con conos polinicos
numerosos en la cara inferior de las ramillas mientras que los conos ovulados son solitarios,
erectos y a menudo con exudados de resina. La disposicion de las hojas varia de distica,

subdistica a orientadas en todas direcciones (Martinez, 1963; Farjon, 2017).

El género Abies en México

En México Abies esta representado por 6 a 10 especies (Martinez, 1963; Martinez-Méndez
et al., 2016, Farjon, 2017). La distribucion geografica de las poblaciones del género es en
extremo dispersa, pero localizada regionalmente. Se restringen a manchones aislados en
cerros, laderas y cafiadas de las principales cadenas montafiosas del pais, en un intervalo
altitudinal de entre 1,500 y 3,600 m (Liu 1971; Rzedowski, 2006). La NOM-059-2010
(SEMARNAT, 2010), enlista a Abies concolor, A. flinckii, A. guatemalensis, A. hickelii, A.
vejarii y A. vejarii var. mexicana bajo alguna categoria de riesgo. Abies hidalgensis solo esta
incluida en la lista roja de especies amenazadas de la Union Internacional para la

Conservacion de la Naturaleza: UICN (www.iucnredlist.org). Las especies del género que se

distribuyen en México y se encuentran en la lista roja de especies amenazadas de la UICN
son: A. religiosa (preocupacion menor), A. jaliscana (casi amenazado), A. vejarii (casi
amenazado), A. durangensis (preocupacion menor), A. hickelii (en peligro), A. guatemalensis

(en peligro) (https://www.iucnredlist.org/).

Los bosques de Abies (abetos u oyameles) juegan un papel importante en la conservacion
de los servicios ambientales tales como la generacion de oxigeno, captacion de carbono,

refugio para especies clave, como la mariposa monarca, captacion y filtracion de agua y
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retencion del suelo (Hernandez, 1985; Séaenz et al., 2012; Razo et al., 2013; Garcia et al.,
2016). En este ultimo aspecto el papel que desempefian los bosques de abetos es importante
ya que se presentan en zonas de montafia con altas pendientes y precipitaciones donde el
suelo es mas susceptible a la erosion (Requena et al., 2020). Aunado a lo anterior los bosques
de Abies tienen beneficios recreativos por su belleza escénica, espirituales, asi como

importancia a nivel cientifico (Cuevas et al., 2011; Benavides et al., 2011).

El género es el cuarto recurso maderable de México con una produccion de 225,688 m®r.
La produccién de madera de oyamel es destinada principalmente para escuadria y en menor

proporcion para lefia, celuldsicos y carbon (SEMARNAT, 2020).

El deterioro de las poblaciones de Abies se debe principalmente a la tala inmoderada,
cambio de uso del suelo (Avila et al., 2000), los incendios forestales (Angeles-Cervantes y
Lopez-Mata, 2009), la contaminacién (Saavedra-Romero et al., 2003), el cambio climatico
(Gutiérrez y Trejo, 2014; Gazol et al., 2015) y problemas fitosanitarios, como plagas y
enfermedades (Vidal et al., 2013; Heredia et al., 2014; Endara y Herrera, 2016).

Abies hidalgensis Debreczy, Racz, & Guizar

Abies hidalgensis es endémica del estado de Hidalgo, la poblacion tipo se localiza de 4-5 km
al norte del municipio de Metepec, pero ain se desconocen las referencias geogréficas
(Debreczy y Racz, 1995). Aunado a esto, poblaciones cercanas se han identificado como A.
guatemalensis (Hernandez, 1985; Eguiarte y Furnier, 1997). Sin embargo, Rosales (2018)
realizé un analisis morfométrico con material vegetal de A. hidalgensis, A. religiosa y Abies
sp. incluyendo 16 variables morfolégicas, 13 cuantitativas y 3 cualitativas y observé que A.
religiosa es significativamente distinta de A. hidalgensis y que las poblaciones del género
Abies que se distribuyen en los municipios de Agua Blanca de Iturbide, Tenango de Doria 'y

Acaxochitlan corresponden a A. hidalgensis.

Abies hidalgensis cuenta con nueve poblaciones relictas que se distribuyen en la zona
sureste del estado de Hidalgo (jError! No se encuentra el origen de la referencia.)
(Rosales, 2018). Las poblaciones en las localidades de La Cruz y Linda Vista en el municipio
de Tenango de Doria se ubican en direccion y distancia aproximada de la poblacion tipo de

A. hidalgensis. La poblacion del Ejido San Cornelio (municipio de Agua Blanca) es la méas
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densa con 567 individuos. En Agua Blanca, los individuos se desarrollan en areas bajo
manejo forestal, por lo que la regeneracion natural no se ve favorecida. La poblacion de
Acaxochitlan por su parte, enfrenta problemas por ganaderia y tala clandestina (Rosales,
2018).

Cuadro 1. Poblaciones relictas de Abies hidalgensis, ubicadas en el sureste del estado de

Hidalgo México.

Municipio Poblacion X Y
Ejido San Pedrito 570182 2251873
Ejido San Cornelio 568267 2251422
Agua Blanca de P.P El Tejocote 569312 2250492
Iturbide P. P Las Aguilas 566655 2252478
P.P Los Manantiales 567850 2251679
El Remudadero 566947 2252165
] Linda Vista 575343 2244248

Tenango de Doria

La Cruz de Tenango 575886 2243834
Acaxochitlan Zacacuautla 581126 2236892

P.P. Propiedad privada

Abies hidalgensis se encuentra adscrita en la categoria Vulnerable D2 en la lista roja de
especies amenazadas de la IUCN (www.iucnredlist.org). Sin embargo, no se encuentra en la
Norma Oficial Mexicana (NOM-059-SEMARNAT 2010).

Manejo forestal en el género Abies

La Ley General de Desarrollo Forestal Sustentable (LGDFS) define manejo forestal como
“El proceso que comprende el conjunto de acciones y procedimientos que tienen por objeto
la ordenacion, el cultivo, la proteccién, la conservacion, la restauracion y el aprovechamiento
de los recursos y servicios ambientales de un ecosistema forestal, considerando los principios
ecologicos, respetando la integridad funcional e interdependencia de recursos y sin que

merme la capacidad productiva de los ecosistemas y recursos existentes en la misma”.
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La gestion forestal en México para bosques de clima templado se basa en la ejecucion
de métodos o sistemas de manejo que prescriben el aprovechamiento de arboles individuales
0 grupos de ellos. Los métodos mas empleados son Método Mexicano de Ordenacion de
Bosque Irregulares (MMOBI) y Método de Desarrollo Silvicola (MDS). Los sistemas de
gestion de los bosques son Sistemas de Conservacion y Desarrollo Silvicola (SICODESI),
Sistema Silvicola de Seleccion (SISISE), Sistema de Cortas Sucesivas de Proteccion
(SICOSUP) y Sistema de Corta a Matarrasa (SISCOMA; CONAFOR, 2017).

Los meétodos o sistemas de gestion se agrupan en manejo forestal de cubierta continua y
manejo forestal de cubierta discontinua. EI primero engloba el MMOBI y el SISISE, el
segundo considera al MDS, SICOSUP y SISCOMA. Ambos tipos de manejo incluyen al
SICODESI.

El método de gestion forestal, asi como los tratamientos a aplicar sobre un género o
especie en particular estan determinados por las condiciones fisicas del terreno, estado actual
de la poblacién y afinidad del manejador por un método o sistema (Pérez, 2013). Abies
religiosa ha sido aprovechado empleando los métodos de ordenacion SICOSUP y MMOBI
(Castarios y Castro, 2014; Buendia et al., 2018). Las especies del género enlistadas bajo la
NOM-059-SEMARNAT-2010 en la categoria de amenazada o en peligro de extincién no son
objeto de aprovechamiento. Abies guatemalensis se encuentra listada bajo el Apéndice | del
Convenio sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora

Silvestres, por lo que su aprovechamiento es restringido (CITES, 2010).

Efecto del manejo forestal sobre la estructura y dinamica de poblaciones

La biodiversidad de los ecosistemas se ve afectada de manera negativa por las actividades de
manejo forestal. Debido a que el concepto de biodiversidad es complejo, Noss (1990) sugiere
descomponer el concepto de biodiversidad en tres componentes primarios: composicion,
estructura y funcion. Las variables afectadas por el aprovechamiento forestal que han sido
objeto de estudio en concordancia con los enfoques de Noss son abundancia de especies,
diversidad alfa y beta, area basal, nimero de arboles vivos, estructura vertical y horizontal,

numero de microhabitats y cantidad de madera muerta (Dieler et al., 2017).
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El efecto del manejo forestal sobre la biodiversidad en México ain es poco entendido,
debido a las diferencias en escala de medicion (rodal, paisaje), manejo silvicola aplicado,
papel de productores y manejadores forestales (Monéarrez, 2018), grupos taxondmicos
evaluados, y la diversidad de ecosistemas sobre los que se evalGa. A nivel poblacional las
investigaciones son pocas; sin embargo, se puede dilucidar informacion de este nivel de
investigaciones a nivel comunidad. Gutiérrez et al. (2011) observaron alteraciones en la
estructura y riqueza de especies en areas bajo manejo silvicola en contraste con zonas
protegidas en bosque tropical en la peninsula de Yucatan. Hernandez et al. (2013), con la
misma tendencia observaron efectos negativos del aprovechamiento forestal sobre la
diversidad alfa y beta, asi como un aumento del indice de valor de importancia del género
Pinus en un bosque templado del noreste de México. Béez et al. (2017), por su parte, no
observaron diferencias significativas en la riqueza de especies en cuatro condiciones
diferentes de bosque dentro de la Reserva de la Biosfera de Calakmul. Sin embargo, si
observaron diferencias en la composicion de especies, densidad promedio de individuos por
condicion y area basal. Ramirez et al. (2019) en contraste no observaron diferencias en la
estructura, riqueza e incremento de volumen entre areas bajo aprovechamiento y sin
aprovechamiento en un bosque templado en Oaxaca, pero si observaron diferencias en

diversidad (indice de Shannon-Wiener).

La estructura diamétrica poblacional permite evaluar los efectos del manejo forestal u
otros disturbios adversos, estudiar la viabilidad de las poblaciones y provee informacion
sobre los eventos de regeneracion (Herrero et al., 2012, Palacios et al., 2016, Cordero et al.,
2016). Adicionalmente, las categorias diamétricas delimitadas en una especie dada pueden
ser correlacionadas con las clases de edad para el estudio de la dinamica poblacional a partir

de herramientas como tablas de vida (Zhang et al., 2008, Zhang y Ru, 2010).

La dinamica de poblaciones es el estudio de las variaciones en el numero de individuos
experimentadas por las poblaciones a través del tiempo (Ramirez, 2005). La aplicacion de
tratamientos silvicolas para el aprovechamiento del arbolado modifica la dinamica de las
poblaciones, desde la apertura del dosel hasta la regeneracion de la nueva masa por el manejo

selectivo de especies de interés (Crow et al., 2002; Gutiérrez, 2011; Hernandez et al., 2018).
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Las tablas de vida estéticas o verticales son una herramienta importante en el estudio de
la dindamica de poblaciones; permiten documentar los cambios en los tamafios de clases, tasas
de supervivencia, reproduccion y mortalidad (Li, 2015; Zhao et al., 2017). Existen dos tipos
generales de tablas de vida que son a) de cohorte, también llamadas dinamicas u horizontales
y b) estaticas, también denominadas verticales. Las tablas de vida horizontales se basan en el
seguimiento de una cohorte, desde el nacimiento de los individuos hasta la muerte del ultimo
de sus miembros mientras que las tablas de vida estaticas se basan en la estructura de las
edades que tiene una poblacion en un momento dado. De manera general las tablas de vida
contienen: Ix=proporcion de organismos que sobrevivieron para entrar en la clase x, con
respecto al nimero inicial de organismos, Dx= representa el nimero de organismos muertos
entre X y X + 1, dx= proporcion de organismos que murieron en el intervalo de x a x + 1, con
respecto al numero inicial de organismos, gx=tasa de mortalidad, px= proporcion de
organismos que sobreviven con respecto al total que ingreso a la clase, my 0 bx= fecundidad
y ex= esperanza de vida. A partir de estos valores se puede calcular la tasa reproductiva neta
(Ro), tiempo generacional (G), tasa finita de crecimiento (A) y tasa intrinseca de crecimiento
(r) (Carabias et al., 2009).

Las poblaciones de A. hidalgensis se encuentran en areas sujetas a manejo forestal bajo
el Método de Desarrollo Silvicola (MDS) con intervencion por arboles padre, donde la
especie de interés es del género Pinus. Esta condicion pone en riesgo las poblaciones
remanentes de A. hidalgensis. Aunado a esto las investigaciones que permitan comprender
los efectos que el manejo forestal tiene sobre la estructura y dinamica poblacional de esta

especie son escasas.

Estructura y diversidad genética en el género Abies

Una contribucién del uso de marcadores moleculares es el entendimiento de la historia
evolutiva, demogréafica y ecoldgica de poblaciones de especies en riesgo. Permiten describir
patrones genéticos a nivel de individuos y especies a partir de los cuales se pueden hacer
inferencias sobre los procesos demograficos y evolutivos que han actuado sobre dichas
especies a diferentes escalas temporales. Los marcadores moleculares son herramientas
eficientes para la identificacion de especies, asignacion de individuos a poblaciones,

identificacion de arboles-poblaciones promisorios para aplicaciones practicas en
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conservacion tales como delimitacion de unidades de conservacion, evaluacion de riesgos y

el disefio de estrategias de manejo (Godoy, 2009).

Las secuencias de nucle6tidos de DNA mitocondrial (mtDNA) y de cloroplasto
(cpDNA) han sido ampliamente usados en el andlisis de las relaciones filogenéticas y en la
construccion de la historia biogeogréfica de Abies (Jaramillo et al., 2008; Xiang et al., 2009;
Aguirre et al., 2012, Shao y Xiang, 2015). Jaramillo et al. (2008) observaron resultados
contrastantes en un estudio con cuatro especies de abetos mexicanos; mientras que el mtDNA
mostraba diferenciacion genética alta no relacionada con la taxonomia propuesta, el copDNA
indicaba baja diferenciacion relacionada con la taxonomia. Acorde con lo anterior, Shao y
Xiang (2015), indican que las secuencias de cpDNA permiten identificar a A. recurvata y
distinguir a A. ernestii y A. ernestii var. salouenensis como variedades de A. chensiensis. En
cambio, los resultados con mtDNA se relacionan mas con la distribucion geografica que con
la clasificacion taxonomia de las especies. Ante esta incertidumbre, para el género Abies se
ha secuenciado el genoma completo del cloroplasto en A. nephrolepis (Yi et al., 2016), A.
religiosa (Gernandt et al., 2018), A. beshanzuensis (Shao et al., 2018) y A. alba (Mosca et
al., 2019).

La estructura y diversidad genética de Abies hidalgensis no has sido evaluada. Cruz et
al. (2021) al estudiar las relaciones filogenéticas de las especies del género Abies que se
distribuyen del suroeste de Estados Unidos de América hasta Guatemala, donde se incluye a
Abies hidalgensis, observaron que esta especie se puede considerar distinta de A. religiosa,
A. hickelii y A. guatemalensis (poblaciones del sur de México). La muestra empleada de A.
hidalgensis se ubicd en una posicion filogenética aislada, con parentesco reciente con A.
hickelii y A. guatemalensis. Estos taxones a su vez fueron relacionados con una poblacion

ubicada en San Luis Potosi.

Restauracion para la conservacion de Abies hidalgensis

En México, los estudios de restauracion de especies con poblaciones pequefias o relictas son
escasos en comparacion con los realizados en otros paises (Volis, 2016), y las acciones de
restauracion orientadas a la conservacion de especies amenazadas se llevan a cabo
principalmente en areas naturales protegidas [ANP] (CONANP, 2019). Las estrategias de
proteccién de la biodiversidad incluyen dos niveles de organizacion: especies y ecosistemas.
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A nivel de especie SEMARNAT (2008) desarrollé el Proyecto de Conservacion vy
Restauracion de Especies Prioritarias (PREP) y el Programa de Conservacion de Especies en
Riesgo (PROCER). La conservacion de ecosistemas involucra la preservacion de la
integridad de estos y sus servicios ambientales, a través de la creacion de Areas Naturales
Protegidas (ANP), sitios Ramsar, sitios marinos prioritarios, ordenamiento ecoldgico en
zonas marinas y costeras, asi como programas por servicios ambientales (SEMARNAT,
2008).

La conservacion de especies consideradas raras 0 amenazadas depende en gran medida
del manejo de los bosques o de areas privadas externas al sistema de ANP (Heywood, 1999;
Kanowski, 2001). EI PROCER sigue siendo la herramienta principal de rescate o restauracion
en México. Sin embargo, tiene serias limitaciones debido a la carencia de informacion basica
sobre caracteristicas demograficas de las especies (Apfelbaum y Haney, 2010; Vargas, 2011).
Esta informacion es esencial para delimitar amenazas, categorias de edad con potencial de
uso, desafios particulares a la reforestacion y persistencia de plantas, entre otras.

En distintas regiones del planeta existen poblaciones relictas de especies de arboles,
incluido el género Abies, en las que se han desarrollado planes de restauracion con éxito
(Volis, 2016). Un caso ilustrativo es el de Abies nebrodensis, endémica de las montafas de
Sicilia, Italia; ante la amenaza de extincién del Unico relicto poblacional, Venturella (1997)
propuso como plan de restauracion la realizacién de investigaciones sinecolégicas y
autoecoldgicas, produccion de micorrizas, reproduccion vegetativa y manejo forestal; en el
que destacan la produccién de plantulas, incremento de la poblacion natural a través de
plantaciones y expansion del uso de la especie como ornamental dentro de su area de

distribucién natural.

Otros ejemplos representativos de especies endémicas en peligro de extincién sobre las
cuales se ha realizado una propuesta de manejo a nivel nacional, son Picea chihuahuana, P.
martinezii y P. mexicana. La propuesta general, elaborada por Mendoza (2015), incluye el
conocimiento de la diversidad y estructura genetica de las poblaciones de estas tres especies
de Picea. La conservacion in situ comprende la proteccion, el incremento de la diversidad
genética y la expansion de las poblaciones por medio de la plantacién de individuos que

provienen de otras localidades relacionadas, para alcanzar el tamafio minimo de una
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poblacion genéticamente viable. La conservacion ex situ involucra el establecimiento de
poblaciones en sitios externos al intervalo de distribucion natural de las especies. Por
consiguiente, estudiar y entender la estructura (ecoldgica-genética) y la dinamica poblacional
de manera precisa son requisitos indispensables para lograr una gestion adecuada, en
términos de conservacion y restauracion (Urbieta, 2009; Volis, 2019).

Aspectos poblacionales para el manejo de Abies

Las especies de Abies no forman bancos de semillas duraderos; las semillas son dispersadas
por el viento y rapidamente pierden viabilidad (Avila-Bello et al., 2015; Daskalakou et al.,
2018). El porcentaje de germinacion es bajo, de 15% en A. guatemalensis (INAB, 2017),
26% en A. pinsapo (Arista et al., 1992) y de 13% a 49% en A. religiosa (Nieto et al., 2003;
Ortiz et al., 2019). La regeneracién natural de algunas especies de Abies puede observarse
tanto en claros del dosel como en el sotobosque, siendo mayor la supervivencia en la primera
condicion y llegar a ser nula en la segunda (Arista, 1994; Scholl y Taylor, 2006; Angeles y
Lopez, 2009; Lara et al., 2009). Las poblaciones de A. hidalgensis, a pesar del alto grado de
deterioro presentan regeneracion natural. Si bien la supervivencia no ha sido evaluada, se
puede inferir que es baja debido al uso actual del suelo y a la alta densidad de especies
herbaceas bajo dosel. En Agua Blanca de Iturbide el uso actual del suelo en las poblaciones
de A. hidalgensis es forestal, lo cual detiene el disefio de estrategias de rescate para esta
especie; sin embargo, el aprovechamiento esta regulado bajo la NOM 152 SEMARNAT
(2006), la cual estipula la designacion de areas de conservacion. Un punto crucial en el disefio
de estrategias de restauracion es la participacion ciudadana; si se imponen cambios drasticos
en el uso de suelo, podria ocurrir la negacién del apoyo ciudadano. Por lo tanto, el estudio
sobre las condiciones actuales de las poblaciones A. hidalgensis y el tipo de uso de suelo son

relevantes para elaborar estrategias de conservacion para la especie.
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Resumen

Antecedentes: Abies hidalgensis es una especie endémica del estado de Hidalgo, México, adscrita en la Lista Roja de laIUCN en la categoria VuD2, que
se ha confundido con 4. guatemalensis en algunas poblaciones donde hay extraccion de madera en rollo reportada como A. religiosa, lo que genera duda
sobre las o la especie que se distribuyen y aprovechan en el estado de Hidalgo.

Preguntas y / o Hipétesis: ;Qué especie o especies del género Abies se distribuyen y aprovechan en Hidalgo, México?, ;Cudl es la distribucion
geografica de A. hidalgensis?

Especies de estudio: Abies hidalgensis, A. religiosa.

Sitio y afos de estudio: Municipios de Acaxochitlan, Acoculco, Agua Blanca de Iturbide, Epazoyucan, Mineral del Monte, Pachuca, Singuilucan, Ten-
ango de Doria, Tepeapulco y Zimapan, en ¢l estado de Hidalgo. Afios 2015 a 2017.

Métodos: Se analizaron 18 caracteres morfoldgicos mediante analisis de funciones discriminantes. Se estimo la diferenciacion genctica a partir del
analisis de tres microsatélites nucleares desarrollados para 4. guatemalensis.

Resultados: Abies hidalgensis se distribuye al sureste y Abies religiosa en la zona centro-sur de Hidalgo. Los caracteres morfolégicos distintivos son:
canales resiniferos, forma del apice, y caracteres morfolégicos asociados a los conos ovulados y las semillas. Los estudios genéticos indican que Abies
sp. muestra mayor divergencia y diversidad genética con respecto a A. hidalgensis y A. religiosa. El coeficiente de endogamia es mayor en A. refigiosa.
Conclusiones: En el estado Hidalgo se distribuyen dos especies del género Abies.

Palabras clave: Abies hidalgensis, morfometria, distribucién, analisis de funciones discriminantes, microsatélites.

Abstract

Background: Abies hidalgensis is an endemic species from Hidalgo sate, Mexico, listed on the IUCN Red List in the VuD2 category. It has been con-
fused with A. guatemalensis in some population where there is roundwood extraction reported as 4. religiosa, which generates confusion on the taxo-
nomic identity of species distributed and being harvested in Hidalgo.

