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RESUMEN

En los bosques mesofilos de montafia de México, existen pocos sitios con
microambientes adecuados para el desarrollo de una asociacién vegetal particular, el
bosque de haya, cuyo dosel es dominado por Fagus grandifolia subsp. mexicana; las
poblaciones de esta especie se encuentran dispersas en parches menores de 140 ha en
algunos estados del pais, por lo que son altamente vulnerables a cambios climéticos y a la
reduccion de su hébitat. Hasta ahora, los estudios sobre variacion genética de F.
grandifolia subsp. mexicana se han realizado entre poblaciones cercanas
geogréficamente, pero no se han estudiado a lo largo de su area de distribucion, dentro de
la Sierra Madre Oriental de México. En el presente estudio se analizd la estructura
genética de 5 poblaciones de esta especie, mediante seis marcadores moleculares SSR,
desarrollados para F.. Los resultados obtenidos indican que la estructura poblacional esta
determinada por eventos de colonizacion sucesiva de norte a sur y eventos de reduccion
poblacional en los extremos de su distribucion, que ha potenciado el efecto de la
endogamia. La diversidad genética de la especie es alta al norte de su distribucion y se
reduce casi a la mitad en el resto de las localidades con distribucion méas surefia. Los
datos obtenidos representan informacion basica que puede ser utilizada en el manejo y
conservacion de la especie y, por ende, de los bosques de haya que conforma, a corto o

mediano plazo.
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INTRODUCCION

El género Fagus estd conformado por 11 especies arboreas, que se distribuyen en el
hemisferio norte: F. crenata, F. engleriana, F. grandifolia, F. hayatae, F. japonica, F.
longipetiolata, F. lucida, F. multinervis, F. orientalis y F. sylvatica; que se caracterizan por
ser caducifolias, con una altura de entre 25 y 40 m, corteza lisa y palida, y hojas dentadas.
Los bosques de haya, cuyo dosel es dominado por alguna especie de Fagus, cubren grandes
extensiones del oeste de Europa, este de Asia y este de Norteamérica (Peters, 1997;
Hukusima et al., 2013). En la regién Neotropical, dentro de la zona ecoldgica templada
himeda de la Sierra Madre Oriental de México, existen pequefios fragmentos aislados de
bosque de haya, donde predomina el taxén endémico F. grandifolia subsp. mexicana

(Peters, 1997; Denk y Grimm, 2009; Rodriguez-Ramirez et al., 2013).

En general, los bosques de haya del planeta se desarrollan en regiones que relnen
condiciones ambientales particulares (Fang y Lechowicz, 2006; Hukusima et al., 2013); en
los tropicos estan restringidos a laderas de montafias, en donde las condiciones ambientales
que predominan son templadas a frias y con lluvia moderada. El sustrato éptimo para los
hayedos es el suelo franco, moderadamente acido compuesto por arcilla, arena y limo

(Peters, 1997; Rodriguez-Ramirez et al., 2016).

El bosque de haya de México (asociacion vegetal cuyo dosel es dominado por F.
grandifolia subsp. mexicana), es el de distribucidbn mas surefia, dentro de los bosques
dominados por alguna especie de Fagus en el planeta (Denk y Grimm, 2009). Se considera

como una de las asociaciones vegetales caracteristicas del Bosque Mesofilo de Montafia
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(BMM), con distribucion restringida a zonas montafiosas en un intervalo altitudinal de entre
1,400 y 2,000 m, en laderas orientadas al norte, con pendientes de mas de 75%, donde la
precipitacion pluvial anual es mayor de 1,000 mm (Williams-Linera et al., 2003 Ruiz-

Jiménez et al., 2012; Ortiz-Quijano et al., 2016; Rodriguez-Ramirez et al., 2016).