Questions and / or Hypotheses: What species or species of the Abies genus are distributed and harvested in Hidalgo, Mexico? What is the geographic
distribution of A. hidalgensis?

Studied species: Abies hidalgensis, A. religiosa.

Study sites and dates: Municipalities of Acaxochitlan, Acoculco, Agua Blanca de Iturbide, Epazoyucan, Mineral del Monte, Pachuca, Singuilucan,
Tenango de Doria, Tepeapulco and Zimapan, in Hidalgo state. Years 2015 to 2017.

Methods: Eighteen morphological characters were analyzed by discriminant function analysis. Genetic differentiation was estimated from the analysis
of three microsatellites developed for A. guatemalensis.

Results: Abies hidalgensis is distributed to the southeast and A. refigiosa is in the central-southern zone of Hidalgo. The distinctive morphological char-
acters are: resin ducts, shape of the apex and morphological characters associated with the ovulate cones and seeds. Genetic studies showed that Abies
sp. have greater divergence and genetic diversity with respect to A. hidalgensis and A. religiosa. The inbreeding coefficient is higher in A. refigiosa.
Conclusions: Two species of the Abies genus are distributed in the state of Hidalgo, Mexico.

Key words: Abies hidalgensis, morphometry, distribution, discriminant function analysis, microsatelites.
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Los abetos hidalguenses

1 género 4Abies (abetos), asi como la mayoria de las coniferas, tienen una morfologia muy variada que res-

ponde a factores como altitud, precipitacion, disponibilidad de nutrientes, entre otros (Hultine & Marshall

2000, Ostonen et al. 2007). Esto crea discrepancias sobre la identidad taxondmica de algunas especies

descritas a lo largo de la Franja Volcanica Transmexicana y en la zona sur, justo en los limites entre México
vy Guatemala. Al respecto Liu (1971), Eguiarte & Furnier (1997), asi como Scaltsoyiannes et al. (1999) sugieren que
tal confusidn taxondmica esta relacionada con la hibridacidn frecuente entre estas especies, lo que ocasiona la inter-
posicidén en la variacion de algunos atributos de importancia taxonémica (Jaramillo-Correa et al. 2008, Semerikova
et al. 2011). Ademas, los bosques de 4bies tiene una distribucion extremadamente dispersa pero localizada regio-
nalmente, por lo que se pueden observar algunas poblaciones restringidas a un cerro, cafiada o ladera (Rzedowski
2006). En conjunto la fragmentacion, la hibridacion y la distancia geografica entre poblaciones pueden modificar las
diferencias fenotipicas y con ello ampliar las confusiones taxondmicas (Strandby et al. 2009).

No obstante, las caracteristicas morfolégicas siguen siendo la manera usual de delimitar a las especies de abe-
tos (Femandez & Nepamuceno 1989, Strandby et al. 2009, Vazquez-Garcia et al. 2014, Papageorgiou et al. 2015,
Jasinska et al. 2017). Muchos autores han descrito especies de coniferas con base en caracteristicas morfoldgicas
como los caracteres sexuales, ya que limitan el intercambio de gametos, o atributos especificos de las hojas como los
canales resiniferos (Martinez 1963, Debreczy & Racz 1995, Miller et al. 2014, Sekiewicz et al. 2016, Orlova et al.
2020). Adicionalmente, los analisis moleculares constituyen herramientas eficientes que esclarecen dudas taxonomi-
cas generadas por la morfologia, establecen relaciones genéticas y ayudan en la identificacion de especies (Aguirre-
Planter et al. 2000, Shao & Xiang 2015, Xiang et al. 2009, 2018).

El género Abies representa el segundo grupo mas diverso dentro de la familia Pinaceae con aproximadamente 47
especies (Martinez 1948, Liu 1971, Farjon 2017). En México se han reportado entre ocho y 10 especies del género
(Farjon & Rushforth 1989, Gernandt & Pérez-de la Rosa 2014, Farjon 2017). Los estudios genéticos basados en
isoenzimas y marcadores de cloroplasto muestran baja diferenciacion entre especies relacionada principalmente con
distribuciones discontinuas, restringidas y fragmentadas a lo largo de gradientes montafiosos (Parker et af. 1981,
Eguiarte & Furnier 1997, Aguirre-Planter et af. 2000, Jaramillo-Correa et al. 2008, Strandby et al. 2009). Por lo que
Cruz-Nicolas et al. (2021 ) proponen una menor cantidad de grupos (de siete a nueve) con base en el analisis filogeneé-
tico de 45 individuos de nueve especies de 4bies Mesoamericanos, concluyendo que la diversificacion y endemismos
en el género se deben a procesos alopatricos no adaptativos.

Una de las implicaciones de las dificultades taxondmicas basadas en caracteres morfoldgicos y la dificil delimi-
tacion de linajes especificos se presenta en la regulacion de su extraccion forestal. En un escenario favorable, estas
especies se enlistaran bajo alguna categoria de amenaza, ya sea por lo restringido de su distribucion o por asociacio-
nes con otras especies de importancia para la conservacién. Por ejemplo, 4bies religiosa (Kunth) Schitdl. & Cham.,
se considera la Unica especie cuyos bosques albergan a la mariposa monarca (Danaus plexippus L.) durante su
estancia en México (Saenz-Romero et al. 2012). Ademas, practicamente todas las especies de abetos mexicanos se
encuentran amenazadas por el cambio climatico debido a su origen neartico, y al parecer pocas especies se encuen-
tran distribuidas en areas naturales protegidas (Martinez-Méndez et al. 2016).

Al centro del pais, existen localidades con identidades taxonémicas dudosas agrupadas bajo el nombre genérico
de “Oyamel”, lo que facilita su extraccion. Al existir problemas para identificar especies en estas zonas con alta de-
manda maderera, la posibilidad de extraer a una especie en peligro es alta. En el estado de Hidalgo, se cuentan con
registros de presencia de tres especies de Abies: 4. hidalgensis Debreczy, Racz & Guizar, 4. guatemalensis Rehder
v A. religiosa (Hernandez 1985, Debreczy & Racz 1995).

Abies hidalgensis, es una especie listada bajo la categoria de Vulnerable D2 en la listaroja de especies amenazadas
(www.iucnredlist.org). Sin embargo, no existe informacion sobre su distribucion geografica ni cuales son las amena-

zas a sus poblaciones, aun no se han definido sus caracteristicas dasométricas (altura y diametro), e incluso algunos
de sus caracteres taxonomicos fueron evaluados en material vegetal inmaduro (conos ovulados jovenes). Farjon
(2017) se refiere a A. hidalgensis como una variedad de Abies hickelii Flous & Gaussen; debido al nimero de canales
resiniferos en sus hojas, altamente inusual en el género (4 a 7 en 4. hidalgensisy 8 a 12 en 4. hickelii), ademas ambas
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especies difieren en longitud e insercién de las bracteas de sus conos ovulados y en la longitud de las hojas. Tanto
A. guatemalensis como A. hidalgensis se han reportado en las poblaciones de Tenango de Doria, y Agua Blanca de
Tturbide, pero sin precisar las coordenadas geograficas (Hernandez 1985, Debreczy & Racz 1995). Debreczy & Racz
(1995) indican que 4. guatemalensis y A. hidalgensis difieren en la densidad de hojas, siendo dos veces mayor en A.
guatemalensis en una rama de sombra de igual longitud, asi como en su dngulo de insercién, el nimero de canales
resiniferos de sus hojas, dos en 4. guatemalensis y de 5-7 en A. hidalgensis, el color de los conos ovulados, azul
pruinoso en 4. guatemalensis y verde pruinoso en 4. hidalgensis, la forma de las escamas, ciatiformes en 4. guate-
malensis y flabeladas en 4. hidalgensis, entre otros caracteres. Aguirre-Planter et al. (2000) evaluaron un ejemplar
identificado como A. guatemalensis de Agua Blanca de Iturbide, Hidalgo, con marcadores de isoenzimas, pero no se
agrup6 con poblaciones del resto de la distribucién de la especie, en tanto Cruz-Nicolas et al. (2021) estudiaron una
muestra del mismo municipio mediante genotipado por secuenciacion, pero identificada como 4. hidalgensis, la cual
tampoco se agrupo con las otras especies.

La distribucion de A. religiosa es mas amplia y mejor conocida en el estado de Hidalgo (Razo et al. 2013, Pérez-
Miranda et al. 2017). Este taxén se diferencia de 4. guatemalensis y A. hidalgensis en el nimero de canales resinife-
ros, la forma del apice de la hoja, el largo de la bractea y en la longitud de las hojas (Figura 1) (Farjon 2017)

El Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica (INEGI 2017), reporta la extraccién de 250 m® y
191 m? respectivamente, de madera en rollo de A. religiosa en Agua Blanca de Iturbide, Hidalgo. Sin embargo, esta
especie no ha sido reportada en ese municipio lo que sugiere que el aprovechamiento mencionado corresponde a 4.
hidalgensis o 4. guatemalensis.

Es necesario contar con herramientas eficaces para delimitar especies con mayor precision, tal como los analisis
multivariados ya que consideran la similitud relativa de cada caso utilizando varios atributos morfologicos con dife-
rente naturaleza, algunos con mayor importancia evolutiva que otros. Ademas, es posible asignar individuos a un
grupo concreto, en este caso especies de abetos. También es factible establecer una medida de divergencia relativa
entre taxones, usando unidades de distancia que no se deforman por algoritmos ni son influenciadas por criterios esta-
blecidos a priori. Mejor aln, al contar con informacién morfologica y genética analizadas bajo los mismos principios
de independencia, permiten corroborar la identidad taxondmica de las especies. Finalmente, este tipo de analisis
proporcionan informacién esencial sobre los caracteres mas confiables, tanto morfolégicos como genéticos, que se
deben considerar en un trabajo de sistematica (Cesaroni & Allegrucii 1991). Por todo lo anterior, los objetivos de este
trabajo son a) determinar el grado de diferenciacion de los 4bies distribuidos en la region de estudio, considerando
una aproximacioén morfométrica multivariada y un analisis genético y b) proponer una distribucion geografica de las
poblaciones de 4. hidalgensis con base en la prospeccion realizada.

Materiales y Métodos

Colecta de material biologico. Las poblaciones de 4. hidalgensis y A. guatemalensis para el estado de Hidalgo,
Meéxico fueron identificadas a través de los registros del Herbario Nacional de México (MEXU), Herbario CHAP
y consultando datos en la pagina de GBIF (2018). Los registros encontrados, tanto en el sureste (Agua Blanca de
Tturbide y Tenango de Doria) como en el noreste (Zimapan), han sido identificados como 4. hidalgensis y como A.
guatemalensis. Sin embargo, se le asignoé la identidad de 4. hidalgensis a las poblaciones de Agua Blanca de Tturbide
y Tenango de Doria dada su proximidad geografica con la descripcion del holotipo. Las poblaciones registradas eran
escasas, por lo que se realizé una prospeccion de campo para ubicar material suficiente, lo que requirié dos afios de
muestreos (2015 al 2017), dado lo aislado y depauperado de las poblaciones. Es de resaltar que en todas las locali-
dades se identifico extraccion forestal, lo que pone de manifiesto la preponderancia de este trabajo. Se resguardaron
muestras de herbario tanto en MEXU como en el herbario del Centro de Investigaciones Biologicas de la UAEH,
identificadas como 4. hidalgensis.

Para realizar el estudio genético se consideraron las poblaciones de 4. Aidalgensis ubicadas en San Cornelioy Las
Aguilas, ambas en Agua Blanca de Tturbide y en el estudio morfolégico se incluyé a las poblaciones de Tenango de
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R)

Figura 1. Abies hidalgensis: A) vista general, B) cono ovulado, C) cono polinico, D) escama, E) bractea, F) semilla. Abies sp: G) vista general, H) cono
ovulado, I) cono polinico, J) escama, K) bractea, L) semilla. A. religiosa: M) vista general, N) cono ovulado, O) cono polinico, P) escama, Q) bractea,

R) semilla.
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Doria y Acaxochitlan. Para A. religiosa se consideraron las poblaciones de El Cerezo, Pachuca de Soto, El Xihuingo,
Tepeapulco, Pueblo Nuevo y Mineral del Monte para el estudio genético y las poblaciones de Acoculco, Epazoyu-
can y Singuilucan para el estudio morfolégico. Finalmente, debido a que la poblacién de La Encarnacidn, Zimapan
se encuentra aislada, no hay registros sobre mas poblaciones del género en sitios cercanos y ya que previamente se
identificé inciertamente como 4. guatemalensis o A. hidalgensis, esta se considerd como Abies sp. (Tabla 1).

Analisis morfologico. Se colectaron ramas estériles de la parte interna del tercio superior de las copas, aseguran-
dose que fuera material de sombra para evitar incluir factores como insolacién y orientacion. Se tomaron alea-
toriamente 30 hojas de dos afios en la parte media de las ramas colectadas (Strandby et al. 2009, Xu et al. 2014,
Jasinska et al. 2017). Ademas, se colectaron 30 conos ovulados de la seccidon superior de la copa por individuo.
Las mediciones del largo v ancho del cono se realizaron con un Vernier marca Mitotuyo con precision de centési-
mas de milimetro.

Se evaluaron 18 caracteres morfoldgicos (30 muestras por individuo), 15 cuantitativos y tres predictores cate-
goricos (Tabla 2) (Martinez 1963, Fernandez & Nepamuceno 1989, Strandby et al. 2009). Con excepcidn de las
medidas sobre las estructuras reproductivas, los atributos foliares se midieron sobre fotografias tomadas con ca-
mara de 10 megapixeles con el software Imagel] Launcher v. 1.4.2.67 (Kurt et al. 2016, Rasband 2018). Se reali-
z6 un Analisis de Funciones Discriminantes Generalizado (AFDG) considerando a las especies como grupo de
asignacion. Para ello se utilizd el programa STATISTICA v. 10 (www.statsoft.com), previa comprobacion de la
multinormalidad (prueba de Mardia)y la independencia de las matrices de covarianza (prueba de Bartlett) (Goémez-
Goémez et al. 2003). Las variables Fa y Fb, no se incluyeron en el AFD ya que no aportan variacién al modelo
debido a su naturaleza categorica.

Los conos polinicos se evaluaron por separado debido a que se tenia una menor cantidad de muestras (un indi-
viduo por poblacién) y menor cantidad de atributos a evaluar, pero su variacion es importante para la identificacion
de grupos. Para ello se realizé una comparacion de Kruskall-Wallis con una prueba posterior post-hoc de compara-
ciones multiples de Dunnett. Ademas, se ajustd al valor de significancia P aplicando una correccion de Bonferroni
para correlaciones multiples que consiste en dividir el valor de alfa original (0.05) entre el numero de correlaciones
realizadas, con el software Past v. 4.5 (Hammer et al. 2021). Los caracteres analizados fueron largo (Lcp) y ancho
(Acp) del cono polinico.

Tabla 1. Individuos muestreados por especie y poblacion en Hidalgo, México. m snm: metros sobre el nivel del mar; Ng: tamafio de
muestra para la evaluacion genética, Nf: tamafio de muestra para la evaluacion morfologica.

Especie Localidad Latitud Longitud msnm Ng Nf
(UTM) (UTM)
Abies hidal- Agua Blanca de Tturbide 568144 2251648 2,311 60 180
gk Zacacuautla, Acaxochitlan 581170 2237122 2,180 90
La Cruz de Tenango y Linda Vista, Tenango de Doria 575346 2244301 2,318 30
Abies sp. La Encarnacion, Zimapan 477944 2307949 2,420 20 30
A. religiosa Pueblo Nuevo, Mineral del Monte 527719 2230777 2.806- 60
El Cerezo, Pachuca de Soto 527721 2229763 2,885
El Xihuingo, Tepeapulco 515281 2192823
Acoculco, Cuautepec de Hinojosa 580672 2205845 2.806 90
Xolostitla, Epazoyucan 539303 2224384 2,885 90
Tecocomulco, Singuilucan 562926 2209250 2,880 90
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Tabla 2. Caracteristicas morfoldgicas consideradas en el Analisis de Funciones Discriminantes Generalizado para contrastar a las espe-
cies de Abies en Hidalgo, México.

Tipo de Muestra Caracteristica Clave

Hoja Largo Lh
Ancho Ah
*Forma del apice Fa

emarginado (1), obtuso (2), agudo (3)
*QOrientacion Oh

disticas (1), subdisticas (2), arreglo espiral (3)

Estomas abaxiales Ea
Numero de canales resiniferos Cr
Cono ovulado Largo Le
Ancho Ac
Largo de la escama Le
Ancho de la escama Ae
Largo de la bractea Lb
Relacion largo de la bractea/ largo de la escama Rbe
*Forma de la bractea Fb

Exerta (1), inclusa (2)

Semillas Largo Ls
Largo del ala La
Relacion largo de la semilla/ largo del ala Rsa

Cono polinico Largo Lep
Ancho Acp

*Predictores categdricos. Se omiten caracteristicas propuestas por Debreczy & Racz como el
color de los conos ovulados y la forma del apice de las bracteas, debido a que no se contaban

con muestras representativas de A. guatemalensis como contraste.

Analisis genético. La extraccion del material genético se realizdé con base en adecuaciones del método propuesto
por Doyle & Doyle (1987). Se maceraron 2 g de tejido vegetal con nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino y
se agregd 1 ml de buffer de extraccion (Tris-HCI 100 mM pH 8, NaCl 1.4 M, EDTA 20 mM, CTAB 2 %y 1 ul de
2-B-mercaptoetanol) para seguir macerando. La mezcla fue centrifugada a 8,000 rpm % 8 min, el precipitado fue ob-
tenido y lavado hasta en tres ocasiones con el buffer de extraccion para posteriormente ser incubado a 37°C x 1 h con
10 ul de RNAsa (1 mg/ml). A continuacion, se agregé 10 pl de proteinasa K (10 mg/ml) e incubd nuevamente a 60
°C durante 1 h. Posteriormente se agregd 600 pl de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1)y 250 pl de NaCl
al 2 %, las muestras se agitaron a 300 rpm por una hora y posteriormente se centrifugaron a 10,000 rpm x 10 min.
El sobrenadante se recupero y precipitd con 2/3 partes del volumen final (300-500 pl) de isopropanol frio dejando
reposar de 12-24 h a - 20 °C. Finalmente, el tubo se centrifugé a 12,000 rpm % 10 min, se eliminé el sobrenadante,
se agregd 1 ml de etanol absoluto frio a la pastilla que se centrifugd a 14,000 rpm durante 10 min. Se retird el etanol
a la pastillay se dejo secar para ser resuspendida en 50 pl de agua destilada estéril. El material genético se cuantificd
por espectofotometria en un nanoespectofotometro marca MAPADA.

Para la amplificacion se utilizaron tres marcadores microsatélites nucleares desarrollados para 4. guatemalensis
por Rasmussen (2008) (Tabla 3). Los cebadores se emplearon a una concentracion de 5 uM. La mezcla de reaccion
para la PCR por individuo analizado fue: 2 pl de DNA genémico (> 50 ng/ul), 1.6 ul de MgCl, (25 mM), 0.7 pl de
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oligonuclétido anterior, 0.7 pl del posterior (5 uM), 0.3 ul de dNTP’s (10 mM), 2.4 ul de amortiguador (5x), 0.5
ul de dH20O y 0.3 ul (1U) de TagDNA polimerasa Promega® para un total de 8 pul por tubo de reaccién. Se realizéd
la técnica de PCR en un termociclador punto final Arktik de Thermo Scientific. El programa PCR se conformé de
un paso de desnaturalizacion inicial de 9 minutos a 94 °C; ciclado en tres pasos repetido 30 veces que consiste en
desnaturalizacién a 94 °C por 55 s, alineacion 50 s a 57 °C (primer Ab07), 50 s a 59 °C (primer Ab 08), 50 s a 58
°C (primer Ab 12)y alineacién a 72 °C por 55 s y por ultimo la extension final a 72 °C por 7 min. Los productos de
PCR se visualizaron en geles de acrilamida al 15 %, corridos a 90 V por 90 min y tefiidos con bromuro de etidio a
una concentracion de 10 mg/ml.

Tabla 3. Marcadores moleculares usados para el analisis de las especies de 4bies en Hidalgo, México. Pb: pares de bases, Ta °C: tem-

peratura de alineamiento.

Locus Primer Forward 5’- 3’ Primer reverse 3’ — 5’ Pb T,°C

Ab07 ACTGGCATTTGTCGCATTC CCTCGGAGGACAAGATTTGC 219-257 57°C
Ab08  ATCGAGAGGCCCAGGTAGAC  GACATAGCTGATAGTGACGCAAC  128-161 58°C
Abl2  AGGTTGTGTAAGCCCGTGTAG CCCTTTGTTGATAGAGGGAAAC 223-244 60 °C

La cantidad de alelos fue depurada por probabilidad Poisson, considerando la eliminacion de los alelos nulos al
presentar frecuencias menores de 5 %, lo que permitié eliminar errores de genotipado, incluyendo alelos no ampli-
ficados, esto se realizo con el programa Micro-Checker v. 2.2.3 (Oosterhout et al. 2004). Con los datos obtenidos y
utilizando el programa GenAlEx v. 6.5 (Peakall & Smouse 2005), se calcularon las frecuencias génicas, para deter-
minar el promedio de muestras amplificadas por locus/localidad (N), el promedio de alelos por locus y por localidad
(A), el nimero efectivo de alelos por locus y por localidad (e =ﬁ), donde las p, son las frecuencias alélicas, el indice
informativo de Shannon para cada iniciador (7 = =1« X « In()), la heterocigosis observada y esperada (Ho y He respec-
tivamente) y el indice de fijacion (=1 —gi:), que es cero si hay proporciones de Hardy-Weinberg. De igual manera, se
calculd el porcentaje de autofertilizacion considerando la férmula (3=%, dado que la especie es monoica, ambas
propuestas fueron tomadas de Hedrick (2005).

La estructura genética se evaluo con los estadisticos F'de Wright (1951) (FIT, FIS, FST), para determinar la distri-
bucidén de la variabilidad genética dentro del individuo, entre individuos dentro de las localidades y entre localidades
analizadas, para lo que se empled el mismo software. Se determind el nimero de migrantes por generacion (Nm)
de forma pareada. Se realizo un Analisis de Varianza Molecular (AMOVA), asumiendo un modelo de alelos infini-
tos con 999 permutaciones. Para brindar un analisis sobre la distribucién de la variacién genética al interior de las
poblaciones, se realizd un analisis de asignacion bayesiana con el programa STRUCTURE v. 2.3.4 (Pritchard et al.
2000) a 50,000 iteraciones, con 50,000 repeticiones Markovianas, asumiendo un modelo “Admixture” considerando
las frecuencias alélicas correlacionadas para una estimacion de grupos desde K = 2 a K = 6 (nimero de localidades
analizadas), considerando un valor de asignacion Alpha global dado el modelo dependiente de asignacion. El proceso
fue repetido 10 veces para el calculo del intervalo de confianza. El nimero de grupos genéticos se determinod con el
modelo de AK de Evanno et al. (2005). El grafico se realizo mediante la plataforma STRUCTURE SELECTOR (L1
& Liu 2018).

Se realizé un Analisis de Funciones Discriminantes de Componentes Principales (AFDCP), considerando cada
loci como una variable mediante el software STATISTICA v. 10 (www.statsoft.com). Este método descompone los
datos genéticos en componentes principales como un modo de re-escalamiento métrico de las frecuencias y usa estos
valores como entrada para un analisis de funciones discriminantes que permite el contraste entre grupos, en este caso
especies. Lo que minimiza la variacion al interior y maximiza el agrupamiento de forma que las distancias obtenidas
son independientes del equilibrio de H-W, del efecto de la seleccion natural o del ligamiento (Jombart et al. 2010).
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Asi mismo, para determinar si existen cuellos de botella, se considerd una aproximacion no parameétrica con res-
pecto al exceso o deficiencia de individuos heterdcigos en las poblaciones. El procedimiento asume que cada loci
es dependiente, sin recambio, limitados y con la misma identidad entre las poblaciones y que los alelos se reparten
aleatoriamente entre localidades en una distribucién Poisson (modelo de mutacidon paso a paso o Stepwise Mutation
Model -SMM), si existen diferencias con lo esperado, entonces se asume la deficiencia o exceso de heterécigos, este
analisis se realizd mediante el programa Bottleneck v. 1.2.02 (Cornuet & Luikart 1996).

Mapa de distribucion geogrdfica de Abies hidalgensis. Una vez finalizados los analisis morfologicos y genéticos, se
realizé un mapa de la distribucion geografica de 4. hidalgensis, considerando las poblaciones identificadas en estos
analisis, asi como informacion sobre ejemplares aislados localizados por prospeccién en campo.

Resultados

Analisis morfologico. Las especies 4. hidalgensis y Abies sp. de la poblacion de Zimapan difieren significativamente
de A. religiosa de acuerdo con el AFDG (F a2, 565y — 302.851, P < 0.0019; distancia de Mahalanobis 82.39 v 45.26,
respectivamente). La variacion total del modelo se explica por dos factores, el primero (98.34 % de la varianza
explicada) esta relacionado principalmente con el ancho de la escama (Ae), relacion largo de la bractea/largo de la
escama (Rbe) y largo de la bractea (Lb), todos atributos del cono ovulado. El segundo factor (1.656 % de la varianza
explicada) se relaciona principalmente con largo de la escama (Le), relacion largo de la semilla/largo del ala (Rsa)y
largo del ala (La; Tabla 4).

Tabla 4. Coeficientes candnicos estandarizados para cada funcion obtenida por el AFDG de las especies de Abies en Hidalgo, México;
a partir de los datos morfoldgicos.

Efecto Factor 1 Factor 2
Largo de la hoja -.0.064 0.422
Ancho de la hoja -0.12 0.206
Largo del cono 0.04 -0.128
Ancho del cono 0.223 -0.112
Largo de la escama 0.007 -1.479%*
Ancho de la escama -0.654* 0.519
Relacion largo de la bractea/ largo de la escama 0.611* -0.670
Largo de la bractea 0.630%* 1.15
Relacion largo de la semilla/ largo del ala 0.245 1.520*
Largo de la semilla 0.215 1.009
Largo del ala -0.295 -1.36*
Estomas abaxiales -0.205 -0.037
Numero de canales resiniferos -0.276 -.0478
Orientacion de las hojas 0.262 -0.295
Eigenvalue 19.737 0.332
Varianza acumulada 98.344% 100 %

* Las tres correlaciones significativas P < 0.05, mas importantes.
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El modelo es capaz de asignar correctamente los casos para A. hidalgensis (98 %)y A. religiosa (99.63 %), aunque
con pobre discriminacién para los individuos de Abies sp. (69.55 %) (Figura 2). Con estos resultados se pueden iden-
tificar los atributos con mayor discriminacién entre especies, asociados principalmente con el cono ovulado (Tabla
5). Abies sp. y Abies hidalgensis tienen apice de la hoja emarginado, en tanto que 4. religiosa tiene apice obtuso.
Contrariamente, el nimero de canales resiniferos es un caracter diagnéstico, en el AFDG no resulta importante para
discriminar puesto que tanto A. religiosa y Abies sp. comparten dos canales como estado de caracter, lo que reduce
el porcentaje de asignacion y aproxima morfoldgicamente ambas especics.

F2 (Eigenvalue: 0.25, Exp Var: 1.4%)

* Abies hidalgensis
A Abies sp.
® Abies religiosa

-10 8 -6 -4

F1(Eigenvalue: 18.17, Exp Var: 98.6%)

Figura 2. Ordenamiento por Analisis de Funciones Discriminantes para los caracteres morfologicos de los abetos de Hidalgo, México.

Tabla 5. Descriptores morfologicos de Abies hidalgensis, Abies sp. y A. religiosa.

Especie Abies hidalgensis Abies sp. A. religiosa
Largo de la hoja 2.68+0.55 2.19+0.27 2.24+0.32

Ancho de la hoja 0.18+0.0007 0.18+0.0003  0.16+0.003
Estomas abaxiales 20.54£7.15 17.90+3.95 15.54£7.16
Largo del cono 8.27+1.95 8.00£1.11 10.44+1.77
Ancho del cono 3.67+0.12 3.64+0.29 4.65+0.27
Largo de la escama 2.37+0.06 2.15+0.06 2.22+0.13

Ancho de la escama 3.09+0.15 3.04+0.23 2.70£0.20

Largo de la bractea 1.48+0.06 1.83+0.06 2.56+0.14

Relacion largo de la

bractea /largo de la es- 0.62+0.01 0.85+0.002 1.16+0.01

cama

Largo de la semilla 1.00£0.02 0.88+0.02 1.09+0.06

Largo del ala 1.09+0.02 1.09+0.02 1.11+0.04

Rrelauidn ligo dada 1.10£0.03 126+0.04  1.05£0.05

semilla/largo del ala

Modificado de Rosales (2018).
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El ajuste del modelo AFDG al area bajo la curva (AUC) muestra que los atributos continuos evaluados, con ex-
cepciodn del largo del ala en las semillas, tienen una distribucion gamma (AUC: 0.87, P = 0.42). La relacién largo de
la bractea/largo de la escama (mayor en 4. religiosa), asi como la relacion largo de la semilla/largo del ala (mayor en
Abies sp.) tienen correlaciones no lineales significativas (r = 0.097 + 0.024, P > 0.059).

Finalmente, en cuanto a los caracteres del cono polinico, el analisis de Kruskall-Wallis mostrd que los conos de
A. veligiosa (Lep 19.15 £ 3.50, Acp 7.11 + 0.63 mm) son mas grandes que los de A. hidalgensis (Lep 16.49 + 4.22,
Acp 5.98 £ 0.9 mm)y Abies sp. (Lep 15.22 £2.68, Acp 5.13 = 0.4 mm) (3> = 53.26 v 13.7 respectivamente, en am-
bos casos P < 0.001), aunque con base en el valor de significancia de la prueba post-hoc, estas Gltimas dos especies
no muestran diferencias significativas. Por lo tanto, en los analisis morfométricos 4. hidalgensis no se separa de la
poblacion de Zimapan.

Analisis genético. L.os marcadores no muestran alelos nulos y todos resultaron polimérficos (100 %) con un total de
31 alelos. Para facilitar la comparacién y evitar sesgo por el tamafio de muestra, las poblaciones fueron agrupadas
por especie, donde la mas diversa fue 4bies sp. ya que tiene mayor heterocigosis esperada y menor coeficiente de
endogamia. Abies hidalgensis tiene indicadores de diversidad genética similares (Tabla 6). Esto corresponde con los
valores de autofertilizacion (S) obtenidos, pues de igual manera esta especie mostrd los valores mas bajos.

En cuanto a los niveles de diferenciacion, la matriz pareada muestra que 4. religiosa tiene una mayor distancia
genética con respecto a las otras dos especies (Tabla 7). De acuerdo con el AMOVA, la mayor divergencia se en-
cuentra entre loci al interior de los individuos, seguida de la diferencia entre individuos (Fst = 0.139, Fis = 0.302,
Fit = 0.399; en todos los casos P = 0.001). La menor divergencia entre poblaciones se relaciona directamente con la
similitud entre 4. hidalgensisy Abies sp.

Tabla 6. Descriptores genéticos de las especies de 4bies analizadas en Hidalgo, México.

Especie N %P Na Ne I Ho He F S%
Abies 60 100 8.1+061 3.83+0.95 1.45+0.27 0.59+0.14 0.70 £ 0.08 0.17+0.11 27.16
hidalgensis
Abies sp. 20 100 9+0.57 5.37+1.48 1.8+0.18 0.68+0.16 0.78 £ 0.04 0.15+0.15 8.93
A. religiosa 60 100 8.6+066 2.95+0.64 1.43+0.16 0.3+ 0.048 0.63 +0.07 0.52 +0.03 68.75

N: ntimero de individuos analizados, Na= Alelos por locus, Ne= Ntimero efectivo de alelos por locus, I= Indice informativo de Shannon, Ho—=

Heterocigosis observada, He= Heterocigosis esperada, F=Indice de fijacién S = porcentaje de autofertilizacion.

Tabla 7. Comparacion pareada entre especies de 4bies en Hidalgo, México. Sobre la diagonal: distancias de Nei; bajo la diagonal:
mamero de migrantes por generacion (Nm).

Abies hidalgensis Abies sp. A. religiosa

Abies hidalgen- 0 0.4 0.486
SIS

Abies sp. 1.953 0 0.611
A. religiosa 1.755 1.374 0

Sin embargo, en el analisis de asignacion, se identificaron tres grupos genéticos (Delta K = 3), repartidos de forma
similar al interior de las especies, aunque es notorio que 4. religiosa comparte variacién con Abies sp. Resalta tam-
bién que la distribucion de grupos para 4. hidalgensis es diferente en este analisis, con predominancia del grupo tres,
asi como 4bies sp. tiene predominancia del grupo uno y 4. religiosa del grupo dos (Figura 3).
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El AFDCP mostr6 diferencias significativas entre las especies evaluadas (F e = 1599+ 7.065, P< 0.001;
distancia de Mahalanobis “A. hidalgensis-A. religiosa = 23.44”, “A. hidalgensis — Abies sp. = 22.68”, “A. reli-
giosa — Abies sp. =10.847). La variacion total del modelo se explica por dos factores, el primero (74.78 % de la
varianza explicada) y el segundo (25.22 %) (Tabla 8). El modelo es capaz de asignar correctamente los casos
para A. hidalgensis (70 %), A. religiosa (70 %), Abies sp. (90%), este Gltimo con mayor similitud con 4. religiosa

(Figura 4).

Abies sp. Abies religiosa Abies hidalgensis

Delta K

K=2

K=4

Delta K
0 L5 20

Figura 3. Analisis de asignacion bayesiana obtenida por el programa STRUCTURE HARVESTER.

Tabla 8. Coeficientes canonicos estandarizados para cada funcion obtenida por el AFDCP de las especies de Abies en Hidalgo, México,
a partir de los datos genéticos.

Efecto Factor 1 Factor 2
Cl 0.779 -0.564
c2 0.841 0.431
€3 0.341 -0.535
C4 -0.493 -0.542
C5 -0.107 -0.088
Co6 0.010 0214
Eigenvalue 1.335 0.450
Varianza acumulada 74.8% 100 %

El analisis de cuellos de botella muestra que solamente 4. religiosa ha sufrido una disminucidn significativa
en su tamaifio poblacional. El modelo de mutacion SMM indica que los tres loci evaluados tienen diferencias
significativas del equilibrio deriva-mutacion para esta especie, lo que se asocia con cuellos de botella pasados
(Tabla 9).

Mapa de distribucion geogrdfica de Abies hidalgensis. Abies hidalgensis se distribuye en las zonas sureste del es-
tado de Hidalgo, con poblaciones remanentes escasas y ejemplares aislados en el norte de Puebla, identificados por
prospeccion que amplian el area de distribucion de la especie (Figura 5).
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Figura 5. Poblaciones de abetos evaluados y distribucion actual de Abies hidalgensis en Hidalgo, México.
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Tabla 9. Analisis de cuellos de botella para las poblaciones de 4bies en Hidalgo, México. Se muestran los valores de probabilidad para
las pruebas de Wilcoxon.

Poblacién Modelo Deriva- P Prueba Wilcoxon
Mutacion
PSMM DeficienciaH ExcesoH Exceso o deficiencia H
Abies hidalgensis 0.368 0.125 0.937 0.25
Abies sp. 0.064 0.188 0.87 0.375
A. religiosa >0.0001 >0.05 1 0.125

Discusion

Nuestros resultados muestran que existen dos especies de Abies en el estado de Hidalgo, localizadas geografica-
mente en las proximidades de la Faja Volcanica Transmexicana. 4. religiosa tiene conos polinicos de mayor tamafio
y bracteas de los conos ovulados mas largas. Genéticamente, esta especie se puede ubicar en el centro del estado
de Hidalgo, con algunas poblaciones en areas naturales protegidas de las cuales se tienen registros de extraccion,
lo que ha generado cuellos de botella que afecta a todos los loci evaluados, asociado con el volumen de manera
extraido anualmente (INEGI 2017). Por el contrario, lo que se habia considerado como dos especies distintas en
los municipios de Agua Blanca y Tenango de Doria (4. guatemalensis y A. hidalgensis), morfolégicamente son
similares y se concluye que todas las poblaciones de estos dos municipios y de Acaxochitlan corresponden a 4.
hidalgensis. Por otra parte, la poblacion de La Encarnacion (Zimapan) genéticamente es mas similar a 4. religiosa.
De esta forma, lo que se habia llamado A. guatemalensis en el centro de Meéxico, definitivamente no se trata de A.
guatemalensis, sino de alguna otra variedad aun no definida, cercana morfolégicamente a 4. hidalgensis pero gené-
ticamente a A. religiosa, aunque con algunos atributos morfolégicos diagnosticos similares a A. religiosa, como el
numero de canales resiniferos.

En todos los casos, los rasgos diagndsticos para diferencias a estas especies en el centro de México estan
relacionados con las estructuras reproductivas. Sin embargo, la morfologia del cono polinico ha sido poco uti-
lizada en estudios taxondmicos (Martinez 1963, Vazquez-Garcia et al. 2014, Farjon 2017). Dados los resultados
obtenidos, se recomienda considerar dichas estructuras en futuras descripciones, tanto los conos ovulados como
polinicos.

En cuanto a las semillas, la relacion entre la longitud del ala y la longitud de la semilla ya han mostrado ser un
caracter diagnostico de utilidad (Strandby et al. 2009, Jasinska et al. 2017). Los resultados obtenidos apuntan a la
importancia evolutiva de la dispersion para los abetos, ya que cualquier limitacion del proceso incrementa la endo-
gamia y puede condicionar la capacidad de colonizacién en una relacion inversa con el peso, pero directa respecto
a la longitud de las alas en las semillas (Cremer et al. 2012, Paluch & Marcin 2020). Nuestros resultados apuntan
a que la mayor relacion longitud del ala respecto a la semilla en 4. hidalgensis, con relacion a 4. religiosa, podria
incrementar su distancia de dispersion, por lo que tendria una menor endogamia, tal como se observa en los datos
genéticos obtenidos, especificamente con el porcentaje de autofertilizacidén estimado, casi tres veces mayor en A.
religiosa respecto a A. hidalgensis. En abetos se ha documentado un efecto de nodricismo, normalmente sin compe-
tencia, inversamente relacionado con la distancia a las madres, efecto influenciado fuertemente por las condiciones
ambientales (Houle 1995). La extraccion en la zona central del estado de Hidalgo ha comprometido la supervivencia
de semillas y la fecundidad por lo que se encuentra la menor diversidad en 4. religiosa.

Cruz-Nicolas et al. (2021) identificaron que las poblaciones de 4. guatemalensis de Chiapas y Guatemala con-
forman un clado bien definido y que la poblacién identificada como esta especie localizada en San Luis Potosi, al
norte de las poblaciones analizadas en nuestro trabajo; no se agrupa con estas, por lo que sugieren que se trata de una
especie diferente no relacionada con 4. guatemalensis, tal como nosotros sugerimos para la poblaciéon de Zimapan.
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Cruz-Nicolas et al. (2021) también analizaron una poblacion de 4. hidalgensis que es hermana del clado en el que
se agrupa al resto de los taxa de la Faja Volcanica Transmexicana (incluyendo a 4. religiosa de Colima, Hidalgo,
Michoacan, Querétaro y Veracruz), y a su vez la poblacion de San Luis Potosi mencionada es hermana del clado de
A. hidalgensis + FVT. Los resultados de Cruz-Nicolas et al. (2021) sustentan que 4. guatemalensis forma un clado
bien definido con poblaciones de Guatemala y Chiapas y que esta especie no se distribuye en el centro de México.
Esto nos lleva a pensar que la especie estudiada en nuestro trabajo no es una variedad de 4. hickelii como se habia
teorizado, sino que la menor cantidad de canales resiniferos (4 a 7 en 4. hidalgensis y 8 a 12 en A. hickelii) (Farjon
2017), es un caracter emergente que no se manifiesta en 4. flinckii, A. religiosa, A. jaliscana ni en A. guatemalensis
procedente de la distribucion original en el sureste mexicano. Aunado al numero de canales resiniferos, la longitud
de las semillas y el tamafio de las bracteas se pueden emplear como caracteres diagnosticos en caso de dudas taxo-
némicas. Estas estructuras permiten la separacion definitiva entre las dos especies en conflicto taxonémico, donde 4.
hidalgensis se ubica geograficamente bien delimitada entre los estados de Hidalgo y Puebla, aunque con individuos
aislados al norte de esta Gltima entidad. Tal observacion delimita el grado de amenaza para la especie pues su distri-
bucién resulta menor a 10 km?, lo que la coloca como En Peligro Critico de acuerdo con el criterio B2 de la TUCN
(www.iucnredlist.org).

S1ibien, la profundidad y variacién que muestran los microsatélites, no son propias para un estudio de sistematica,
nos permiten afirmar que las especies analizadas no son iguales en cuanto a su variacion poblacional, lo que cobra
relevancia en el contexto de la conservacion y manejo de los 4bies del estado de Hidalgo. Particularmente al iden-
tificarse cuellos de botella en las poblaciones de A. religiosa. Si bien, el exceso de homocigos observado podria

resultar también por endogamia o seleccion natural; consideramos que la seleccion no es capaz de modificar las
proporciones alélicas de todos los loci analizados, ya que esta fuerza evolutiva actiia sobre locus Unicos vinculados
con la expresion de un rasgo ventajoso y en principio los microsatélites son neutrales. En cuanto a la endogamia, esta
fuerza evolutiva elimina a los heterdcigos sin modificar las frecuencias alélicas, situacidn que no se cumple en este
modelo (Hedrick 2005). Al respecto Méndez-Gonzalez et al. (2017) identificaron homocigosis asociable a seleccion
disruptiva en poblaciones de 4. religiosa en el Ajusco, pero usaron AFLPs como marcadores, cuya naturaleza incluye
segmentos codificantes susceptibles de seleccion, obviamente esto también esta relacionado con el mayor tamafio
poblacional de A. religiosa que deberia contrarrestar el efecto de los cuellos de botella identificados, por lo que se
asume un efecto local, tanto de la endogamia como de la deriva.

En cuanto a las amenazas, se han mostrado diferentes situaciones de riesgo para los abetos mexicanos, inclu-
yendo las actividades humanas relacionadas con la explotacion maderera (Ramirez et al. 2003), el cambio climatico
(Saenz-Romero et al. 2012), el cambio en el uso del suelo (Pineda-Lopez et al. 2013) y los incendios forestales
(Cerano-Paredes et al. 2021). En todos estos casos, las evaluaciones de riesgo se han centrado en A. religiosa dada su
importancia econémica y cobertura territorial, no obstante, bajo este nombre también se aprovechan poblaciones del
resto de las especies de Abies, particularmente en la zona de estudio. La coexistencia geograficamente cercana entre
A. hidalgensisy A. religiosa, su similitud morfolégica para un ojo no entrenado y la necesidad econémica de las co-
munidades, resulta en un riesgo mayor para la especie por lo que, cualquier actividad de extraccion en la region, debe
corroborar previamente la identidad taxonomica de la madera extraida. Desafortunadamente, la situacion es critica
en el centro de Hidalgo, ya que las prospecciones realizadas en este trabajo permitieron identificar poblaciones de A.
hidalgensis erradicadas a lo largo de tres afios.

En conclusion, el aprovechamiento forestal en el estado de Hidalgo se ha realizado sobre las especies A. hidalgen-
sis v A. religiosa bajo el nombre genérico de “Oyamel”, poniendo en un grave riesgo a la especie endémica en las
poblaciones de La Encarnacion, Tenango de Doria, Acaxochitlan y Agua Blanca de Tturbide. Ademas, en el estado
solo encontramos a estas dos especies, por lo que los reportes de 4. guatemalensis corresponden en realidad a A.
hidalgensis al sureste de la distribucion y a otra variedad atn no determinada en Zimapan. Finalmente, los estudios
genéticos y morfologicos hacen posible identificar sin lugar a duda a las especies de abetos en Hidalgo, lo que es
esencial para dirigir las acciones de conservacién y manejo hacia especies con uso potencial, protegiendo a las po-
blaciones de especies endémicas y amenazadas ya mencionadas.
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Abstract

Abies hidalgensis is an endemic species from the state of Hidalgo, Mexico, that has been
registered only in nine fragmented relict populations that have a total of 1000 individuals
among them. Intensive forest management takes place in five of the populations under
specific programs focused on Pinus spp, but it is necessary to know the impact of these
activities on the genetic diversity of the threatened species if restoration and conservation
strategies are to be proposed. The aim of this work was to estimate the effect of forest
management on the genetic structure of A. hidalgensis using seven nuclear molecular markers
developed for A. guatemalensis (Ab07, Ab08, Ab09, Ab12, Ab15, Ab20, Ab23). The species
was sampled growing under two different conditions; 1) areas under forest management, and
2) conserved areas. Two indexes of genetic diversity were evaluated, observed and expected
heterozygosity. The genetic structure was determined by an analysis of molecular variance
and a Bayesian assignment model. A bottleneck analysis was also carried out. The
populations were found to have a common genetic base (Fst=0.056, Nm=43), which suggests
recent fragmentation of the distribution, increasing the bottleneck effect in managed areas
(Wp=0.007 and 0.016). This explains the apparently high heterozygous level (He=0.69) and
low inbreeding. Our results are important as they may be used to design strategies for the

management and conservation of A. hidalgensis.
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Introduction

Diversity and genetic structure are critical population attributes for the management and
conservation of plant species classified under some level of risk due to their size,
fragmentation, sensitivity, or restricted distribution (Gordon et al. 2012; Awad et al. 2014;
Wu et al. 2015), because they fluctuate more quickly in response to spatial and temporal
factors such as isolation, extent of original distribution, deforestation, fragmentation, intrinsic
demographic factors of the species, and associations such as competition, pollination or
predation, life forms, harvesting, stochastic natural events, or dispersal anthropogenic,
among others (Hedrick 2005; Conord et al. 2012; Vranckx et al. 2012; Zhang et al. 2012;
Wyatt et al. 2021).