Las poblaciones de haya mexicana se caracterizan por presentar densidad baja, alta
especificidad ambiental (vulnerabilidad al cambio climatico) y distribucién fragmentada a
causa de la pérdida de su habitat (VVargas-Rodriguez et al., 2010; Rodriguez-Ramirez et al.,
2013; Ortiz-Quijano et al., 2015, 2016), por lo que se consideran en “peligro de extincion”
en la legislacion nacional (SEMARNAT, 2010). En cambio, a nivel de especie, se
encuentra en la categoria de “preocupacion menor” (LC), en la lista roja de la IUCN
(International Union for Conservation of Nature), por su amplia distribucion y cobertura en

Norteamérica por arriba de los 31° de latitud (Barstow, 2017).

La variabilidad genética permite que las especies se adapten a los cambios
ambientales y evolucionen, por lo que si disminuye afecta su eficiencia reproductiva y
supervivencia (Frankham et al., 2012). La perturbacion ambiental genera altos niveles de
estrés en las poblaciones vegetales e incrementa su variacion genética, por la reduccion del
tamafo poblacional (cuellos de botella, efecto fundador) o por efecto de la seleccidn natural

(Schlichting, 2004, Frankham et al. 2012).

Los estudios de genética de poblaciones en Fagus se han centrado principalmente
en la evaluacion de la variabilidad genética y la influencia del cambio climatico sobre su

distribucion, en particular en F. crenata, F. grandifolia y F. sylvatica. Los estudios de
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variabilidad genética en F. grandifolia subsp. mexicana coinciden en que sus poblaciones
presentan altos niveles de diferenciacion y baja diversidad genética a causa de la escasa
densidad de individuos, aislamiento geografico, alto grado de perturbacion de su habitat y
variacion ambiental local (Rowden et al., 2004; Montiel-Oscura et al., 2013; Galvan-
Hernandez et al., 2020). Sin embargo, hasta ahora la estimacién de la variacion genética de
las poblaciones de este taxdn se ha restringido a pocas poblaciones locales, es decir, no han
incluido toda su area de distribucién geografica conocida dentro de la Sierra Madre

Oriental, México.

ANTECEDENTES

El bosque mesoéfilo de montafia

Este ecosistema tiene una distribucion fragmentada en las regiones montafiosas y himedas
del pais, su limite norte se encuentra en el estado de Nuevo Ledn; al oeste se localiza desde
Sinaloa hasta Chiapas; se encuentra en algunas zonas dentro de la Faja Volcanica
Transmexicana y su distribucién mas oriental es en una pequefia area en el municipio de
Huimanguillo, Tabasco (Almeida-Cerino, 2008). Ademas, incluye varias asociaciones
vegetales transicionales de las montafias himedas tropicales y subtropicales entre los 1,500
y 2,500 m de altitud, y asociaciones cuya distribucion se extiende muy por debajo de los
600 m o hasta los 3,200 m de altitud, debido al efecto de la topografia en algunas regiones

del pais (Toledo-Aceves et al., 2011; Leal-Jiménez, 2014).

La distribucion discontinua del BMM permite que se desarrolle en suelos derivados

de una amplia variedad de sustratos geoldgicos (sedimentarios, graniticos y basalticos) y en
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cafiadas protegidas por el viento y la insolacion, asi como en laderas expuestas a vientos
con mucha humedad; a causa de estos factores geoldgicos y topograficos, el BMM presenta
una incidencia alta de especies endémicas, posiblemente paleo-endemismos que han
persistido en microhabitats que no han cambiado mucho a través del tiempo (Téllez-Valdez

et al., 2006; Ruiz-Jiménez et al., 2012).