In particular, the fragmentation associated with forest management for timber and non-timber
purposes has controversial effects on plants, with an intensity that varies depending on
silvicultural practices, stand structure, and species characteristics present in the community
before and during extraction (Gautam et al. 2021). For example, pioneer species benefit from
management because it increases their population size while they share a common genetic
base (post-colonization expansion); whereas long-lived trees mostly suffer a reduction in
fertility and consequently lose their genetic variability (Poelchau, Hamrick 2013). The
negative effects for long-lived species may include reduction in the number of alleles and
genotypes, loss of heterozygosity, and reduction of gene flow and effective population size
(Lowe et al. 2015). Nevertheless, for some widely distributed species, there are no differences
in genetic diversity between managed and unmanaged stands (Paffetti et al. 2012;

Aravanopoulos 2018; Rungis et al. 2019).

However, relict species with restricted distribution, endemics, and species with low
population sizes should not in principle be subjected to forest exploitation. Nevertheless, if
their distribution coincides with other important timber species, they will be affected
collaterally (Pérez-Lopez et al. 2020). In addition, some species are illegally extracted
because they are confused with others of greater distribution or removed due to a change in
land use for grazing or clearing. For example, in Araucaria angustifolia a (Bert.) O. Kuntze
an endangered Brazilian plant species, forest management reduces the number of alleles and

therefore genetic diversity (Medri et al. 2003). Phuong et al. (2020) observed poor genetic
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diversity (h = 0.2223) in Pinus kwangtungensis Chun ex Tsiang compared to other species
of the same genus (Pinus koraiensis Sieb. et Zucc He = 0.61, Tong et al. 2020; P. densiflora
Siebold & Zucc He = 0.652, Ahn et al. 2021) due to a reduction of population size and habitat
fragmentation. Additionally, it has been documented that relict populations in fragmented
landscapes show low genetic diversity and high differentiation due to spatial isolation and
high levels of inbreeding (Young et al. 1996; Szczecinska et al. 2016; Li et al. 2018).

Abies hidalgensis Debreczy, Racz, & Guizar (Debreczy, Racz, 1995) is endemic to the state
of Hidalgo, Mexico and its distribution is extremely limited. To date, nine relict populations
with a total of fewer than 1000 individuals have been identified (Rosales-Islas et al. 2023).
It is therefore on the Red List of threatened species in the VVu D2 category, but is not covered
by Mexican legislation (SEMARNAT 2010).

Abies hidalgensis is distributed in the municipalities of Agua Blanca de Iturbide, Tenango de
Doria, and Acaxochitlan, Hidalgo, in nine relict populations. Several of them have been
subjected to forest extraction (Las Aguilas, El Tejocote, Ejido San Pedrito, Los Manantiales,
and Zacacuautla), either controlled through the Silvicultural Development Method (SDM) or
uncontrolled through elimination directed at corpulent trees, with or without the permission
of the owners. In most of the stands under forest management, the cover has been replaced
with the genus Pinus due to its economic importance. In addition, livestock activities were

detected in these areas.

Of the nine populations, only two conserve a partially original cover (Ejido San Cornelio and
Ejido San Pedrito). In these, extraction activities are not evident, extraction of specimens of
commercial size has not been reported, and there is scarce presence of stumps or evidence of
extraction of trees, either of A. hidalgensis or the associated species. In these areas it is
possible to observe different development strata, with high densities of individuals. Two

other populations have disappeared because of changes in land use.

The extraction activities are an example of collateral damage, since the scarce knowledge of
its morphology, distribution and, in general, about its taxonomic status has resulted in the
extraction of specimens in areas under forest management. INEGI (2016, 2017) reports the
extraction of 250 m3r and 191 m® of Abies religiosa (Kunth) Schitdl. & Cham. in the
municipality of Agua Blanca, where this species is not distributed but A. hidalgensis is.
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The genetic structure of this type of species is evaluated by means of molecular markers to
enable the impact of forest management to be estimated at the genetic level and to identify
promising tree populations for the delimitation of conservation units, risk assessment, and

design of management strategies (Gonzalez 2003; Godoy 2009).

The objective of this work was to evaluate the effect of logging on the genetic variation of A.
hidalgensis using nuclear molecular markers that would enable identification of losses
associated with the population reduction caused specifically by the documented logging, to

inform a conservation approach.
Materials and methods
Study sites

The populations at Las Aguilas and Ejido San Cornelio (managed and conserved,
respectively) located at coordinates 20.369 N, —98.361 E and 20.361 N, —98.347 E were
selected for the study (Figure 1). Forest extraction in Las Aguilas is regulated by SDM, the
individuals of A. hidalgensis are distributed in regeneration areas of Pinus patula. This
population has about 30 specimens, in contrast the population of Ejido San Cornelio has
about 396 individuals. Other populations were not considered for contrast since the number
of individuals in the managed conditions was small (fewer than 10 adults), distributed in
small areas and/or geographically close. In addition, the localities under management are
changing and some have even disappeared, and the relict individuals are merely ornamental
within stands dedicated to timber production. Therefore, free access to the trees is not

possible, but requires agreements with the owners of the properties.

The populations are located in pine-oak forest and mountain cloud forest (INEGI 2018),
between 2,100 and 2,320 meters above sea level. The region is characterized by a humid
temperate climate C(m), with a maximum and minimum temperature of 21 and 6 °C
respectively, precipitation of 1,200 to 1,500 mm per year with typical summer rains and 0 to
18% of the total annual precipitation in the winter (Garcia 1973; INEGI 2008).

Field data recording

The group distribution of individuals makes it difficult to take samples with genetic

independence, so we worked based on population conditions. However, it is common to
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obtain samples of individuals 20 to 30 m apart in the population (Mosca et al. 2012; Stojnic¢
et al. 2019). In the Ejido San Cornelio (conserved), sampled specimens were at least 30 m
apart, while in the Las Aguilas population (managed) the number of samples collected
represents almost the total number of reproductive specimens in the population, so the

distance between some individuals is less.

98°30'W 98°20'W 98°10'W

Mexican Republic

20°30'N
20°30'N

Veracruz

Hidalgo:

20°20'N
20°20'N

Hidalgo State

Abies hidalgensis
populations

20°10'N
20°10'N

Y% Populations studied
@® Populations not studied

98°30'W i ' 98°10'W
Figure 1. Studied populations of Abies hidalgensis in Hidalgo, Mexico.

Leaf samples from the middle to upper part of the crown of 30 reproductive specimens per
condition were collected and placed in sealed bags with silica gel, labeled, and kept
refrigerated at —20°C before extracting DNA (Awad et al. 2014).

Laboratory analysis

DNA was extracted from leaves following the CTAB method of Doyle and Doyle (1987). 2
g of plant tissue were macerated with liquid nitrogen until a fine powder was obtained and 1
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ml of extraction buffer was added (CTAB-PVP 2% -Tris-HCI 100 mM pH 8, NaCl 1.4 M,
EDTA 20 mM pH 8, and 1 pl of 2-3-mercaptoethanol) to continue mashing. The mixture was
centrifuged at 800 rpm x 8 min. The precipitate was obtained and washed up to three times
with the extraction buffer and then incubated at 37 °C x 1 h with 10 pl of RNAse (1 mg ml
1. Next, 10 pl of proteinase K (10 mg ml) was added and incubated again at 60 °C x 1 h.
Subsequently, 600 pl of chloroform: isoamyl alcohol (25:24:1) and 250 pl 2% NaCl were
added, due to the high resin content (Sanchez-Coello et al. 2012), and shaken at 300 rpm for
one hour at 25°C. Finally, the mixture was centrifuged at 10,000 rpm x 10 min, and the
supernatant was recovered and precipitated with 2/3 parts of the final volume (300-500 pl)
of cold isopropanol, allowing it to settle for 12—24 h at —20 °C. After 12 h, it was centrifuged
at 12,000 rpm x 10 min, the supernatant was removed without losing the precipitated product,
and 1 ml of cold absolute ethanol was added and centrifuged at 14,000 rpm for 10 min. Upon
completion, the precipitated product was removed from ethanol and allowed to dry to be
resuspended in 50 pl of sterile distilled water or TE buffer (10mM Tris-HCI, ImM EDTA
Na2). The genetic material was quantified by spectrophotometry in a MAPADA nano

spectrophotometer.

Seven nuclear microsatellite markers developed for A. guatemalensis Rehder by Rasmussen
(2008) were used (Table 1). The mix for a tested PCR reaction was 2 pul genomic DNA (>50
ng pl?), 1.6 pl MgClz (25 mM), 2.4 ul buffer (5x), 0.5 pl dH20, 0.7 pl of forward and reverse
primers (5 uM), 0.3 pl of dNTPs (10 mM) and 0.3 pl (1U) of Promega® TagDNA
polymerase for a total of 8.5 pl. The PCR technique was performed in a Thermo Scientific

Artik endpoint thermal cycler.

The PCR program consisted of an initial denaturation step of 9 min at 94 °C; cycling in three
steps repeated 30 times consisting of denaturation at 94 °C for 55 s, annealing for 50 s at 57
°C (primer Ab07 and AbQ9), 50 s at 59 °C (primer Ab08 and Ab15), 50 s at 58 °C (primer
ADbl12 and Ab20), and 50 s at 61 °C (primer Ab23) and annealing at 72 °C for 55 s and the
final extension at 72 °C for 7 min. PCR products were visualized on 15% acrylamide gels,
run at 90 volts x 90 min and stained with ethidium bromide (10 mg ml™%) x 10 min. The gels

were visualized in a transilluminator and recorded photographically.
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Table 1. Molecular markers used for analysis of the population structure of Abies hidalgensis
in Hidalgo, Mexico.

Locus Forward primer 5'—3’ Reverse primer 3" < 57 Size Ta°C
range

Ab07 ACTGGCATTTGTCGCATTC CCTCGGAGGACAAGATTTGC 219-257 57

ADb08 ATCGAGAGGCCCAGGTAGAC GACATAGCTGATAGTGACGCAAC 128-161 59

Ab09 AGCTTATTTGCACGCTGAAG TTTTCTTTATGAGAAACCAAGTTCC 129-174 57

Abl12 AGGTTGTGTAAGCCCGTGTAG CCCTTTGTTGATAGAGGGAAAC 223-244 58

Ab15 AACTAACTCCTATGTGTCAAAATATCC GCATGGAGGATAAGTAAAGATGG  239-254 59

Ab20 GATCCAGGTTTAGCGTATCTGAG CAATGAATCTCTGCAACTGACC 134-169 58

Ab23 GGCATTATTTCCCACTTTTCC TCAGATACATACTTGGGTTGGTG 181-207 61

Ta °C: annealing temperature.

Data analysis

Genetic diversity

The alleles (bands) were determined with the GelAnalyzer VV19.1 application. The number
of alleles was filtered by Poisson probability; null alleles (frequency less than 5%) were ruled
out, which made it possible to eliminate genotyping errors, including non-amplified alleles.
Gene frequencies were calculated to determine the average number of amplified samples per

locus/condition (N), the average number of alleles (A), the effective number of alleles (N, =

1
CEpi?

informative index for each primer (I = —1 = Y.(p; *Iln (p;)), the observed and expected

) by locus and by condition, where the p; are the allele frequencies, the Shannon

He_Ho
He

there are Hardy-Weinberg proportions (Hedrick 2005). The GenAlEx package v. 6.5

heterozygosity (Ho and He respectively), and the fixation index (f = ), which is zero if

(Peakall, Smouse, 2006) was used for this.
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Genetic structure

The genetic structure was evaluated by Wright’s (1951) F statistics (Fir, Fis, Fst) within and
between study conditions, to determine the distribution of genetic variability within the
individual, among individuals in localities, and among localities analyzed. The number of
migrants per generation (Nm) was also determined pairwise. A molecular analysis of variance
(AMOVA) was performed, assuming an infinite allele model with 999 permutations. For
these analyses, the GenAlEXx v. 6.5 software (Peakall, Smouse 2006) was used. Additionally,
to analyze the distribution of genetic variation within conditions, a Bayesian assignment
analysis was carried out with the STRUCTURE 2.3.4 program (Pritchard et al. 2000). For
each hypothetical genetic group (K=2-5), 50,000 iterations were performed, with 50,000
Markovian repetitions, assuming the “Admixture” model and including the correlated allele
frequencies (Falush et al. 2003). The process was repeated 10 times to calculate the
confidence interval. STRUCTURE SELECTOR was used to determine the number of genetic
groups from the 4K model (Evanno et al. 2005) and obtain the genetic structure graph (Li,
Liu 2018).

Bottleneck

A bottleneck analysis was performed considering a stepwise mutation model (SMM) using
the Bottleneck v. 1.2.02 program (Cornuet, Luikart 1996) with resampling of 1,000 steps to
the recalculation of the heterozygosity. The mutation-drift equilibrium model assumes that
the severe reduction in the effective size of a population is reflected in an expected deficiency
or excess of the recalculated heterozygosity relative to the observed heterozygosity and
whose intensity will depend on the time in which the reduction occurred and the resulted

frequency of heterozygous individuals after the population reduction.

Results
Genetic diversity

The microsatellites used were polymorphic. A total of 35 alleles were detected, with a range
of 2 to 10 alleles per locus in both study conditions, and with an average of 5 for the managed
condition and 4.86 for the conserved condition. The number of alleles for the Ab07, AbQ9,
Abl12, Ab15, Ab20 and Ab23 loci were 10, 5, 4, 2, 4, 3 respectively for both study conditions.
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The AbO8 locus presented seven alleles for the managed condition, one private allele, and six

alleles for the conserved condition.

The frequency of some alleles for the Ab07, Ab08, Ab09, Ab20 and Ab23 loci showed

differences between the study conditions (Supp 1). At these loci the most frequent alleles are

different between conditions.

Table 2. Number of alleles and effective alleles, Shannon index, observed and expected

heterozygosity and fixation index by locus.

Study Locus Na Ne | Ho He f
condition
Ab07 10 7.595 2.139 0.933 0.868ns -0.075
ADb08 7 5.732 1.838 0.567 0.826*** 0.314
Ab09 5 3.734 1.456 0.433 0.732*** 0.408
Forest
Ab12 4 2.456 1.013 0.600 0.593* -0.012
management
Ab15 2 1.946 0.679 0.833 0.486*** -0.714
Ab20 4 3.509 1.313 0.500 0.715* 0.301
Ab23 3 1.972 0.742 0.400 0.493ns 0.188
Ab07 10 7.229 2.098 0.800 0.862ns 0.072
ADb08 6 5.187 1.706 0.433 0.807*** 0.463
Ab09 5 3.854 1.461 0.433 0.741*** 0.415
Conserved Abl12 4 3.789 1.358 0.967 0.736ns -0.313
Ab15 2 1.897 0.666 0.633 0.473ns -0.340
Ab20 4 3.742 1.352 0.333 0.733*** 0.545
Ab23 3 2.605 1.012 0.667 0.616ns -0.082

Na number of alleles, Ne effective number of alleles, | Shannon index, H, observed heterozygosity, He expected
heterozygosity, f fixation index, significant difference between H, and He (ns P>0.05, * P<0.05, ** P<0.01, ***

P<0.001).
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The number of effective alleles is generally low for the loci studied. In particular, the Ab12,
ADb15, Ab23 loci present less than three effective alleles. Consistent with this, the Shannon
index is low for the Ab15 locus in both conditions, while the Ab23 locus is low only for

managed condition (Table 2).

The AbO7 and Ab23 loci for the managed condition are in Hardy-Weinberg (HW)
equilibrium; in contrast the Ab08, Ab09 and Ab20 loci are heterozygous deficient, and Ab15
locus has an excess of heterozygotes. In the conserved condition, the Ab07, Abl12, Ab15,
ADb23 loci are in HW equilibrium, while the Ab08, Ab09 and Ab20 locus shows a high excess
of homozygotes (Table 2).

The fixation index f showed that the Ab08, Ab09 and Ab20 loci have greater inbreeding in
both study conditions (Table 2).

The Ho mean for both conditions was significantly different from the He mean, so they are
not under HW equilibrium. The f fixation index general showed that the species has little

inbreeding. In particular, the conserved condition presented more inbreeding (Table 3).

Table 3. Shannon index, observed and expected heterozygosity, and fixation index by study

condition and population mean.

| Ho He f
Forest 1.31+0.21 0.61+0.08 0.67+0.06* 0.06+0.14
management
Conserved 1.38+0.17 0.61+0.09 0.71+0.05* 0.11+0.14
Mean 1.35+0.13 0.61+0.05 0.69+0.04 0.08+0.10

I Shannon index, H, observed heterozygosity, He expected heterozygosity, f fixation index, Significant
differences of HW equilibrium (* P<0.05).

Genetic structure

Fst indicates small but significant genetic differentiation between study conditions (p <
0.001), while Fis and Fir indicate significantly different inbreeding between conditions
(Table 4). In particular, the Ab08, Ab09 and Ab20 loci for the Fisand Fir statistics indicate
an excess of homozygotes. The Ab15 locus indicates an excess of heterozygotes for both
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statistics; however, it is not statistically different. The Fst statistic for five of the seven loci
evaluated indicates small but significant differentiation between the study conditions.

Table 4. F coefficients and number of migrants by locus and total population.

Locus Fst Fis Fir Nm
Ab07 0.026** 0.015 0.041 11.28
Ab08 0.029** 0.402*** 0.419*** 9.13
Ab09 0.059** 0.426*** 0.459*** 5.66
Abl2 0.044* -0.162 -0.111 8.19
Abl5 -0.006 -0.517 -0.526 215.75
Ab20 -0.015 0.438*** 0.430*** 52.12
Ab23 0.240*** 0.055 0.282*** 1.47
Mean 0.056*** 0.135*** 0.183*** 43.37+29.44

Fsr differentiation coefficient, Fis inbreeding coefficient, Fr total inbreeding coefficient, Significance level (*
P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001).

The estimated number of migrants (Nm) per generation is 4.22 between condition, which
indicates a high gene flow, but when we compare by locus, these values are diverse (Table
4). This high gene flow indicates a common origin; therefore, the differences observed are
caused by the different management between the study conditions.

A low Nei’s genetic distance (0.195) and high identity (0.823) were observed, which

indicates that it is the same species.

The AMOVA results indicate that the genetic divergence between populations is 5.6% and
among individuals 12.8%, while the divergence within individuals is 81.36% (Supp 2). The
greater divergence observed within individuals is influenced by a private allele, the 146 allele

(frequency = 0.2) for the Ab08 locus, in the management condition.

The number of genetic groups estimated from the Bayesian analysis in STRUCTURE is three

(K=3) (Figure 2A). The managed condition shows a greater predominance of one genetic
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group, while the rest seem to be more evenly distributed, although for the first specimens
evaluated one of the last two genetic groups is predominant. In the conserved condition, there
is apparently a greater predominance of two genetic groups that present less dominance

compared to the managed condition (Figure 2B).

Delta k
(&)

1.5}

Delta k

10

05+ e P

Forest management Conserved

Figure 2. Results of STRUCTURE analysis using STRUCTURE SELECTOR. Each vertical

bar represents the inferred ancestry in each genetic group.

Bottleneck

Six loci in the managed condition (Wilcoxon test P = 0.007) and all loci in the conserved
condition have excess heterozygosity under the mutation-drift equilibrium model. These
results indicate that both conditions show evidence of a recent genetic bottleneck, which is

stronger in the conserved conditions.

Discussion
Both conditions are in disequilibrium and maintain apparently high connectivity, high levels

of heterozygosity (slightly higher in the conserved condition), and greater genetic
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homogeneity among individuals under management conditions. This is because forest
management activities are aggressive and are fragmenting the landscape, so genetic
connectivity is a reflection of the past; a relatively recent history of extraction has eradicated
all the individuals in some areas and the few isolated trees are related adults grouped within
a radius of less than 30 m. Similarly, low genetic diversity has been observed for some relict
species in fragmented landscapes, but unlike our results, they show high differentiation
between populations due to spatial isolation and high levels of inbreeding (Young et al. 1996;
Szczecinska et al. 2016; Li et al. 2018) which in these specific cases is due to the time elapsed
since fragmentation, since a few generations (one to four) are enough for population genetic
divergence to manifest (Lavigne et al. 2001).

However, this can take decades, in long-lived trees, as for the trees sampled in this work
(Eguiarte et al. 2007; Wiberg et al. 2016). Thus, the loss of genetic diversity depends on the
degree of fragmentation related to gene flow and dispersal mechanisms, the demographic
structure and the time elapsed since the reduction in population size (Bialozyt et al. 2006;
Aldrich et al. 1998).

However, even when heterozygosity is high for A. hidalgensis, Rasmussen et al. (2008)
observed 114 alleles using the same microsatellites as in this study on A. guatemalensis, a
related species (Cruz-Nicolas et al. 2021), but unlike this study, 18 populations were
evaluated in a wide distribution range. In our work, such population representativeness is
impossible due to the conservation conditions described. We only obtained between 4 and 5
effective alleles average depending on the condition, so there is a real loss of allelic diversity
but an artificial, short-lived extreme increase in the heterozygosity, which is explained by
recent bottlenecks, since allelic diversity is much more sensitive to genetic changes (Spencer
et al. 2000).

High levels of genetic diversity have also been observed in other conifers with relict
populations such as Picea omorika (Panc¢) Purk (Aleksi¢ et al. 2009) and Picea chihuahuana
Martinez (Jaramillo-Correa et al. 2006), and in other species of the genus Abies (Table 5).
Therefore, the high levels of Ho and He are the product of frequent past events of mixing of

genetically differentiated populations and the recent drastic population reduction (Luikart et
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al. 1998) that decreases the number of alleles in a microsatellite concerning its allelic range

(Garza, Williamson 2001), although such effects are temporary.