Tomando en cuenta las cualidades que distinguen al BBM, es evidente que alberga
una gran diversidad bioldgica, segin Rzedowski (1996) la flora de este tipo de vegetacion
destaca por la abundancia y diversidad de epifitas, trepadoras lefiosas, pteridofitas, arboles,
bejucos, arbustos y plantas herbaceas; que en su conjunto llegan a formar parte importante
de la biomasa de la comunidad. EI mismo autor estima que la diversidad de plantas puede
ser de cerca de 2,500 especies. Recientemente, Villasefior (2010), usando una definicion
mas amplia que la de otros autores, reportd cifras mayores de especies restringidas a lo que
¢l denomind “bosque hiimedo de montana” (2,822 especies, 815 géneros y 176 familias).
Esta estimacion indica, en términos muy generales, la presencia de 10% de las especies,
52% de los géneros y 82% de las familias conocidas en la flora mexicana, unas 27,000
especies (Villasefior, 2010). Dentro de esta inmensa riqueza, las especies de la familia
Fagaceae, particularmente los géneros Quercus y Fagus son elementos importantes y

distintivos de la composicién arborea de este ecosistema.

Distribucion del género Fagus

La distribucion de Fagus en el planeta ha cambiado a través del tiempo, primero desde su

centro de diversificacion en el sureste de China (Yu-Sheng et al., 1998; Denk y Grimm,
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2009), hace 100 a 66 Ma, después en Europa durante el Mioceno y Plioceno (24 a 1.6 Ma),
hasta alcanzar el norte del Continente Americano, donde se han encontrado registros desde
el Eoceno, hace 45 Ma. La amplitud de distribucion que presentaba este género en el
pasado, probablemente se redujo por la deriva continental, la competencia entre especies y

el cambio climatico (Gang y Junging, 1998; Denk y Grimm, 2009).

Actualmente, las especies de Fagus se distribuyen de forma disyunta a nivel global
en las zonas templadas del hemisferio norte; en el este de Asia: F. engleriana, F. hayatae,
F. longipetiolata y F. lucida, en China; F. crenata y F. japonica en Japon y F. multinervis
en Corea. También existen dos especies en Europa y Asia, F. orientalis y F. sylvatica
(Denk y Grimm, 2009; Rose et al., 2009; Milad et al., 2011), y una en Ameérica del Norte,
F. grandifolia cuyas poblaciones se extienden desde el este de Canada y Estados Unidos de
América, hasta la Sierra Madre Oriental de México, donde se distribuye el taxon endémico
F. grandifolia subsp. mexicana con poblaciones restringidas a los estados de Hidalgo,
Puebla, Nuevo Ledn, San Luis Potosi, Tamaulipas y Veracruz (Peters, 1997; Rodriguez-

Ramirez et al., 2013).

F. grandifolia subsp. mexicana.

En México las poblaciones de haya ocupan un area aproximada de 144.54 ha, la asociacion
vegetal que conforman se distribuye de forma fragmentada en parches que varian desde <1
hasta 45 ha en superficie (Rodriguez-Ramirez et al., 2013). La composicion floristica y la
estructura del bosque de haya se correlaciona con las condiciones micro ambientales;

Ohsawa (1990) y Rodriguez-Ramirez et al. (2013, 2016) mencionan que la humedad del
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suelo, la temperatura ambiental, la cantidad de hojarasca y el pH son factores, que pueden

influenciar dicha estructura.

En nuestro pais se han encontrado alrededor de 10 localidades con bosque de haya
(Figura 1), todas ellas dentro de la Sierra Madre Oriental, en los estados de Hidalgo, Nuevo
Ledn, Puebla, San Luis Potosi, Tamaulipas y Veracruz (Miranda y Sharp, 1950; Hernandez
etal., 1951; Fox y Sharp, 1954; Little, 1965; Puig et al., 1983; Williams Linera et al., 1996;
Rodriguez-Ramirez et al., 2013). Al parecer, tres localidades donde se tenian registros de

este bosque, han desaparecido por el cambio de uso de suelo (Williams Linera et al., 2003).
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Figura 1. Distribucion actual de los hayedos en México. Tomado de: Rodriguez-Ramirez et

al. (2013).