Table 5. Comparison of genetic diversity of A. hidalgensis with other species of the genus

Abies.
Species Molecular | Mean | Mean Ho/He He Fst Fis Reference
: SSR 28.6 - 0.822 0.862 0.051 0.045 | Rasmussen et
Abies
. al., 2010.
guatemalensis
Isoenzyme - - - 0.069 - -
Abies religiosa | Isoenzyme - - - 0.108 - - Aguirre-
Planter et al.
Abies flinckii | Isoenzyme - - - 0.113 - - (2000)
Abies hickelii | Isoenzyme - - - 0.100 - -
Abies bi nSSR 2.825 - 0.528 0.596 - 0.120 | Cobo-Simén
ies pinsapo et al., 2020
ISSR 1.058 - - 0.035 - -
Abies ciclica SSR - 2.77 0.578 0.595 - 0.029
Abies marocana SSR - 2.86 0.405 0.572 - -
Abies SSR - 4.22 0.668 0.799 - - Awad et al.,
bornmuellerian 2014
Abies SSR - 4.17 0.713 0.821 - -
cephalonica
Abies alba SSR - 3.93 0.663 0.808 - -
Abies SSR 3.6 - - 0.437 0.250 - Tang etal.,
ziyuanensis 2008

For example, in the particular case of A. ziyuanensis; another highly threatened fir species
endemic to China, which like A. hidalgensis has low population numbers and declining
population size mainly due to human activities, the species has a reduced total number of

nuclear alleles (29) (Tang et al. 2008), similar to A. hidalgensis (35). The number of
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polymorphic loci found in A. ziyuanensis was five; at three of the eight loci evaluated only
one allele was identified. Despite being polymorphic in A. hidalgensis, the Ab15 locus, only
had two alleles identified, so it is evident that the reduction in genetic diversity is related to

the loss of alleles.

In A. nebrodensis, a highly threatened species with a single population, Vendramin et al.
(1996), observed a higher Ho, than He, and indicated that it could be due to selection in favor
of heterozygotes. In contrast, in this study, four loci were observed with an excess of
homozygotes, which, based on the population structure, could be due to the Wahlund effect,
which homogenizes diversity within populations and ends up generating high inbreeding in
later stages of succession (Litrico et al. 2005). All tested loci would be expected to exhibit
the same trend in the balancing selection hypothesis, still both excess and deficiency can be
observed in both conditions Considering that selection is unlikely to act on more than one
locus, the observed deviations are consistent with the drastic reduction in population size that
occurs stochastically and randomly.

On the other hand, based on the f fixation index, A. hidalgensis shows little inbreeding.
However, if the reduction in effective population size is recent and since only adult trees
were assessed, it is unlikely to be observed. In this regard, Ledig et al. (2006), found
significantly different levels in the inbreeding coefficient in A. bracteata D. Don ex Poiteau
between samples of adult trees and seeds, so that in the next generations of A. hidalgensis
more significant inbreeding could be expected, which would be a critical factor for the design
of management and conservation strategies. Consequently, the level of inbreeding
concerning Wright’s F statistics is low (Wright 1951).

Implications for conservation

The patterns of genetic diversity detected in this study can be used in designing management
and conservation strategies for A. hidalgensis. The total populations known up to now were
not analyzed. However, two populations are evaluated where the most significant distance

between specimens occurs and where one has a good degree of conservation.

Conserving alleles in the context of populations is a fundamental strategy because, as already
mentioned, they are more susceptible to loss due to bottlenecks. Since they are unique, it is

important to obtain representative seeds of all populations for breeding purposes, especially
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of those specimens with the 146 allele. Given the climate fluctuations that imply new adverse
scenarios, any allele is a potential benefit. Increase the population size with the greatest
possible diversity is urgently necessary since its ability to adapt to changes depends on this
(Gargiulo et al. 2019).

In the case of A. hidalgensis, conservation efforts should focus on preventing habitat loss due
to human impacts and future climate change impacts, as well as assessing the feasibility of
carrying out ex situ conservation of genetic resources or assisted migration given its limited
ability to migrate. In addition, the seeds are difficult to obtain because they are found in
isolated and tall individuals; the species does not form a seed bank and the seedlings
infrequently emerge (Rosales-Islas per obs), and most of them die before reaching the
juvenile stage. So, seeds and seedlings are a reservoir of genetic variability (Mosseler et al.

2003) where all recovery, propagation, and management efforts should be directed.

Conclusion

Abies hidalgensis has a high heterozygosity, but suffer a negative effect of the logging
associated with a reduction of the population size and show a limited allelic richness
distributed differently in response to forest management. However, their populations
maintain a common genetic base that has not yet been differentiated because fragmentation
and reduction in population size are very recent. We are observing a corpse that still does not
know it is dead, since the total eradication of individuals in some areas generates a total loss
of connectivity, which increases the level of threat to the species and accelerates its extinction

rate; therefore, conservation actions are paramount.
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Supplementary material

Supp 1. Alleles with higher frequency by locus and study condition.

Locus Allele/n Forest Conserved
N 30 30
219 0.033 0.150
223 0.033 0.150
228 0.133 0.150
233 0.100 0.217
Ab07 239 0.183 0.100
240 0.083 0.067
243 0.050 0.033
245 0.150 0.017
249 0.183 0.083
257 0.050 0.033
N 30 30
128 0.083 0.217
133 0.083 0.233
137 0.067 0.100
AD08 140 0.150 0.150
143 0.150 0.067
146 0.200 0.000
149 0.267 0.233
N 30 30
129 0.083 0.283
132 0.217 0.367
ADO9 138 0.133 0.083
142 0.150 0.100
148 0.417 0.167
N 30 30
230 0.100 0.183
Abl2 233 0.017 0.200
240 0.383 0.300
244 0.500 0.317
N 30 30
Abl15 239 0.583 0.617
245 0.417 0.383
N 30 30
134 0.133 0.167
Ab20 136 0.333 0.350
141 0.183 0.233
144 0.350 0.250
N 30 30
185 0.017 0.433
Ab23 187 0.383 0.417

189 0.600 0.150




Supp 2. Analysis of molecular variance (AMOVA) of Abies hidalgensis from nuclear

microsatellites.

Estimated Variatio
Source Df SS MS F statistics
variance n (%)
Between pops 1 12 11.56 0.15 6% FST=0.056***
Among indiv 58 162 2.80 0.33 13% FIS=0.135***
Within 60 128 2.13 2.13 82% FIT=0.183***
Total 119 302 2.61 100%

Fsr differentiation coefficient, Fis inbreeding coefficient, Fir total inbreeding coefficient, Significance level

(***p<0.001).
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Abstract

Demography is a key area for obtaining information for monitoring and conserving
threatened plants. Abies hidalgensis is a microendemic species of Hidalgo state, listed as
threatened in the category VuD2 in the IUCN Red List but not mentioned in the Mexican
regulation NOM-059-SEMARNAT due to low existing information. The aim of this research
was to evaluate the effect of forest extraction on demographic aspects of Abies hidalgensis.
Individuals over 1.5 m tall and with diameters at chest height over 2.5 cm were censused in
nine populations with different management conditions. Seedlings were counted in 0.1 ha
circles, and their age was registered. Taller individuals were grouped with a cluster analysis
and contrasted between extraction treatments by a generalized discriminant function analysis.
These groups were used to build static life tables showing fecundity by stage, and the
individual numbers from each treatment and population were resampled with a Markovian
10,000-step bootstrap procedure to calculate a stochastic population growth rate. The
seedling data was also contrasted by a generalized discriminant function analysis. An age
estimation model was fitted to determine age based on diameters. Forest exploitation causes
loss of the biggest trees, leading to a notable change of the population structure with an
increase of seedlings, loss of fecundity, dominance of small plants, average age decrease, and
a decrease in the stochastic population growth rate. However, even when the nine populations
are growing, management activities generate a greater risk of mortality in the initial stages

and loss of fertile adults.

Keywords
Endemic and threatened species, forest management, population structure and dynamics,
Abies hidalgensis
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Introduction

The use of natural resources and changes in land use to agricultural purposes modify the
dynamics, structure, composition, and richness of forest ecosystems (Crow et al., 2002;
Dieler et al. 2017; Otavo and Echeverria, 2017). These anthropogenic processes have
negative effects on the permanence and continuity of plant populations (Herrero-Jauregui et
al., 2012; Cordero et al., 2016), which have important impacts on endemic species that are
under some category of risk.

Forest management activities promote the development of species of timber interest, and
homogenize the diameter structure when certain silvicultural methods are used; for example,
regeneration by seed-parents (Ramirez et al., 2019) while reducing density or eliminating
species of low commercial interest. This affects the composition, dominance, and species
richness of forest ecosystems (Gutiérrez-Granados et al., 2011; Béez et al,. 2017; Dieler et
al., 2017). In the special case of endemic or threatened species, in theory they should not be
subject to forest exploitation (LGEEPA, 2022), so any impact on their populations is a
collateral effect of management.

Cornus disciflora Moc. et Sessé ex DC. a species in the vulnerable category, is
frequently absent in forests managed by the silvicultural development method since the
establishment of only Pinus spp. is favored in these zones (Pérez-Lépez et al., 2020). The
permanence of Peltogyne mexicana Martinez (Juarez et al., 2017) is affected by
anthropogenic activities not specifically aimed at its exploitation.

In this context, analyzing the structure and regeneration characteristics of threatened
plant populations is essential for developing conservation strategies (Farahat, 2020; Li C et
al., 2020; Li W et al., 2020). Additionally, population structure analyses enable inferences to
be made about the current and future dynamics of long-lived organisms such as trees (Ren et
al., 2007; Shen et al., 2016; Zhao et al., 2017) and evaluation of the impact of anthropogenic
activities on them (Cordero et al., 2016; Galvan-Hernandez et al., 2018). These analyses are
based on the morphological variation that enables trees to be grouped by their diameter and
height; the reproductive state of the individuals necessary to establish the life cycle or, if
possible, the age; and spatial aggregation patterns of specimens by which the density of an
area can be calculated and used to estimate the number of individuals in a population
(Alessandrini et al., 2011; Chhetri et al., 2016; Podlaski et al., 2019; Read et al., 2021).
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Life tables are an efficient tool for studying population dynamics; they provide
information on probabilities of survival and mortality in a population by age or size class and
enable the growth or decline of the population in the future to be predicted (Harcombe, 1987;
Donovan and Welden, 2002). There are two common types of life tables; (1) cohort life
tables, which evaluate the survival and mortality of individuals in a cohort from birth until
the last member of the cohort dies, usually utilized for short-lived individuals; and (2) static
life tables, which estimate the patterns of survival and mortality of a population in a specific
and limited period of time. Both can be based on the age, size, or life stage of individuals in
a population (Rabinovich, 1980; Gotelli, 2008; Carey and Roach, 2020). Static life tables are
commonly used to study the dynamics of long-lived individuals since it is impractical to wait
until all individuals die to assess a population (Hegazy et al., 2008; Herrerias and Nieto de
Pascual, 2020).

Abies hidalgensis Debreczy, Racz, & Guizar is an endemic species of the state of
Hidalgo, Mexico. The total number of reproductive specimens recorded is less than 1,000.
The International Union for Conservation of Nature (IUCN) lists Abies hidalgensis as
Vulnerable D2 (Farjon, 2013), but several traits required for a proper evaluation of risk are
missing or do not exist. These characteristics place it as a plant species with extremely small
populations (PSESP), which makes it sensitive to any threat or extreme disturbance (Ma et
al., 2013). The limited information available on the general state of its populations prevents
its inclusion in Mexican laws (SEMARNAT, 2010) or proposing modifications to its status
on the IUCN Red List of Threatened Species.

Currently, 50% of the known populations of A. hidalgensis are under silvicultural
management. With the generic name of “oyamel,” they are grouped together with A. religiosa
(H.B.K.) Schl. et Cham., with permits for their extraction under the mistaken identity of the
latter species (Rosales-Islas et al., in press). The effect that these activities have on its
population structure, its genetic diversity and its persistence in the short, medium, and long
term is unknown. Another aspect to consider when analyzing the effect of extraction on A.
hidalgensis is the reproductive component. In general, species of the genus Abies do not form
long-lasting seed banks, since their seeds quickly lose viability (Avila-Bello et al., 2015;
Daskalakou et al., 2018; Hernandez-Ramirez et al., 2022) and the germination percentage
among species ranges from 13 to 91% (Nieto et al., 2003; Zulueta-Rodriguez et al., 2015;
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Daskalakou et al., 2018; Ortiz-Bibian et al., 2019; Bravo-Navas and Sanchez-Romero,
2022). Specifically, information on regeneration of A. hidalgensis in the field and/or
germination under nursery conditions is unknown. If, in addition, the area under management
promotes the establishment of other species by systematically eliminating Abies, then it
would be expected that the populations would be even more threatened than has been
estimated.

Given the above, the goals of this study were: (1) to evaluate the effect of forest
management on the population structure of A. hidalgensis, through a morphological analysis;
(2) to analyze the population dynamics of the species through static life tables; and (3) to
evaluate natural regeneration in the field to help understand the current and future status of

the populations of the species.

Material and Methods

Study area
Nine populations of A. hidalgensis in the eastern part of the state of Hidalgo, Mexico were

analyzed (Figure 1). These populations are located in the municipalities of Agua Blanca de
Iturbide (20.357 N, 98.344 E), Tenango de Doria (20.294 N, 98.278 E) and Acaxochitlan
(20.229 N, 98.222 E) between 2100 and 2320 m a.s.l. The region is characterized by a humid
temperate climate C(m), with a maximum and minimum temperature of 21 and 6 °C
respectively, annual rainfall of 1,200 to 1,500 mm with rains typically in the summer and 0
to 18% of the annual total rainfall in the winter (INEGI, 2008). The populations grow in
luvisol (LV) soils with a high content of active clays, consolidated by wind, alluvial and
colluvial deposits, common in cold temperate and warm humid climates, as well as in
coniferous and deciduous forests (INEGI, 2007; SEMARNAT, 2013). The study populations
are distributed in mountain cloud forest and pine-oak forest (INEGI, 2018).

In order to contrast the effect of different forest management plans on the population
structure of A. hidalgensis, the study populations were each assigned to one of two groups

based on management condition:

Group : five areas with forest extraction (Las Aguilas, El Tejocote, Ejido San Pedrito, Los
Manantiales, and Zacacuautla). Forest management is conducted by the silvicultural
development method with regeneration by the seed-tree and clearcutting methods. The stands
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are in a development period with ages of 5 to 20 years and heights of 5 to 18 m. Intermediate
and complementary silvicultural treatments such as removal cutting, pruning, thinning (from
two to three) and removal of herbaceous and shrubs were implemented in the populations.
The permanence of A. hidalgensis in most of the stands under forest management was not
promoted, because of substitution of the cover with the genus Pinus, due to its economic
importance. Specifically, in Zacacuautla, total eradication of individuals of commercial
dimensions was conducted, affecting specimens with a smaller diameter and height. This
action was carried out without the consent of the owner (illegal extraction). In addition,
activities focused on regeneration of devastated forest masses are scarce and livestock
activity was detected in these areas.

Mexican republic
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® Ejido San Pedrito # Los Manantiales
m Las Aguilas
- # El Remudadero & Zacacuautla
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Figure 1. Study populations of Abies hidalgensis.

Group Il: two conserved areas (Ejido San Cornelio and Ejido San Pedrito). These are sites
where extraction activities are not evident; extraction of specimens with commercial size is
scarce; presence of stumps or evidence of tree extraction was scarce to none, neither A.

hidalgensis nor other associated species. In these areas it is possible to observe different
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development strata with high densities of individuals. In contrast to group I, whose total
coverage area is less than 10 hectares; the Ejido San Pedrito by itself covers more than 50
hectares. facilitating the contrast between conditions, since it has otherwise comparable areas

in both conditions.

Field data recording

The diameter and height of all trees located were measured. Diameter was measured at a
height of 1.30 m (Jackson 5-m diameter tape) and height was measured using a Haga
Germany gun. In individuals less than 8 m tall, diameter was measured at the base of the
trunk with a Mitutoyo vernier caliper with a precision of hundredths of cm. In addition, adult
specimens (diameter and height greater than 40 cm and 35 m, respectively, according to the
categorization shown below) with phytosanitary issues due to fungus were counted in each
population, in order to record potential future losses, since they are reproductive specimens.

Seedling survival was evaluated independently; this category was made up of specimens
with height and diameter less than 1.50 m and 2.5 cm, respectively. For this, four 0.1 ha areas
per site were sampled, although in two of the five group 1 populations (Los Manantiales and
Zacacuautla) there are no individuals of this category. The sampling area was greater than
the proposal of (Angeles-Cervantes and L6pez-Mata, 2009), given the scarcity of seedlings.
The sampling sites were determined in March 2021 and were evaluated in August and
December of the same year and March 2022. Additionally, the ages of the seedlings in the
field was calculated based on the number of whorls formed (one per year) (Aunés and
Blanco, 2006; Pineda-Lo6pez et al., 2012); these data were used to correct the age estimation
model.

To estimate the fertility rate, the number of female cones was counted and recorded in
2020 and 2021 in at least two reproductive specimens per population from each diameter
category and study condition, in order to reduce the bias that occurs due to annual variation
in the production of female cones in the genus Abies (Avila-Bello et al., 2015; Lopez-Mata,
2015). The cones were counted with the help of 10 x 50x binoculars and a manual counter.
The specimens evaluated had a distinguishable crown and good visibility. The restricted
number of individuals studied is due to the height (specimens from 35 to 55 m) and the poor
visibility of the crowns in conserved areas. In the field, the number of bracts was counted in
a sample of sixty female cones per population. The genus Abies consistently presents two
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seeds per bract (Lopez-Mata, 2015), so the number of seeds was estimated by multiplying
the number of bracts by two.

Data analysis

The population structure was determined by a cluster analysis on the original database
without transformation, using Euclidean distances and Ward’s agglomerative method. The
groups were determined by the amalgamation diagram, created using Statistica v. 10
(StatSoft, 2011; Galvan-Hernandez et al., 2018). The population structure of the two study
conditions were compared using a chi-square test.

The morphological variation (height and diameter of specimens greater than 1.3 m and
2.5 cm, respectively) for the two study conditions was compared by generalized discriminant
function analysis (DGFA) after data standardization, to determine whether there are
significant differences between conditions, using the Statistica v10 program (StatSoft, 2011;
Galvan-Hernandez et al., 2018).

The effect of forest extraction on seedlings was compared by a prior DGFA data
standardization. Survival of specimens by study condition was analyzed qualitatively due to
the small number of specimens sampled and the low survival rate.

The known age of the individuals was estimated for the seedlings based on the whorl
count. Using this information, a linear regression between diameter and age was carried out.
For individuals between 5 and 60 years old, age was estimated based on the epidometric
analysis for A. religiosa under similar conditions (Hernandez-Alvarez et al., 2021). For
individuals older than one hundred years, data observed in the field for extracted adults were
used, counting growth rings of the abandoned stumps. The remaining intervals were obtained
by extrapolation in order to determine the generation rate (G) in years.

Static life tables were created for each condition using the categories delimited from the
cluster analysis (Zaghloul et al., 2008; Farahat, 2020). The categories estimated were: age
class or category (x), number or living individuals (nx), proportion of individuals from the
original cohort that survive to age x (L, = n,./n,), proportion of individuals that die between
age x and x+1 (d, = l,, — L,,1), number of dead organisms between x and x+1 (D, = n, —
N.4+1), Probability of death between age x and x+1 (q,, = D, /n,), proportion of organisms

of age x that survive to age x+1 given that they have survived to age X (p,, = l,+1/L;), mean

83



survival probability between age x and x+1 (Lx=(Ix+1x+1)/2), accumulation of life probabilities
(Tx = Yk_ L), life expectancy at age X (e, = T,/L,), and fertility rate (mx or by)
(Rabinovich, 1980; Carabias et al., 2009; Carey and Roach, 2020). The net reproductive rate
(Ro = XX_,L.by), generation time (G = YX_, 1, b,x/3%_,L.b,), intrinsic rate of increase
(r = In(Ry) /G) with Euler correction, finite rate of growth (1) and proportion of organisms
in each age category once the population has stabilized (C, = e ™1, /Yk_,e~"*L,) were
calculated (Donovan and Welden, 2002; Gotelli, 2008).

The fertility rate (mx) was calculated as the product of the average number of female
cones of the individuals registered in each morphological category x the average number of
seeds per cone x the total number of reproductive individuals in each morphological category
(L6pez-Mata, 2015).

To estimate the number of individuals (ny) in the seedling category, the number of
specimens counted in each sampling site was extrapolated to the total area per population
and grouped for each study condition, which was estimated with the help of Google Earth
Pro software.

The survival curve was calculated from the life expectancy (e,) for the y-axis and age
category for the x-axis, and the mortality curve was calculated with the mortality rate (qg,)
on the y-axis and age category on the x-axis (Zhang et al., 2008).

Additionally, a demographic stochasticity analysis was carried out to determine
population stability by study condition. The values of n, and m, of each population that
make up the different study conditions were used to generate a resampling with bootstrap
substitution at 10,000 steps, and with these results the average, minimum, and maximum

values of R, G, r and A were recalculated.

Results

From the grouping analysis, seven morphological categories were defined (Figure 2). The
populations of A. hidalgensis in conserved condition are made up of 86.69% seedlings, 3.81%
juveniles, and 9.5% adult specimens. In contrast, in areas with extraction the proportions are
35.45%, 29.63% and 34.92%, respectively. The frequency by category is different between
conditions (x° = 259.14; p = 5.34 E-57), with a significantly higher number of seedlings and
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adults of stages 2, 3, 4 and 5 in the conserved conditions compared to the areas with extraction
(Table 1).

The DGFA showed that there are significant differences in tree structure between
conditions (F, 919y = 69.90, p < 0.001). The differences are explained by height (canonical
coefficients height = 1.86, diameter = —1.08, eigenvalue = 0.15, explained variance 100%).
The mean height and diameter observed in conserved areas are 55 m and 100 cm,

respectively, while in areas with extraction they are 60 m and 162 cm.

Table 1. Demographic structure of Abies hidalgensis populations. Contrast between

conserved and extracted condition.

Height (m)  Diameter

Group +SD (cm) £ SD N Conserved Extraction Age
Seedlings <1.5 <2.5 3238 2984 255 <5
Juveniles1 3.43+1.42 5.65 + 3.79 124 21 103 7.41£2.46
Juveniles2  9.03+26 7.34+23 220 110 110 11.69+0.99
Adults1 1444454  19.02+4.73 106 20 86 26.67 +4.39
Adults 2  2767+541  33.07+5097 75 43 32 50.82 +5.7
Adults3  36.01+4.26  4897+527 181 128 53 66.52 + 2.5
Adults4  41.41+529  66.08+6.14 180 118 62 76.13 +1.98
Adults 5 4591 +58 101.9 + 19 36 18 18 122.25 +20.35

N: number of individuals per category.

The DGFA for natural regeneration showed significant differences between the
conditions (F3,183) =18.01, p<0.001), explained by the height of the seedlings (canonical
coefficients: height=2.09, diameter=—1.40, age=—0.42, eigenvalue 0.188, explained variance
100%). The total number of seedlings evaluated in the circumferences was 147 for conserved
areas and forty for extraction areas, of which 56.46% and 70%, respectively, were specimens
0.2 years old and 5 cm in height; that is, specimens that have recently emerged. 43.54% of
seedlings in conserved areas were individuals with an average height of 36.89 + 28.86 cm,
diameter 4.7 + 4.8 mm and age 4.5 £1.8 years. In areas with extraction, 30% of specimens
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had an average height of 8.9 + 3.76 cm, a diameter of 6.13 £ 3.47 cm, and an age 0f 5.36 £ 1

year.

Casos
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Figure 2. Dendrogram of the cluster analysis based on Ward's agglomerative method and
Euclidean distances for the classification of A. hidalgensis individuals, based on diameter
and height.

The survival percentages five months after the sampling sites were determined (August
to December 2021) were 67.34% and 62.79% for conserved and extracted areas, respectively.
As of March 2022, survival was 51.70% for conserved areas and 45% for areas with
extraction.

Additionally, fifty-six sick adult specimens in conserved areas with a diameter of 40 cm
and a height greater than 35 m were recorded. The degree of involvement of infection ranged
from a few centimeters to more than 1.5 m from the base of the trunk due to a fungal infection
that would require specific identification.
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Four age estimation models were generated to estimate the average age in each

morphological category (Table 2). The age of the longest-lived specimens of A. hidalgensis
is estimated at 143 years (Table 1).

Table 2. Age estimation models (bx £ a) of A. hidalgensis.

Age (years) Diameter (m) Value a Value b Application
0ab <0.01228 a=-0.8046 b=12795 Direct
5a60 from 0.2t 0 0.42 a=-5.7083 b=157.24 more 5 years
60 a 100 from 0.42 to 0.75 a=+435 b =50 Direct
> 100 >0.75 a=-118.89 b =260.53 more 5 years

The life tables indicate that 70.38% of seedlings in the conserved condition die before

transitioning to the juvenile category; in contrast, in areas with extraction only 40.42% of

individuals are lost in this transition.
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Figure 3. Mortality curves (gx) and life expectancy (ex) for Abies hidalgensis populations

under conserved and extracted conditions.
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Table 3. Static life table of Abies hidalgensis populations. Contrast between conditions.

Conserved areas

MC nx mx Dx Ix dx gx px Lx Tx ex

S 18993669 0 18990686 1 0.999843 1.000 0.000 0.500079 0.500181 1

P 2984 0 2963 0.00016 0.000156 0.993 0.007 7.91E-05  0.000103  1.298
J1 21 0 -89 1.11E-06 -4.69E-06 -4.238 5.238 3.45E-06 2.36E-05 6.832
J2 110 0 90 5.79E-06 4.74E-06 0.818 0.182 3.42E-06 2.01E-05 5.877
Al 20 975319 -23 1.05E-06 -1.21E-06 -1.15 2.15 1.66E-06  1.67E-05  10.063
A2 43 2247046 -85 2.26E-06 -4.48E-06 -1.977 2.977 4.50E-06 1.50E-05 3.339
A3 128 7386827 10 6.74E-06 5.26E-07 0.078 0.922 6.48E-06  1.05E-05 1.626
A4 118 6942758 100 6.21E-06 5.26E-06 0.847 0.153 3.58E-06  4.05E-06 1.132
A5 18 1441720 18 9.48E-07 9.48E-07 1 0 4.74E-07 4.74E-07 1

Extraction areas

MC nx mx Dx Ix dx gx px Lx TX ex

S 14014309 0 14014054 1 0.999981819 1 1.82E-05 0.50001 0.50005 1

P 255 0 152 1.82E-05 1.08E-05 0.596 0.404 1.28E-05  4.22E-05  3.306
J1 103 0 -7 7.35E-06 -4.99E-07 -0.068 1.068 7.60E-06  2.94E-05  3.873
J2 110 0 24 7.85E-06 1.71E-06 0.218 0.782 6.99E-06 2.18E-05 3.122
Al 86 4193871 54 6.14E-06 3.85E-06 0.628 0.372 4.21E-06 1.48E-05 3.525
A2 32 1672220 -21 2.28E-06 -1.50E-06 -0.656 1.656 3.03E-06  1.06E-05  3.506
A3 53 3058608 -9 3.78E-06 -6.42E-07 -0.170 1.170 4.10E-06  7.60E-06 1.852
Ad 62 3647890 44 4.42E-06 3.14E-06 0.710 0.290 2.85E-06 3.50E-06 1.225
A5 18 1441720 18 1.28E-06 1.28E-06 1 0 6.42E-07 6.42E-07 1

MC: morphological category, seed (S), seedlings (P), juveniles 1 (J1), juveniles 2 (J2), adults 1 (A1), adults 2 (A2), adults
3 (A3), adults 4 (A4), adults 5 (A5)

Under conserved conditions, the life tables (Table 3) showed that juvenile 1, adult 1 and adult
2 categories have negative mortality rates, which is equivalent to rapid development, stasis,
or high loss of individuals in previous categories (Figure 3A). The net reproductive rate (R,)
is 100.39 average individuals per reproductive adult. The generation time (G) is 6.38 stages
(105.06 + 1.98 years) from seed to the first reproductive event. However, life expectancy
does not exceed the age of the juvenile category 1 (e, = 1.0002 categories, Figure 3B), given
the high mortality in the seedling-to-juvenile transition (d,,= —4.69xXE—6), although once the

juvenile category 1 is reached, life expectancy increases up to the adult category 1 (e,= 6.52
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+ 2.77 categories). Population growth rates indicate that they are growing (r = 0.721; A=
2.05).

Within the populations under extraction, the juvenile 1 and adult 2 and 3 categories have
negative mortality rates, similar to the conserved populations (Figure 3A). The net
reproductive rate (R,) is 59.11, which is equivalent to a lower number of seeds per
reproductive individual. The generation time (G) is 5.40 stages (91.73 + 2.5 years). Life
expectancy is high from the seedling category to adult 1 (e,= 3.79 £ 0.69 categories). In this
condition, population growth rates are also positive (r = 0.755; A= 2.12).

The proportion of individuals observed in each age category does not differ with the
proportion of expected organisms (C,) once the population has stabilized under the Euler
model, so conditions are considered stable in structure. The values of R,, G, r, and A,
considering stochastic events, show two contrasting scenarios (Table 4). In both conditions
a favorable average growth can be expected. However, the minimum values observed in
conserved areas show scenarios with limited growth, while in areas with extraction

populations may decline.

Table 4. Values of Ro, G, r, and 4 with the effect of demographic stochasticity.

Conserved areas

Average + SD Max Min
R, 47.09+32.79 132.76 1.25
G 6.43+0.38 7.35 521
T 0.54+0.16 0.77 0.03
A 1.75x0.27 2.15 1.03

Extraction areas

Average + SD Max Min
R, 9+13.47 156.52 0.01
G 5.50+0.89 7.95 4
T 0.28+0.25 1.14 -1.09
A 1.36%0.35 3.12 0.34
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Discussion

Logging of Abies hidalgensis generates substantial changes in the demographic structure of
the populations, with heterogeneous magnitudes depending on the intensity of extraction.
These changes are observed in the loss of individuals with larger diameters and with it the
loss of fecundity, which decreases the number of seedlings and juveniles, although it ensures
the transition in juvenile stages. This effect is explained by actions aimed at eliminating
competition between individuals.

The silvicultural development method used in this area is an intensive forest
management system based on the permanence of focal seed-trees until natural regeneration
Is established, and clearcutting (SARH, 1984; SEMARNAT, 2006). During the silvicultural
treatments, the shrub and tree cover of the stands is eliminated and development of the genus
Pinus is mainly encouraged, although it is possible to observe some isolated adults and
juveniles of A. hidalgensis. This is not consistent with the silvicultural methods, but they
have been conserved due to their scenic beauty and the controversy over their taxonomic
status (Rosales-Islas et al., in press). These A. hidalgensis individuals are restricted to areas
with difficult access, stand boundaries, fire breaks, buffer zones for water runoff and to a
lesser extent inside the stands when they do not affect establishment of the pines. However,
INEGI (2016, 2017) reports the extraction of 250 m3r in 2016 and 191 m®r in 2017 of A.
religiosa for the municipality of Agua Blanca, yet this species is not distributed in this area
(Rosales-Islas et al., in press). The above confirms that logging has been conducted on A.
hidalgensis, contrary to what its status allows and that its permanence in stands under forest
management is uncertain since it depends on its scenic beauty associated with the largest
dimension both in diameter and in height.

The removal of most of the adults has changed the structure of the populations,
decreasing fecundity, but favoring survival of the young by eliminating competition by
cutting; with an unexpected population precocity due to the decrease in generation time,
although in a stochastic and heterogeneous manner that depends on the intensity of felling
and thinning. The genus Abies has shade-tolerant and intolerant species (Kunstler et al., 2010;
Alvarez-Moctezuma et al., 2012), which has been documented by regeneration both in forest
clearings and in the understory (Angeles-Cervantes and Lopez-Mata, 2009; Pineda-Ldpez et
al., 2012; Guzméan-Aguilar et al., 2020). The greatest natural regeneration of A. religiosa
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occurs in clearings (Lara-Gonzélez et al., 2009), which corresponds with our data, since the
highest germination rate is observed in areas with extraction, where the canopy is open. In
both study conditions, the highest percentage of seedlings registered corresponds to recently
emerged individuals, identified by their cotyledon leaves still being present.

However, eradication of the species is also taking place in various areas due to the
inclusion of properties for forest management or illegal logging. Therefore, the effect of
forest management for the municipality of Agua Blanca has resulted in the elimination or
only partial permanence of A. hidalgensis populations. Thus its use is not feasible, even more
so when it is due to taxonomic confusion. In comparison, A. religiosa has extensive
populations along the Mexican Neovolcanic Axis, though with a reduction of approximately
22.9% due to environmental deterioration and fragmentation (Montoya et al., 2020). Our
censuses determined that there are fewer than 1000 individuals of A. hidalgensis in the entire
known distribution, placing it in the category of species with extremely small populations
(PSESP) (Ma et al., 2013), so it is necessary to incorporate adaptations to the policies of
protection and implementation of conservation plans aimed at preservation of early stages of
the life cycle. Creation of a list of Mexican species that share these characteristics is
suggested in order to generate joint actions and prioritize support programs for the
management of natural resources, as China currently does (Yang et al., 2020).

The population structure estimated by the static life table does not differ by condition
with respect to the estimated counts for a plant with a type 11l survival curve (inverted j)
(Deevey, 1947). However, based on the regeneration data, it is estimated that the conserved
areas have higher survival and density of seedlings, but in areas with extraction, germination
is much higher. The number of specimens older than one year is higher in conserved areas,
although it is evident that they are subject to high competition for light, nutrients, and space,
due to the closed canopy and the high densities of shrub species. Their heights are higher but
their diameters are smaller compared to individuals in areas with extraction. Survival of the
seedlings in areas with extraction is lower due to forest use activities such as the elimination
of herbaceous and shrubby plants and pruning, which impairs regeneration of A. hidalgensis
by crushing seedlings, causing their deaths. Monitoring of areas of natural regeneration
shows that fewer than 50% of seedlings in both conditions survive and regeneration is

restricted to the vicinity of reproductive trees where conditions are suitable for germination.
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Furthermore, few individuals reach seven years, which reaffirms the susceptibility of the
initial stages for this species. Comparable results were observed for Abies georgei var. smithii
(Ren et al., 2007), whose high mortality is due to limited access to resources and solar
radiation due to the effects of a closed canopy and high competition with herbaceous and
shrubby species. Given these results, it is necessary to implement and evaluate management
strategies that enable the germination and survival of seedlings in conserved areas to be
improved, such as the selection method employing different felling intensities.

Estimates of the number of individuals in the seedling category for the genus Abies are
mixed. In A. religiosa 993 to 4430 individuals ha were estimated (Lara-Gonzélez et al.,
2009), while for A. guatemalensis Rehder 320 specimens ha were counted (Kollmann et al.,
2008). We estimate 41 seedlings ha in the conserved area and 13 ha for areas with
extraction, well below the rest of the species, although in previous years 200 specimens ha*
were estimated in areas with forest management. The observed reduction is due to the fact
that during the evaluation year, the herbaceous and shrubby layer was eliminated and pruning
was carried out in these stands.

The negative mortality rates registered for A. hidalgensis are useful for making
inferences about the dynamics of the populations (Li and Zhang, 2015), related to the
prevalence of juveniles when thinning is conducted, which translates to stasis in categories
of juveniles and older, while competition in conserved areas does not allow adequate growth,
which generates stasis in younger categories. This can also be noted when evaluating the
generation time (G), which is lower in the conditions with extraction. This can be observed
in preserved specimens that proliferated once the tree layer was removed. However, the
number of seeds is lower in this condition because the number of reproductive specimens is
drastically reduced. Based on the above, it can be concluded that the opening of clearings is
beneficial for the development of A. hidalgensis; therefore, from this inference, management
and conservation strategies for the species can be designed.

In previous studies with static life tables for the genus, the seed category is not
considered since fir trees do not form seed banks, and the viability of their seeds is limited to
the year of production; therefore, it is considered an unstable category (Zhang et al., 2008;
Angeles-Cervantes and Lopez-Mata, 2009). Our data show that despite the contribution of

seeds to population size, their contribution to lambda is insignificant, so the seed category
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can be considered a stage susceptible to management focused on increasing germination,
conservation to maintain viability, and its use in orchard crops for reforestation. In contrast,
the data show that the transition from seedlings to juvenile determines the persistence of the
populations. Once this point is reached, competition for light, nutrients and space become
environmental constraints that stop growth, generating population stasis. The term stasis
refers to a slowdown in growth and an increase in the density of individuals in a category
(Octavio-Aguilar et al. 2008), which modifies the pyramidal structure of a hypothetical
population. These categories are the most important ones for maintenance of populations.
Previous data allow us to affirm that the stochastic resampling model for demographic
attributes more accurately represents the current outlook for the species. For example, the
population located in Acaxochitlan, where there is extraction, has lost 22% of its trees since
2018 (personal obs.). The specimens lost in this population were 62% of the total number of
reproductive individuals; the residual individuals are juveniles 1 and present physical
damage. The total number of trees that still survive in this population have a high probability
of death due to the illegal activities that take place in the area. In addition, in the populations
that are distributed in the municipality of Agua Blanca, 12% of the total reproductive
specimens are diseased from a fungus (the pathogen is not yet identified), which is almost
50% more than the number observed in 2018 (personal obs.). Due to the increase in the
number of infected specimens, the high mortality due to competition in seedlings and
juveniles, and illegal extraction of reproductive adults, it is necessary to implement clearing
cuts, propagation for reforestation, management of the herbaceous and shrubby stratum, and
selection cuts on the tree stratum that will increase the germination and survival of seedlings
in conserved areas. Forest management will be an effective tool for forest restoration
(Bannister et al., 2016) as long as it is properly monitored and oriented towards seeds,

seedlings and juveniles.

Conclusions

The sparsity of knowledge about the taxonomic identity of Abies hidalgensis has caused the

loss of numerous specimens due to anthropogenic activities typical of the distribution area of

the species. Poorly planned forest management has led to the total loss of specimens in

various areas within the distribution zone. The number of reproductive specimens in areas

under forest management is low, in contrast to conserved areas, where the number of
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reproductive specimens is high. The percentage of germination with respect to estimated
seed, production in both study conditions is minimal. Germination within managed areas is
high while it is low in conserved areas, but survival presents the inverse pattern. Negative
values on the mortality curve in categories after seedlings may represent stasis and rapid
development. In the case of A. hidalgensis, the negative value in the mortality curves can be
attributed to loss of specimens due to the adverse effect of forest management in areas with
extraction and to high competition in previous categories in conserved areas. In both study
conditions, the value of the intrinsic growth rate indicates that the populations are growing;
however, the activities in the distribution area of the species put it at considerable risk due to
adverse random events. It is advisable to monitor the populations in order to identify the rate

at which specimens are lost.
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Abstract

Background: Abies hidalgensis is an endemic species from Hidalgo, Mexico, with nine relict
populations that have a total of 1000 individuals among them. However, it is not listed in the
NOM-059-SEMARNAT, although the IUCN classifies it as Vulnerable (VuD2).

Questions and / or Hypotheses: What is the threat status of A. hidalgensis based on the Risk
Assessment Method? Which areas have environmental suitability to establish A. hidalgensis
plantations? What restoration or conservation strategies in situ and ex situ are suitable to help

preserve A. hidalgensis?

Studied species: Abies hidalgensis

Study site and dates: Agua Blanca de Iturbide, Tenango de Doria, Acaxochitlan, in Hidalgo
state, Mexico. Years 2015-2022.

Methods: Demographic and genetic information was used, as well as information from
unstructured interviews. The current known and potential distribution is delimited, the latter
based on the MAXENT algorithm, as possible areas for conservation or restoration in situ

and ex situ.

Results: The species is listed as “Endangered (P)”. Conservation strategies that should be
considered: population and disease management, conservation of genetic diversity, ex situ

conservation and establishment of plantations in areas with environmental suitability.

Conclusions: The conservation of this species is urgent since its current distribution is
restricted to 1.94 km? in areas of forest use or high impact due to clandestine logging and

land use change.

Keywords: Conservation, restoration, potential distribution, Abies hidalgensis
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Resumen

Antecedentes: Abies hidalgensis es una especie endémica de Hidalgo, México, con nueve
poblaciones relictas, que en conjunto no suman mas de 1 000 ejemplares. Sin embargo, no
se encuentra listada en la NOM-059-SEMARNAT, aunque la IUCN la cataloga como
Vulnerable (VuD?2).

Preguntas y / o Hipotesis: ¢Cudl es el estatus de amenaza de A. hidalgensis con base en el
Método de Evaluacion de Riesgo?, ¢Qué areas tienen idoneidad ambiental para establecer
plantaciones de A. hidalgensis?, ;Qué estrategias de restauracion o conservacion in situ y ex

situ son aptas para ayudar a preservar a A. hidalgensis?
Especie de estudio: Abies hidalgensis

Sitio y afios de estudio: Agua Blanca de Iturbide, Tenango de Doria, Acaxochitlan, estado
de Hidalgo, México. Afios 2015-2022.

Métodos: Se empled informacién demografica y genética, e informacién de entrevistas no
estructuradas. Se delimita la distribucidn actual conocida y potencial, esta Gltima a partir del

algoritmo MAXENT, como posibles areas para conservacion o restauracion in situ y ex situ.

Resultados: La especie se encuentra “En peligro de extincion (P)”. Las estrategias de
conservacién deben considerar: manejo de las poblaciones y de enfermedades, conservacion
de la diversidad genética, conservacion ex situ y establecimiento de plantaciones en areas

con idoneidad ambiental.

Conclusiones: La conservacion de esta especie es urgente ya que su distribucién actual se
restringe a 1.94 km? en zonas de uso forestal o de alto impacto debido a la tala clandestina y

cambio de uso de suelo.

Palabras clave: Conservacion, restauracion, distribucion potencial, Abies hidalgensis
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Introduccion

Las especies de plantas listadas en alguna categoria de riesgo son prioritarias para la
conservacion a nivel nacional y global, ya que demandan acciones de conservacion
inmediatas para el resguardo de su funcion dentro de los ecosistemas, preservar los recursos
genéticos, asi como reducir sus tasas de extincion (Mace et al. 2008, Frankham 2010,
Chapman et al. 2018, Gomez et al. 2022). En estas especies se han investigado aspectos de
relevancia sobre estructura y dindmica poblacional (Martinez-Ramos et al. 2016), estructura
genética (Santini et al. 2020), factores de amenaza (Gonzalez-Cubas et al. 2020), taxonomia
(Segovia-Salcedo et al. 2018), efecto del cambio climético (Pinedo-Alvarez et al. 2019) y
distribucion (Londono-Murcia & Sanchez-Cordero 2011), entre otros. Sin embargo, son
pocos los trabajos enfocados en el disefio de estrategias de manejo y conservacion, o que
establezcan las bases para su disefio desde un enfoque multidisciplinario y limitados debido
a la falta de informacion y/o recursos financieros (Alderete-Dominguez et al. 2019).

Para especies de plantas con poblaciones extremadamente pequefias (Plant Species with
Extremely Small Populations PSESP), el riesgo de extincion es mayor, ya que tienen un
rango de distribucion restringido a héabitats y zonas topogréaficas Unicas (Ma et al. 2013).
Aunado a lo anterior, el riesgo de extincion se maximiza por la destruccion de su habitat,
sobreexplotacion y contaminacion ambiental (Ren et al. 2012). Por ejemplo, la
vulnerabilidad a la extincion de Magnolia vovidesii A. Vazquez, Dominguez-Yesca & L.
Carvajal, una especie del bosque mesofilo de montafia, aumenta debido a la fragmentacion
del habitat como producto del pastoreo, tala inmoderada y las plantaciones de aguacate
(Rodriguez & Luna 2020). Los factores intrinsecos como el patrén de dispersion, estructura
poblacional pobre y baja diversidad genética, también aumentan el riesgo de extincién (Yao
et al. 2021). Abies beshanzuensis M. H. Wu es un ejemplo de una PSESP que enfrenta todos
los factores de amenaza antes mencionados, ademés de tener tasas de fertilidad y germinacion
limitadas (Hu et al. 2022).

La conservacion in situ o ex situ son estrategias Utiles para recuperar y preservar especies
amenazadas (Volis & Blecher 2010, Griffith et al. 2021, Mestanza-Ramon et al. 2020,
Donnell & Sharrock 2017). La conservacion in situ involucra proteger, gestionar y
monitorear las poblaciones en su habitat natural para que los procesos evolutivos naturales

se mantengan lo que permite a las especies adaptarse gradualmente a los cambios ambientales
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(Heywood 2014). Sin embargo, esta estrategia se ve comprometida debido al cambio de uso
de suelo, cambio climético y los problemas fitosanitarios emergentes (Streczynski et al.
2019), ademas de requerir un conocimiento completo del habitat de la especie objetivo
(Heywood & Dullo 2005), para localizar areas de conservacion potencial, lo que es un
procedimiento complejo y polifacético que implica el mantenimiento y gestion de los
espacios protegidos (Heywood 2015). En contraparte, la conservacion ex situ se enfoca
principalmente a los bancos de semilla convencionales, aunque esta no es una opcion para
muchas especies (Wyse et al. 2018), ya que la viabilidad de algunas semillas normalmente
se reduce con el tiempo (Liu et al. 2020). Los jardines botanicos con colecciones vivas son
una alternativa importante para preservar los recursos genéticos remanentes (Zhao et al.
2022) aunque aun enfrentan limitaciones en cuanto a la cantidad de individuos necesarios
para preservar la variabilidad genética de una especie(Wei & Jiang 2020); ademas de que la
conservacion ex situ, a traves de criobiotecnologia, ain esté en desarrollo (Pence et al. 2020).