Variacién genética en las poblaciones vegetales

La variacion genética es una condicion sin la cual la evolucidn no es posible, o la seleccién
natural y por tanto la vida como la conocemos. La evolucion es un proceso por el que la

variacion dentro de las especies se transforma en el espacio y el tiempo en variacion entre
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especies, es un proceso de cambio generacional y la genética de poblaciones es la disciplina
bioldgica que proporciona los principios teoricos de la evolucién (Barbadilla, 2010). Se
parte del supuesto de que los cambios evolutivos a pequefia escala, los que surgen en las
especies, dan pauta para una evolucion a gran escala, lo que hace que la variacidén genética
en los individuos que forman las poblaciones sea esencial para la permanencia de las
especies. Para estudiar esta variacion, la genética de poblaciones se apoya de distintas
técnicas moleculares que permiten el analisis preciso de esta diversidad y evidencian
polimorfismos, los cuales resultan Gtiles como marcadores genéticos. Sin embargo, incluso
las herramientas moleculares tienen sus limitaciones pues en la mayoria se evaltan solo una
pequefia muestra de genes o loci. Aun asi, generalmente se encuentra suficiente variacion
en las muestras de genes para que sea posible contrastar la variacion entre las poblaciones

(Becerra y Paredes 2000; De Vicente et al., 2004).

Técnicas moleculares en genética de poblaciones vegetales

Isoenzimas. De acuerdo con Nasser y Pifiero (1997), las isoenzimas como marcadores
moleculares han desempefiado un papel fundamental en diferentes disciplinas botanicas.
Las isoenzimas fueron originalmente definidas como formas moleculares mdultiples de las
enzimas que tienen funciones idénticas o similares y estan presentes en el mismo individuo
(Markért y Moller, 1959). Estos marcadores pueden presentar varias formas alélicas en un
locus en particular, las cuales se conocen como aloenzimas (Prakash, et al., 1969). En su
mayoria estas aloenzimas son selectivamente neutras y se utilizan como marcadores
hereditarios para cuantificar las frecuencias alélicas y genotipicas de los individuos, que

son los estimadores basicos de la composicion genética de una poblacion.
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Marcadores moleculares. De acuerdo con Becerra y Paredes (2000), el polimorfismo
basado en proteinas ha sido de gran utilidad en las investigaciones realizadas en plantas.
Con el desarrollo de las tecnologias basadas en DNA, se dispone de distintos marcadores
como aquellos basados en Fragmentos de Restriccion Polimorficos (RFLP) y en la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). Estos han derivado en multiples técnicas
como son la Amplificacion de DNA al azar (RAPD), Fragmentos Polimoérficos de DNA

Amplificados (AFLP) y microsatélites (SSR).

a) Fragmentos de Restriccion Polimorficos (RFLP)

Los RFLPs permiten estudiar el genoma con una mayor cobertura al incluir secuencias
codificantes y no-codificantes (exones, intrones y segmentos silenciados por metilacion).
Esto permite detectar con mayor eficiencia cambios genéticos puntuales, comparado con las
proteinas (Wang et al., 1992). La técnica est4 basada en la digestion del DNA total de un
individuo con diferentes enzimas de restriccion. Esta restriccion produce fragmentos para
una molécula de DNA en particular, los fragmentos resultantes son separados por
electroforesis en geles de agarosa y transferidos por capilaridad a una membrana de nylon

(Southern Blot).

b) Fragmentos Polimoérficos de DNA Amplificados al Azar (RAPD).

A partir de la PCR se han desarrollado técnicas como la de Fragmentos Polimorficos de
DNA Amplificado al Azar (RAPD). Esta técnica usa primers aleatorios para amplificar el
DNA (Williams et al., 1990). Los productos de la amplificacién son separados mediante

electroforesis y las bandas visualizadas, de diferente peso molecular, representan diferentes
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loci. En algunas especies, la técnica da la opcion de usar dos 0 mas primers dentro de la
misma reaccioén para aumentar el nimero de bandas, logrando una mayor cantidad de

informacion por reaccion.
c) Fragmentos Polimérficos de DNA Amplificados (AFLP)