Aunado a las estrategias de conservacion in situ y ex situ, los estudios sobre modelado
de distribucion de especies se han convertido en una herramienta Gtil para seleccionar areas
con potencial para la restauracion ante posibles escenarios de cambio climatico (Garcia et al.
2013, Liu et al. 2022). En el caso de las PSESP, esta herramienta puede ayudar a elegir
habitats adecuados con idoneidad ambiental pero actualmente no ocupados, aunque son
pocos los trabajos que usan tal herramienta para lograr una colonizacién-migracion asistida
exitosa (Rupprecht et al. 2011, Aguilar-Soto et al. 2015, Garcia-Hernandez & Toledo-
Aceves 2020).

Abies hidalgensis Debreczy, Racz y Guizar es una especie endémica de Hidalgo,
México, de la cual se han identificado nueve poblaciones relictas, cuatro se encuentran en
areas bajo gestion forestal regulada, tres severamente afectadas por la tala ilegal y el cambio
de uso de suelo y dos poblaciones en areas con baja perturbacién, consideradas de esta forma
ya que las actividades de extraccion no son evidentes. Se estima que existen menos de 1000
ejemplares en todas las poblaciones en conjunto. Adicionalmente, se ha realizado
aprovechamiento de A. hidalgensis debido a una confusion taxondémica con A. religiosa
(Rosales-Islas et al. 2023) actividad que ha causado la perdida de poblaciones completas y

una reduccion dréastica en el nimero de ejemplares reproductivos. La Union Internacional
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para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) cataloga a Abies hidalgensis como Vulnerable

D2 (www.iucnredlist.org).

De acuerdo con la informacién de los parrafos precedentes, este taxon se encuentra en
alto riesgo de extincion en vida silvestre, a causa de las actividades humanas y eventos
fortuitos que pueden cambiar su categoria de riesgo a “En Peligro” o “Extinto” en un periodo
de tiempo corto, por lo que su futuro es incierto. Adicionalmente, este taxon de acuerdo a la
IUCN, tiene un éarea de distribucion menor a 20 km?, aunque no hay una estimacion o
delimitacion precisa de su area de distribucion. Debido a la escasa informacion bioldgica
sobre esta especie y sobre el grave impacto negativo de la perturbacién antropica sobre sus
poblaciones, se requiere con urgencia el disefio de estrategias de restauracion y conservacion.

Considerando la informacion previa, el presente trabajo tiene como objetivo 1)
determinar la categoria de riesgo de A. hidalgensis utilizando el Método de Evaluacion de
Riesgo de Extincion (MER), para su categorizacion dentro de la NOM-059-SEMARNAT-
2010, 2), identificar areas con idoneidad ambiental aptas para la restauracion in situ y ex situ
a través de un modelo de distribucion potencial y 3) definir estrategias clave para la

restauracion y conservacion de A. hidalgensis in situ y alternativas ex situ.

Materiales y métodos

Método de Evaluacion de Especies en Riesgo (MER)

Se calculo el riesgo de extincion usando el Método de Evaluacion del Riesgo de Extincion
de Plantas (MER-Plantas) que se establece en el anexo normativo Il de la NOM-059-
SEMARNAT-2010. EI MER se basa en el indice de rareza y el indice de impacto
antropogénico, que incluye cuatro criterios: A) caracteristicas de la distribucidn geografica,
B) caracteristicas del habitat, C) vulnerabilidad biolégica intrinseca y D) impacto de la
actividad humana. Cada criterio evalGa caracteristicas particulares y puede obtener un

puntaje méximo ponderado de uno, sumando un total de cuatro como maximo valor posible.

Criterio A. Caracteristicas de la distribucion geografica. Las poblaciones fueron
identificadas mediante trabajo de campo, para lo que se emplearon imagenes de satelite de
Google Earth v. 7.3.4.8242, informacién de técnicos forestales y propietarios del terreno
forestal de la zona de estudio. El trabajo de campo se realizd por un periodo aproximado de

ocho afios (2014-2022). Las poblaciones de A. hidalgensis en campo fueron
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georreferenciadas con ayuda de GPS Garmin ®, para posteriormente estimar el &rea de
distribucion actual con ayuda del software ArcMap v 10.8, en el punto dos de este criterio,

se empled el nimero de localidades conocidas.

Criterio B. Caracteristicas del habitat. Las caracteristicas del habitat fueron evaluadas en
campo directamente por al menos cinco afios. Se identifico el tipo de habitat, los disturbios
a los que las poblaciones estan sometidas y su respuesta, esto a partir de la evaluacion de la
regeneracion natural, y el nimero de ejemplares en dos condiciones de estudio: areas
conservadas y areas bajo extraccion forestal. Se delimité el nimero de ecotonos donde se
distribuye la especie con base en el mapa de Vegetacion Potencial de Rzedowski (1990).

Criterio C. Vulnerabilidad bioldgica intrinseca. La demografia de la especie fue evaluada
considerando dos condiciones de manejo (poblaciones conservadas y con extraccion). Todos
los individuos con mas de 1.5 m de altura y con didmetro a la altura del pecho superior a 2.5
cm, fueron censados en las nueve poblaciones. Las plantulas fueron contadas en circulos de
0.1 hay su edad fue registrada. Los individuos, sin incluir plantulas, fueron incluidos en un
analisis de agrupamiento (Distancias Euclidianas en un modelo de Ward) y contrastados entre
condiciones de estudio usando un andlisis de funciones discriminantes generalizado, para
identificar los atributos méas importantes en la variacion morfoldgica de los individuos con el
software Statistica v.10 (StatSoft, 2011). Esos grupos fueron usados para construir tablas de
vida estaticas que muestran la fecundidad por etapa, y el nimero de individuos por cada
tratamiento y poblacién. Los valores de cada indicador demogréafico fueron remuestreados al
interior de las condiciones mediante un remuestreo bootstrap Markoviano con 10,000 pasos,
para calcular una tasa de crecimiento estocastico por condicion de manejo. Con los datos
obtenidos del modelo y las caracteristicas morfoldgicas de las plantulas se realiz6 un analisis
de funciones discriminantes generalizado entre condiciones para estimar el efecto del manejo
sobre la variabilidad de los individuos. La diversidad y estructura genética se evaluo a partir
de siete microsatélites nucleares desarrollados para Abies guatemalensis Rehder (Rasmussen
et al. 2008). Diferentes indices de diversidad genética fueron evaluados, como la
heterocigosis observada y esperada. La estructura poblacional se establecié a partir de un

Anadlisis de Varianza Molecular con el software GenAlEXx v. 6.5 (Peakall & Smouse 2006).
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Para evaluar la existencia de interacciones bidticas especializadas en ejemplares adultos
de A. hidalgensis, se realizé un seguimiento durante ocho afios en las nueve poblaciones,
contando el nimero de ejemplares adultos (diametro y altura superior a 40 cm y 35 m)
afectados por un hongo (especie no identificada, probablemente del género Heterobasidion).
Este patogeno afecta la base del fuste de los ejemplares desde unos pocos centimetros hasta
casi dos metros, provoca la marchitez y perdida del follaje y finalmente la muerte (Figura
S1).

Criterio D. Impacto de la actividad humana. Se realizaron entrevistas no estructuradas (Diaz-
Bravo et al. 2013) a los poseedores del terreno forestal a partir del afio 2015 para identificar
el efecto histérico que las actividades humanas han tenido sobre las poblaciones de A.
hidalgensis. Estas entrevistas fueron realizadas en intervalos de tiempo inespecificos dado
que se aplicaban segun la disponibilidad de tiempo de los propietarios y sin evidenciar el
cuestionamiento. Las preguntas clave en estas entrevistas fueron: ¢Existian méas ejemplares
de esta especie?, ;Conoce mas localidades donde se encuentre o encontraba esta especie?,
¢Por qué se han removido los ejemplares?, ¢Por qué decidid conservar los ejemplares
existentes?, ¢ Tiene interés en conservarlos a largo plazo?,;Consideraria realizar plantaciones
con esta especie?, ¢Existian ejemplares con dimensiones (altura y diametro) mayores a los
que actualmente sobreviven?, ;Por qué no permite el desarrollo de las plantulas de A.

hidalgensis en sus rodales?, entre otras.

Modelo de distribucion potencial
Los registros de presencia para el analisis de distribucion potencial se obtuvieron a partir de
muestreo y prospeccion de campo realizado desde el afio 2015 a la fecha, debido a que solo
existian dos registros con referencias geograficas. Los puntos con distancia menor a 1 km se
eliminaron para evitar un aumento de la multicolinearidad y que la contribucién de las
variables se maximice (Peterson & Nakazawa 2008).

Las 19 variables biocliméaticas de WorldClim versién 2.0, a una resolucion de 30
segundos de arco (1 km?) para el periodo 1970-2000 (Fick & Hijmans 2017) y las variables
topograficas, elevacion (msnm), pendiente (%) y exposicion (°), extraidas del Continuo de

Elevaciones Mexicano (CEM 3.0) (https://www.inegi.org.mx/app/geo2/elevacionesmex/),

fueron seleccionadas para realizar el modelo de distribucién potencial. EI conjunto de capas
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se estandarizé al mismo sistema de coordenadas y resolucion espacial (Gonzalez-Cubas et
al. 2020), con el software ArcGis ver 10.8. Las variables para el modelo final fueron
seleccionadas a partir de un Analisis de Componentes Principales (ACP), lo que disminuye
la autocorrelacion (Cruz-Cardenas et al. 2014), y evita un sobreajuste del modelo (Peterson
& Nakazawa 2008), para lo que se uso el software R ver 4.2.2, con los paquetes raster
(Hijmans 2023), rgdal (Bivand et al. 2023), tidyverse (Wickham et al. 2019), sf (Pebesma
2018) y kuenm (Cobos et al. 2019). Las variables incluidas en cada componente principal
(CP) se seleccionaron con base en los valores de carga mas altos (Loadings>0.25).

Para estimar el area que es accesible para la especie (M) (Soberén & Peterson 2005), se
empled6 el mapa “Provincias Biogeograficas de México”, escala 1:4 000 000

(http://geoportal.conabio.gob.mx/metadatos/doc/html/rbiogdmgw.html). Sin embargo, dado

el microendemismao de la especie, solo se utilizo la region centro del poligono “Sierra Madre
Oriental”. El poligono resultante (M), se empleé como mascara para recortar el conjunto de
rasters seleccionados para realizar el modelo.

El analisis de distribucion potencial se realizo con el algoritmo de maxima entropia del
programa Maxent ver. 3.4.4. Se ha demostrado que este algoritmo genera predicciones
aceptables aun cuando se emplean muestras pequefias (<10; Pearson et al. 2007, Liu et al.
2022), como en la presente investigacion, ya que solo se cuenta con nueve puntos de
presencia. Las variables seleccionadas y el area M, se emplearon como insumo para elaborar
el modelo de distribucion potencial y proyectarlo al area total de la republica mexicana. Se
emplearon los ajustes por defecto del programa para las caracteristicas de clase. Se realizaron
ocho réplicas con validacién cruzada (Crossvalidate) y se evalué el resultado
correspondiente a la mediana con salida del tipo logistica. Adicionalmente, se computaron
las curvas de respuesta y el analisis Jackknife para medir la importancia de las variables.

La eficiencia predictiva del modelo se evalud con el valor promedio de la AUC de los
ocho modelos generados. Usualmente se emplea la prueba de ROC parcial (Receiver
Operating Characteristic; Peterson et al. 2008) para evaluar un modelo, pero en nuestro caso,
el valor del ROC parcial con un porcentaje de puntos aleatorios para la validacion calculado
indicaria una alta eficiencia debié al numero reducido de puntos, lo que sobreestima la
adecuacion del modelado. En cuanto al valor de AUC, Phillips y Dudik (2008) establecen
que cuanto mas proximo a 1 esté el valor mejor es el modelo. Ademas, Elith et al. (2006)
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mencionan que modelos con valores de AUC mayores a 0.75 son suficientemente precisos
para establecer planes de manejo. De esta forma se evita una sobrevaloracion del ajuste por
ROC.

El mapa final de distribucion potencial se elaboré a partir de las areas con idoneidad
superior a 60 %. Considerando lo anterior, con el software ArcGis ver 10.8 se realiz6 una
clasificacion con valores de 0.6 a 0.7 para indicar probabilidad baja de presencia de la
especie, de 0.7 a 0.85 para indicar probabilidad media, y de 0.8 a 1 para indicar una
probabilidad alta. Las areas con valores menores al 0.6 no se consideran con probabilidad de

existencia de la especie.

Resultados

Evaluacién MER

Criterio A. Caracteristicas de la distribucion geografica. Abies hidalgensis ocupa una
superficie de 192.29 ha, menor al 5% del territorio nacional (Tabla 1). Las nueve poblaciones
conocidas se distribuyen en los municipios de Agua Blanca de Iturbide, Tenango de Doria 'y
Acaxochitlan, Hidalgo, México. Debido a la fragmentacién y cercania de las poblaciones en
un mapa a escala 1:4 000 000 solo se pueden visualizar tres puntos. La especie se encuentra
al sur de la provincia de la Sierra Madre Oriental, con una distribucion restringida o
extralimital. De acuerdo con este criterio, A. hidalgensis obtiene 10 puntos de 11 posibles
(Tabla 2).

Criterio B. Caracteristicas del habitat. Abies hidalgensis se distribuye en el ecotono entre
bosque mesofilo de montafia y bosque de coniferas y encinos. La preferencia de un hébitat
por A. hidalgensis es similar a otros Abies. La region es caracterizada por un clima templado
hiumedo C(m), con temperatura maxima y minima de 21 y 6°C, respectivamente;
precipitacion pluvial anual de 1200 a 1500 mm anuales, con lluvias tipicas de verano y
precipitacion entre el 0 y 18 % del total anual para el invierno (INEGI 2008). Los suelos son
luvisoles (LV) con alto contenido de arcillas activas, consolidados por depdsitos edlicos,
aluviales y coluviales (INEGI 2007). Las poblaciones se encuentran entre 2100 y 2320 msnm.
La regeneracion natural de este abeto es favorecida por la apertura de claros en el dosel del
bosque. La germinacion es mayor en arboles focales dentro de las zonas conservadas. Sin

embargo, la supervivencia es mucho menor en contraste con zonas bajo gestion forestal,
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donde el dosel esté abierto. Considerando lo anterior la especie requiere de la apertura de
claros para un adecuado reclutamiento. La alta mortalidad de las plantulas se atribuye al
acceso limitado a la luz y nutrientes y la alta competencia con especies herbaceas y

arbustivas.

Tabla 1. Superficie de distribucién de A. hidalgensis y numero de individuos por poblacion.

Municipio Poblacion Ntmero de Superficie

individuos ocupada (ha)
Ejido San Cornelio 396 16.3
Ejido San Pedrito 234 119.73
Agua Blancade Las Aguilas 28 24.4
lturbide El Tejocote 189 7.36
Los Manantiales 20 1.48
El Remudadero 5 151
Tenango de La Cruz de Tenango 6 5.06
Doria Linda Vista 2 0.69
Acaxochitlan Zacacuautla 48 15.76
Total 928 192.29

Nota: el nimero de individuos solo incluye ejemplares con didmetro y altura > 2.5 cm y 1.5 m respectivamente.

Considerando lo anterior, para el criterio B del MER se asignan 6 puntos a A. hidalgensis de
9 (Tabla 2).

Criterio C. Vulnerabilidad biolégica intrinseca

C-1. Demografia. - EI nimero de individuos registrados en las nueve poblaciones de A.
hidalgensis es de 928 (Tabla 1). No se descarta que existan ejemplares aislados en zonas
cercanas a las poblaciones delimitadas. Aungue el nimero es probablemente bajo y los

propietarios del terreno forestal expresan no identificar mas localidades de la especie.
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Tabla 2. Valores asignados a Abies hidalgensis para el anexo normativo Il del método de

evaluacion de riesgo de extincion de plantas en México MER.

Indice de rareza

Criterio A. Caracteristicas de la distribucién geogréafica

1) Extension de la distribucion

2) Numero de poblaciones o localidades conocidas
existentes
3) Numero de provincias biogeograficas

4) Representatividad de la distribucion del taxon
en el territorio mexicano

Subtotal = suma del puntaje obtenido / 11
Criterio B. Caracteristicas del habitat
1) NUmero de tipos de vegetacion

2) Presencia del taxon en un habitat especializado
permanente
3) Dependencia del taxdn de hébitat primario

4) Dependencia del taxon de regimenes de
perturbacion particular o asociacion a etapas
transitorias en la sucesion ecoldgica

5) Amplitud del intervalo altitudinal que ocupa el
taxon

Subtotal = suma del puntaje obtenido /9

Criterio C. Vulnerabilidad biolégica intrinseca
C-1. Demografia
1) Numero total de individuos

2) Reclutamiento

3) Atributos demograficos

a) Evidencia de densodependencia en la
reproduccion
b) Presencia de clonalidad

c) Evidencia de decrecimiento de las poblaciones
en el pais

b) Méas de 1 km?, pero < 1 % del
Territorio Nacional = 3

a)1-3=3

a)l=3

a)  Distribucion
extralimital = 1

Subtotal =10/11=0.91

periférica o

a)l=3
b) No=0

b) No=0
a)Si=1

b) 200 m - <500 m = 2

Subtotal =6 /9 = 0.66

b) 501 — 5,000 = 2

b) Hay observaciones de
reclutamiento en algunas
poblaciones = 2

No=0

No=1
No=0
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d) Evidencia de varianza de fecundidad grande

e) Taxon Dioico, individuos dicogamos o
autocompatibles
f) Floracion sincrénica o gregaria

g) Produccion de propagulos por el taxén
C-2. Genética

1) Variacién molecular (heterocigosis)

2) Estructura genética molecular

3) Cantidad de variacién genética

4) Nivel de diferenciacion entre poblaciones
C-3. Interacciones bioticas especializadas

1) Requerimiento de nodriza para el
establecimiento del taxén

2) Requerimiento del taxdn de un hospedero o
forofito especifico

3) Requerimiento del taxén de un polinizador
especifico

4) Requerimiento del taxon de un dispersor
especifico

5) Presencia de mirmecofilia obligada

6) Dependencia estricta de micorrizas

7) Afectacion del taxdn por depredadores,
patdgenos, competencia (especies)
Subtotal = suma del puntaje obtenido / 23

No=0
No=0

a) Baja (=10%) =1
a) Baja (=20%) =0

a)Baja=1
a) Baja=0
a)No=0
a)No=0
a)No=0
a)No=0
a)No=0
a)yNo=0
b)Si=1

Subtotal =9/23=10.39

indice de impacto antropogénico

Criterio D. Impacto de la actividad humana

1) Relacion del taxon con la alteracion antrépica

del habitat

2) Nivel de impacto de las actividades humanas
sobre el habitat del taxdn

3) Existe evidencia (mediciones, modelos o
predicciones) que indiquen un deterioro en la
calidad o extension del habitat como efecto de
cambios globales

4) Impacto del uso sobre el taxon (intensidad y
extension de uso, extraccion, cosecha de

c) Es perjudicado por el disturbio =
1

b) El impacto es fuerte y afecta a
todas las poblaciones = 3

b)Si=1

b) El impacto es fuerte y afecta a
todas las poblaciones = 3
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propégulos o la remocion de parte de la biomasa
de un individuo)

5) El taxdn es cultivado o propagado ex situ (a b) No=0
nivel nacional o internacional)
Subtotal = suma del puntaje obtenido / 10 Subtotal =8/10=0.8

El reclutamiento, es en extremo escaso (27 plantulas ha™* promedio y una pérdida del 55.4 %
en la transicion a juveniles), y se restringe a las cercanias de arboles reproductivos donde las
condiciones son adecuadas para la germinacion. Sin embargo, a causa de las actividades
antropogénicas, al menos en cuatro localidades no hubo regeneracion natural en los afios
2020 y 2022 y se prevé se mantenga este patron. Adicionalmente, la germinacion es alta en
zonas donde se realiza extraccion forestal controlada en comparacion con zonas mejor
conservadas, aunque el patron de supervivencia se invierte.

En general las poblaciones de A. hidalgensis se encuentran en incremento de acuerdo
con los valores de la tasa finita de crecimiento (1 = 2.09) y la tasa intrinseca de crecimiento
(r = 0.738). Sin embargo, al considerar estocasticidad demogréafica, los valores fluctian
drasticamente en promedio, obteniendo una A = 1.6 con valores entre 0.685 a 2.635y r =
0.41 con valores entre -0.53 a 0.955, por lo que las poblaciones de Las Aguilas y Los
Manantiales estan en riesgo de desaparecer al mostrar las tasas mas bajas con respecto a estos

valores.

C-2. Genética. - En general Abies hidalgensis tiene menor heterocigosis observada (Ho =
0.61) que otras especies de Abies, por ejemplo A. guatemalensis (0.822), A. bornmuelleriana
(0.668), A. cephalonica (0.713) y A. alba (0.663) (Rasmussen et al. 2010, Awad et al. 2014).
Aun asi, el grado de heterocigosis es aparentemente alto, lo que se asocia con un error de
muestreo por la reduccion poblacional drastica en un corto plazo, fenémeno conocido como
cuello de botella (Franckham et al. 2009). Esto se corrobora porque el nimero de alelos es
bajo (promedio de 5) para siete marcadores analizados. Adicionalmente, el analisis de
varianza molecular revela que la mayor variacion se encuentra al interior de los individuos y
la menor entre poblaciones, resultado similar se observo en el coeficiente de diferenciacion
(Fst=10.056). La especie se diferencia con claridad de A. religiosa en la morfologia, mientras
gue con A. guatemalensis contrasta en el nimero de canales resiniferos y coloracion del cono

ovulado (Rosales-Islas et al. 2023).
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C-3. Interacciones bidticas especializadas. - Para esta seccion, se consideraron los datos
disponibles para otras especies del género. Con respecto a agentes patdgenos, A. hidalgensis
es atacado por un hongo (especie aun no identificada, probablemente del género
Heterobasidion) en al menos un 7 % de ejemplares reproductivos. Este patdgeno afecta la
base del fuste desde unos pocos centimetros hasta casi dos metros y ocasiona la muerte de
los ejemplares (Figura S1). EI mayor numero de ejemplares infectados se encuentran en las
poblaciones con mejor estado de conservacion en su habitat (Ejido San Cornelio y Ejido San
Pedrito), en contraste, el nimero de ejemplares enfermos en areas bajo gestion forestal es
reducido (<10, Las Aguilas, El Tejocote y Los Manantiales), mientras que en las poblaciones
restantes no se observaron individuos enfermos.
Para el criterio C se asigna un puntaje de 9 de 23 para A. hidalgensis (Tabla 2). Sin

embargo, se debe considerar que aln se requiere conocer con mayor detalle la capacidad de
fecundacién de los arboles adultos, especies nodrizas y asociacion con micorrizas; asi como

la biologia del proceso de polinizacion.

Criterio D. Impacto de la actividad humana. ElI numero de ejemplares en las poblaciones de
A. hidalgensis se ha reducido drasticamente debido a las actividades antropogénicas
(aprovechamiento forestal controlado, extraccion ilegal y cambio de uso de suelo). Como
evidencia, INEGI (2016, 2017) reporta la extraccion de 250 m®r y 191 m®r, respectivamente
de A. religiosa para el municipio de Agua Blanca, aungue esta especie no se distribuye en el
citado municipio. Siete de las nueve poblaciones de A. hidalgensis son afectadas por estas
actividades, causando la fragmentacion drastica del habitat. A través de las entrevistas no
estructuradas se documentd la pérdida total de poblaciones, mientras que las poblaciones
remanentes tienen un nimero reducido de individuos que se encuentran muy dispersos o
restringidos en areas pequefias. De acuerdo con los pobladores, algunos ejemplares se han
conservado por su belleza escénica y ocasionalmente por recomendacion de los técnicos
forestales ante la incertidumbre sobre su identidad taxondmica, por lo que el
aprovechamiento puede ser desde parcial hasta total. La madera de esta especie no es de
importancia comercial segun lo expresan los poseedores del terreno forestal, por lo que
muchos optan por disminuir su densidad y sustituirlo por especies del género Pinus, e incluso
se trata de evitar su desarrollo dentro de rodales de produccion maderable. Si bien se han

conservado areas donde las actividades de manejo forestal no son evidentes, es notorio el
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desinterés en preservar la especie en otras areas o realizar actividades de recuperacion o
conservacion. El puntaje asignado para este criterio es de 8 de un total de 10 (Tabla 2).
El puntaje ponderado de los cuatro criterios del MER en plantas es de 2.76 para Abies

hidalgensis, lo cual la ubica en la categoria de “En Peligro de Extincion (P)”.

Tabla 3. Analisis de componentes principales de las capas obtenidas de WorldClim y CEM

del &rea M estimada para A. hidalgensis.

PC1 PC2 PC3 PC4
Elevacion 0.251 0.080 0.090 -0.170
Orientacion 0.010 -0.075 0.932 0.353
Pendiente -0.136 0.136 0.193 -0.541
Biol -0.227 -0.234 -0.025 0.028
Bio2 0.152 -0.364 -0.043 0.018
Bio3 0.236 -0.148 0.051 -0.204
Bio4 -0.235 -0.126 -0.082 0.150
Bio5 -0.121 -0.401 -0.051 0.065
Bio6 -0.260*  0.006 0.031 -0.055
Bio7 0.095 -0.410* -0.077 0.111
Bio8 -0.239 -0.196 -0.023 0.029
Bio9 -0.240 -0.172 -0.016 0.007
Biol0 -0.222 -0.246 -0.036 0.050
Bioll -0.208 -0.274 -0.013 -0.002
Biol2 -0.257 0.097 0.031 -0.049
Biol3 -0.255 0.092 0.064 -0.124
Biol4 -0.240 0.180 -0.005 0.075
Biol5 -0.036 -0.301 0.234 -0.648
Biol6 -0.258*  0.075 0.042 -0.077
Biol7 -0.242 0.172 -0.007 0.070
Biol8 -0.247 0.071 0.032 -0.081
Biol9 -0.241 0.173 -0.009 0.073

Desviacién estdndar 3.762 2.194 1.000 0.911
Varianza explicada  0.643 0.219 0.045 0.038

Varianza acumulada 0.643 0.862 0.907 0.945
*Variables eliminadas por jackknife en el modelo final

Distribucién potencial
Se emplearon nueve puntos de presencia de A. hidalgensis, ubicados en los municipios de

Acaxochitlan, Agua Blanca de Iturbide y Tenango de Doria, dentro del estado de Hidalgo.
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El anélisis de componentes principales permitié seleccionar y reducir el nimero de variables
de 22 a 12, al considerar los loadings mas altos, en los cuatro primeros componentes
principales con una varianza explicada de 94.5 % (Tabla 3). Adicionalmente, con base en el
analisis de jackknife se eliminaron las variables Bio 6, Bio 7 y Bio 16, por lo que el modelo

final se realiz6 con 10 variables.

Republica Mexicana

A Abies hidalgensis

(Areas de distribucion actual)

Probabilidad de presencia

Golfo de
Océano * México

Pacifico

55

[ JKm

-100° W -99° W

Querétaro £
Hidalgo

20°N

Veracruz

Estado
de México

19°N

Puebla

-100° W -99° W -08° W 97°W

Figura 1. Distribucion actual y distribucién potencial predicha de Abies hidalgensis en
México.
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Abies hidalgensis tiene areas de idoneidad climatica y topogréficas en el estado de Hidalgo,
Puebla y Veracruz, principalmente (Figura 1). Las areas con idoneidad superior al 70% y
adyacentes a los municipios donde ya se encuentra la especie se localizan en San Bartolo
Tutotepec para Hidalgo; Honey, Zacatlan, Huauchinango, y Ahuazotepec para Puebla y
Huayacocotla y Zacualpan para Veracruz.

El valor promedio de la AUC de los ocho modelos generados es de 0.883 + 0.05. Por lo
tanto, el modelo predice mejor el area de distribucion potencial que un modelo al azar, con

un valor aceptable para establecer un plan de manejo.

Discusion

Los estudios basados en el MER en especies amenazadas son imprescindibles al permitir
evaluar su estado de conservacion o estimar el grado de riego de aquellas no incluidas en la
legislacion mexicana. Abies hidalgensis es una especie con menos de 1,000 individuos en el
total de las poblaciones hasta ahora conocidas, con reclutamiento escaso y agrupado junto a
los arboles padre lo que disminuye el porcentaje de supervivencia debido a la competencia
por agua, luz, nutrientes y espacio. Aunado a esto, la pérdida de individuos es constante a
causa de las actividades de gestion forestal porque los arboles son confundidos con la especie
Abies religiosa (INEGI 2017, Rosales-Islas et al. 2023). Con base en los criterios del MER
Abies hidalgensis, se encuentra en la categoria de “En Peligro de Extincion (P)”, por lo que
se sugiere su inclusion urgente en la NOM 059 SEMARNAT 2010 con las medidas
correspondientes de conservacion.

El &rea de distribucion actual de Abies hidalgensis es muy restringida y las actividades
antropogénicas, como el cambio de uso de suelo y la extraccion sin control de los arboles
aumentan su riesgo de extincion, como ocurre también en otras especies arboreas en México
(Feng et al. 2017), por lo que el desarrollo de actividades de conservacion y restauracion de
las poblaciones de esta especie en cada localidad donde se distribuye, son indispensables.

La proteccion del habitat es una estrategia importante de conservacién de especies que
se encuentran en alguna categoria de riesgo (Langpap & Kerkvliet 2012, Esteban et al. 2010).
En el caso de A. hidalgensis, la proteccion del habitat requiere de un consenso con los
propietarios del terreno forestal, ya que algunas de las poblaciones se encuentran en areas

con manejo forestal, y es el interés econdmico lo que obstaculiza el proceso. Sin embargo,
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se pueden implementar otras estrategias para la conservacion de esta especie, que se

describen a continuacion:

Manejo de las poblaciones. Se reconocieron en Abies hidalgensis al menos siete categorias
morfologicas (plantulas, dos categorias juveniles y cuatro diferentes categorias de adultos),
La mortalidad mas alta se encuentra en la categoria de plantulas. Siete de las poblaciones
analizadas se desarrollan en condiciones de extraccion forestal y dos en zonas con disturbio
no identificado (poblaciones conservadas). En las zonas con extraccion forestal, se pierden
ejemplares juveniles y adultos constantemente; la tasa de supervivencia de la regeneracion
natural es muy baja o limitada, por lo que los individuos en estas poblaciones se encuentran
sumamente dispersos o estan restringidos a areas muy pequefas. Por otra parte, en las zonas
conservadas, la tasa de mortalidad en la categoria de plantulas y adultos aumenta debido a la
competencia con especies herbaceas, arbustivas y arboreas. En estas areas el patron de
distribucion de los individuos es semejante al de las zonas bajo extraccion forestal. En otras
especies de Abies, la perdida de individuos en las etapas iniciales de establecimiento es
considerable (Angeles-Cervantes & Lopez-Mata 2009, Ramirez & Gonzalez 2015, L6pez-
Mata 2015), por lo que las acciones de gestidén deben estar encaminadas hacia incrementar la
tasa de supervivencia de los individuos en los primeros estadios de crecimiento.

Las investigaciones sobre el potencial de regeneracion de Abies hidalgensis son escasas,
aunque se ha observado un mayor reclutamiento en zonas con manejo forestal y, por ende,
de menor densidad en el dosel. Sin embargo, debido a los factores que limitan el
reclutamiento y supervivencia es necesario evaluar el efecto de 1) eliminacion del estrato
herbaceo y arbustivo, 2) poda de ejemplares del estrato arbéreo, 3) aclareos. Los dos primeros
puntos no se refieren a la remocidn total del estrato herbaceo y arbustivo o a que sea necesario
realizar podas en todos los individuos del estrato arbdreo; lo que se sugiere es eliminarlos de
manera paulatina, hasta que las condiciones sean dptimas para el establecimiento y desarrollo
tanto de la regeneracion natural como de los individuos en las categorias de juveniles. En
cuanto a los aclareos, se propone realizar la corta del estrato arbdreo (no incluir ejemplares
de A. hidalgensis), con intensidades de corta inferiores a 30 %, con el fin de crear claros que
permitan el establecimiento y desarrollo de las plantulas de A. hidalgensis.

La regeneracién natural de algunas especies de Abies ocurre con mayor frecuencia en
claros del bosque (Santopuoli et al. 2016, Lara-Gonzalez et al. 2009, Pineda-Ldpez et al.
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2013), aunque el tamario del claro y el porcentaje de luz necesaria difiere entre especies. Por
ejemplo, en los primeros estadios de crecimiento, los individuos de Abies alba Miller,
presentan mayor tasa de crecimiento, diametro y altura conforme se incrementa la cantidad
de luz, con resultados aceptables con apertura del dosel de 8 a 10 % (Kupferschmid et al.
2013). En el caso de A. guatemalensis, la tasa de supervivencia mas alta se presentd en zonas
con cobertura de copa de 60 a 85 % (Ramirez & Gonzélez 2015), aunque las plantulas pueden
sobrevivir en hébitats abiertos (Quintana-Ascencio et al. 2004). Por lo anterior, se sugiere
utilizar intensidades de corta menores de 30 % inicialmente, en las poblaciones de A.
hidalgensis, para evaluar el efecto que tienen sobre la regeneracion natural.

En las zonas bajo extraccion forestal, la apertura del dosel promueve la germinacion de
las semillas. Sin embargo, debido a que el desarrollo de las plantulas no es favorecido durante
las actividades silviculturales, la supervivencia es muy baja. De acuerdo con las encuestas
aplicadas, estas areas son de interés econémico para los pobladores por lo que no es adecuado
proponer el cambio en el uso de suelo. Sin embargo, como la tasa de reclutamiento es alta y
la supervivencia muy baja, las plantulas pueden ser recolectadas antes de desarrollar sus hojas
primarias, es decir, en la etapa donde solo hay cotiledones, o bien, cuando las semillas ain
mantienen la testa, lo cual asegura que son plantas de reciente emergencia, con altura menor
de 5 cm y tallo vigoroso, que pueden ser cultivadas en condiciones controladas y
posteriormente destinarse a plantaciones forestales. En A. religiosa se emple6 esta técnica
con resultados positivos, ya que se obtuvo un porcentaje de supervivencia de 75 % (Cruzado-
Vargas et al. 2020). En el caso de A. hidalgensis, el porcentaje de germinacion y
supervivencia en condiciones controladas aln no se han evaluado, por lo que es conveniente
considerar que el porcentaje de germinacién en el género Abies es fluctuante (Daskalakou et
al. 2018, Ortiz-Bibian et al. 2019, Bravo-Navas & Sanchez-Romero 2022), aunado a que la
colecta de conos para la obtencién de semillas en arboles de hasta 35 m de altura y hasta 20
m de fuste limpio, es poco practico y econémicamente inviable. La recoleccion de conos en
el piso forestal es improbable, ya que las escamas y bracteas se separan del raquis del cono
en la copa y liberan la semillas (Farjon 2017). Lo anterior corrobora que la mejor
aproximacion es la extraccion de plantulas ya germinadas en zonas con actividad forestal.

Si bien se enfatizan las actividades para mejorar la supervivencia y desarrollo de la

regeneracion natural, es importante aclarar que se deben proteger a todos los individuos
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independientemente de la categoria morfoldgica. Por otra parte, al disminuir la competencia
con otras especies arboreas mediante los aclareos, el desarrollo de los ejemplares juveniles y

adultos de la categoria 1 sera favorecido, aumentando asi su esperanza de vida.

Manejo de enfermedades. Actualmente se estima que al menos 7 % de las plantas de esta
especie de oyamel son atacados por un hongo patogeno, que afecta el fuste desde unos pocos
cm hasta 2 m de altura y que puede ocasionar la pérdida de los arboles reproductivos. El
namero de individuos afectados en las poblaciones del Ejido San Cornelio y el Ejido San
Pedrito ascienden a 40. Se estima que de 2018 a 2022 el numero de plantas infectadas se
incrementd 50 %, por lo que es recomendable realizar cortas de saneamiento, que estén
dirigidas al combate y control de plagas y enfermedades (Ramirez 2017). En poblaciones de
A. hidalgensis se debe recurrir al saneamiento por derribo de los arboles infectados y con
dafo significativo. Por ejemplo, este tipo de cortas se ha realizado en poblaciones de Abies
religiosa en la Reserva de la Biosfera de la Mariposa Monarca para extraer ejemplares
infestados principalmente por Scolytus mundus (Leautaud & Lopéz-Garcia 2017), para
controlar la expansion del agente patdgeno. Se debe realizar un derribo direccional de los
ejemplares afectados de A. hidalgensis para causar la menor perdida de ejemplares en otras
categorias. Sin embargo, es importante identificar el agente patégeno para disefiar las
actividades post-derribo necesarias. Por ejemplo, en Abies pinsapo Boiss. se aplicaron
tratamientos de urea a los tocones para tratar de controlar la expansion de Heterobasidion sp.
(Vita et al. 2007, Linares et al. 2010). Es por ello que la aplicacién de fungicidas debe ser

evaluada a fin de determinar su eficiencia y la presencia o ausencia de dafios colaterales.

Conservacion de la diversidad genética. La especie tiene baja diversidad genética y poca
diferenciacion entre poblaciones (Fst = 0.056). Se observo que la mayor diversidad genética
se encuentra dentro de los individuos. Adicionalmente, se ha logrado identificar en algunos
arboles de la poblacion de Las Aguilas un alelo exclusivo (alelo 146) para el locus Ab08, por
lo que la recoleccién de semillas de estos individuos es importante, a fin de mantener la
mayor diversidad genética, que representa la base de la adaptacién y resiliencia al estrés y
cambio ambiental (Potter et al. 2017). Por lo anterior, durante la recoleccion de semillas o
plantulas se debe considerar tomar muestras del mayor numero posible de ejemplares

reproductivos en todas las poblaciones con el fin de obtener mayor representatividad genética
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y conservar el mayor nimero de variantes genéticamente Unicas (Heredia-Bobadilla et al.
2012, Ruiz-Montoya et al. 2011). Sin embargo, es necesario realizar un estudio genético con
mas marcadores e incluir mas ejemplares, a fin de determinar con mayor precision el nimero

de alelos y la presencia/ausencia de alelos exclusivos.

Conservacion ex situ. La semilla debe ser recolectada para su almacenamiento en bancos de
germoplasma, mientras que algunos individuos pueden formar parte de jardines botanicos.
Preservar la mayor cantidad de diversidad genética posible depende de la seleccion adecuada
de lasemilla, lo que a su vez asegura el éxito de la conservacion ex situ (Hoban & Schlarbaum
2014, Tong et al. 2020). Considerando las actividades antropogénicas en el area de
distribucion actual de A. hidalgensis, es importante crear nuevas plantaciones fuera de esta
zona.

Yu et al. (2019) evaluaron modelos de distribucion de especies del género
Rhododendron pasados en el promedio de los modelos generados. Sin embargo, debido a la
desviacion en el area predicha entre los ocho modelos en este estudio, con idoneidad hasta
del 6%; optamos por emplear la mediana para generar una mayor restriccion e incrementar
la especificidad. EI modelo de distribucion potencial predice areas con idoneidad ambiental
para el establecimiento de plantaciones. Sin embargo, el cambio climatico representa una
amenaza innegable para la permanencia de muchas especies, por lo que es necesario evaluar
qué areas tendran idoneidad ambiental ante los posibles escenarios de cambio climatico a fin
de realizar actividades de migracién asistida hacia esas areas (Garcia-Hernandez & Toledo-
Aceves 2020), lo cual puede considerarse como una estrategia de conservacion ex situ
(Mendoza-Maya et al. 2015). Adicionalmente, es necesario llegar a un consenso con los
poseedores del terreno forestal al momento de elegir las areas para las plantaciones, ya que
de esto depende la viabilidad de un plan de recuperacion. En este sentido, Martinez-Arévalo
(2016) indica que la viabilidad de un plan de recuperacion de A. guatemalensis, depende del
dialogo entre los principales actores sociales.

El area con idoneidad ambiental para A. hidalgensis predicha por el modelo de
distribucion potencial concuerda con la que se ha predicho en otras especies del género
(Martinez-Méndez et al. 2016), por lo que para la seleccion de las areas méas adecuadas para
realizar las plantaciones se debe considerar que al ser especies cercanamente emparentadas
(Cruz-Nicolés et al. 2021), podrian responder de forma semejante a los cambios en las
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condiciones ambientales. El area de distribucidn potencial adecuada es mucho més grande
que el area conocida por lo que A. hidalgensis podria potencialmente habitar a lo largo de la
Sierra Madre Oriental, en zonas donde actualmente no se ha registrado su presencia, por lo

que el modelo presentado podria ayudar a identificar nuevas poblaciones.

Conclusiones

Abies hidalgensis se encuentra en riesgo de extincion. De acuerdo al MER, en la categoria
de “En Peligro de Extincion (P)”, por lo que su inclusion en la NOM-059-SEMARNAT-
2010 es urgente, asi como la implementacion de actividades de conservacion y restauracion.
A partir del modelo de distribucidn potencial se pueden elegir areas con idoneidad ambiental
para el establecimiento de plantaciones, considerando los intereses de los propietarios de
terreno forestal y buscando que estas permanezcan a largo plazo. Considerando las
condiciones actuales del habitat de las poblaciones de esta especie de oyamel, es necesario
realizar actividades de gestion forestal que permitan el establecimiento y desarrollo de la
regeneracion natural, asi como establecer las medidas fitosanitarias necesarias para la gestion
de los ejemplares enfermos. Es importante identificar las plagas y/o enfermedades que
infectan a este oyamel, en particular el hongo detectado durante el trabajo de campo Las
actividades de conservacion in situ y ex situ son necesarias para la permanencia de las

poblaciones de esta especie a largo plazo.
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Material suplementario

Figura S1. Dafo por hongo no identificado a la base del fuste de A. hidalgensis.
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ANEXQOS

Protocolo de extraccién de DNA en plantas de Doyle and Doyle (1987) modificado para

Abies hidalgensis Debreczy Racz y Guizar

1.
2.

10.
11.

12.
13.

14.
15.

16.
17.

Moler alrededor de 0.5g de tejido con nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino.
Agregar 1ml de buffer de extraccion (CTAB-PVP 2X- Tris-HCI 100 mM pH 8, NaCl
1.4 M, EDTA 20 mM pH 8, CTAB 2%, PVP40 4%) con 1pl de B.mercaptoetanol y
seguir moliendo. Recuperar en un microtubo de 2ml.

Centrifugar a 8000 rpm durante 8 min

Eliminar el sobrenadante y suspender en 1ml de CTAB-PVP 2X, mezclar en vortex
hasta que la fase organica se desprenda.

Centrifugar a 9000 rpm durante 9 min.

Repetir los pasos cuatro y cinco dos o tres veces (en funcién de la madures del tejido),
hasta obtener una mezcla donde la parte organica quede cercana al color blanco y la
fase acuosa de color verde intenso.

Eliminar el sobrenadante y suspender en 600 ul de CTAB-PVP 2X, agregar 10ul de
RNAsa (10mg/ml) e incubar a 37°C durante 1hr.

Agregar 10pul de Proteinasa K (10mg/ml), e incubar a 60°C durante 1hr.

Agregar 250ul de cloruro de sodio al 2%.

Agitar a 300 rpm durante 1hr a temperatura ambiente (25°C)

Agregar 600ul de cloroformo:isoamilico (24:1) y agitar suavemente hasta
homogeneizar y obtener una solucion con aspecto lechoso. No utilizar vortex.
Centrifugar a 10000 rpm durante 10 min.

El sobrenadante debe quedar trasparente. En caso de ser necesario realizar otro lavado
repitiendo el paso 11y 12.

Trasladar el sobrenadante 600 il a un tuvo nuevo cuidando de no tomar la interfase.
Agregar 2/3 partes (400 pl aproximadamente) del volumen final de isopropanol
helado para precipitar el DNA

Las muestras se dejan reposar durante la noche (aproximadamente 17hr) a -20°C.
Centrifugar a 12000 rpm durante 10 minutos. Decantar el sobrenadante sin perder la

pastilla.
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18. Limpiar el DNA agregando 1ml de etanol al 70% frio y centrifugar a 14000 rpm
durante 10min.

19. Eliminar el sobrendante (secar totalmente) y resuspender en 50ul de agua ultra pura
o solucion TE (Tris-HCI 10mM, EDTA Naz ImM). (La cantidad de agua ultrapura o

solucion TE depende del tamafio de la pastilla).
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