En esta técnica basada en el método de PCR se combinan los principios de los RFLP y
PCR, donde una submuestra de fragmentos producidos por la restriccion del DNA bajo
estudio es amplificada selectivamente en cascada. Asi se puede detectar una variacion
considerable del genoma, lo cual se refleja en el nimero de productos amplificados con una
sola combinacion de primers. La eficiencia en detectar polimorfismos puede ser varias

veces mayor que la obtenida con RAPD y RFLP (Vos et al., 1995).
d) Microsatélites (SSR)

Son secuencias de 1 a 5 nucledtidos repetidos en tdndem y existen en forma abundante en
plantas (Condit y Hubbell, 1991). Mediante los microsatélites se puede medir la diversidad
entre genotipos amplificando mediante PCR para la region del DNA genémico que
contiene estas secuencias repetidas. En general, la amplificacion de microsatélites ha
demostrado que son mas variables que las isoenzimas, RFLP, AFLP y RAPD. Ademas de

ser mas conservados por lo que no existe variacion aleatoria o inespecifica.
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Cuadro 1. Caracteristicas generales de los marcadores utilizados en genética de

poblaciones. Modificado de Becerra y Paredes (2000).

Caracteristica Isoenzimas RFLP RAPD AFLP SSR

Polimorfismo Bajo Bajo-alto Medio-alto Medio- Alto
alto

Estabilidad Moderada Alta Alta Alta Alta

ambiental

NUmero de loci Medio Alto Alto Alto Alto

Reproducibilidad Moderada-alta Alta Moderada- alta Alta Alta

Aplicacién Rapida-barata Lenta- cara  Répida- cara Lenta- Lenta-
cara cara

RFLP: Fragmentos de restriccion polimorficos, RAPD: Amplificacion de ADN al azar,

AFLP: Amplificacién de fragmentos polimérficos, SSR: Secuencias simples repetidas.

Estudios de genética de poblaciones en Fagus

Merzeau et al. (1994) emplearon AFLPs para analizar la estructura genética de F. sylvatica
con distintos loci especificos, en arboles adultos y juveniles, observaron un déficit de
heterocigosis en adultos y un alto nivel de heterocigosis en juveniles, que pudo ser causado
por reproduccién moderada entre parientes. Pluess y Weber (2012) emplearon la misma
técnica para evaluar la adaptacion y variabilidad genética en F. sylvatica, lo que les
permitio sugerir que, en distancias geograficas cortas, se generan procesos micro evolutivos

tales como la adaptacion répida a la sequia (favorecidos por la longevidad de los arboles),
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lo cual permite que los genes responsables de esta adaptacidn se propaguen rapidamente en

la poblacidn, pero que promueve una menor variacion genética en los sitios mas secos.

El uso de aloenzimas, que difieren en la secuencia de aminoacidos de otras formas
de la misma enzima y estan codificadas por un alelo en un locus individual, fueron
empleadas por Kitamura et al. (1997) para el analisis de la variabilidad genética de F.
crenata. Posteriormente, Vornman et al. (2004) analizaron la variacion genética en F.
sylvatica, usando nueve marcadores SSR disefiados para F. crenata de los cuales
unicamente tres mostraron amplificacion polimérfica con diferente nimero de alelos; de
acuerdo con los autores, la nula amplificacion en los otros marcadores se debid
principalmente a que estas secuencias polimorficas no siempre se comparten entre especies

del mismo género.

En un estudio mas reciente, Piotti et al. (2013) compararon la estructura genética
entre poblaciones de F. sylvatica en ambientes perturbados empleando marcadores SSR, los
cuales permiten la distincion entre homocigotos y heterocigotos. Ademas, por su amplia
distribucion en el genoma, su reproducibilidad y elevada variabilidad (multi-alélicos), se
han convertido en uno de los sistemas de marcadores genéticos mas informativos y
utilizados. Estos resultados ponen de manifiesto que la especie F. sylvatica es el referente

para la evaluacion de la diversidad genética en el género.

Estudios de genética de poblaciones en F. grandifolia

Se han realizado varias investigaciones para estimar la variabilidad genética de F.
grandifolia. Houston y Houston (1994) analizaron la variacion genética con el uso de
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isoezimas en loci especificos; posteriormente Kitamura y Kawano (2001) analizaron los
patrones geograficos de diferenciacion genética para esta especie usando aloenzimas y su
interpretacion genotipica. Rowden et al. (2004), encontraron diferenciacion significativa
entre poblaciones de F. grandifolia en México y USA, utilizando marcadores RAPDs,
RFLP y haplotipos de cpDNA; también identificaron que existe una correlacion positiva
entre la diversidad genética y el tamafio efectivo poblacional, por lo que las poblaciones
pequefias del centro del pais son prioritarias para la conservacion y este indicador es
importante para evaluar la adecuacion de la especie. Koch et al. (2009) estimaron, mediante
el uso de seis marcadores microsatélites, que existe un alto grado de entrecruzamiento en
las poblaciones de F. grandifolia de Estados Unidos de América (EUA), lo cual explica la
alta diversidad genética de la especie. En contraste, Montiel-Oscura et al. (2013)
encontraron, mediante el uso de aloenzimas, que la diversidad genética en F. grandifolia

subsp. mexicana es moderada y no esté correlacionada con el tamafio poblacional.

Los resultados de los estudios realizados con F. grandifolia subsp. mexicana,
coinciden en que las poblaciones presentan altos niveles de diferenciacion y baja diversidad
genética a causa de la escasa densidad de individuos, aislamiento geogréfico, alto grado de
perturbacién de su habitat y variacion ambiental local (Rowden et al., 2004; Montiel-
Oscura et al., 2013; Galvan-Hernandez et al., 2020). Acorde con lo anterior, Kitamura et al.
(2008) refieren que es probable que el intercambio genético entre poblaciones de F.
grandifolia de EUA sea minimo o nulo, porque la dispersion del polen y semillas ocurre

solo en distancias cortas, de aproximadamente 1.17 ha.
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Los bosques de Fagus y el cambio climético

Debido al cambio climatico, los bosques estan expuestos a modificaciones ambientales,
como por ejemplo el aumento de la temperatura y la disminucion de la precipitacion. Para
que las especies que conforman estos bosques logren adaptarse requieren, entre otros
factores, que exista suficiente variabilidad genética en sus poblaciones. Se han realizado
algunos estudios con la finalidad de analizar el efecto del cambio climéatico en bosques de
Fagus. Pluess y Weber (2012) mencionan que la disponibilidad de humedad que se ha visto
alterada por cambios ambientales esta relacionada con la variacion genética de las especies;
Burger et al. (2018) analizaron la transferibilidad de la variacion genética en F. orientalis,
F. sylvatica y Quercus labra, para definir si se conserva en locus especificos compartidos
entre especies. En su trabajo emplearon marcadores SSR disefiados para F. grandifolia
encontrando semejanzas entre especies con cambios en el nimero de pares de bases de los
locus compartidos, lo cual indica que han ocurrido cambios en la misma informacion

genética en las tres especies como resultado de la variacién ambiental.

Kramer et al. (2010) realizaron proyecciones a futuro para estimar los efectos del
cambio climético sobre poblaciones de F. sylvatica en Europa, en especial sobre su rango
de distribucion y la estabilidad en su variacidén genética, encontrando que tiene potencial
para ampliar su distribucion y mantener la variacion genética durante dos o tres

generaciones mas.
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Dado que los arboles son las especies dominantes en los ecosistemas forestales,
existe interés en definir como responden a los efectos del cambio climético, pues son
capaces de mantener el flujo genético a largas distancias, lo cual puede promover evolucion
adaptativa en nuevos entornos (Kremer et al., 2012). Sin embargo, este flujo puede
interrumpirse en especies de arboles con tiempos de generacién largos y en aquellos que
tienen poca variacion a causa de sus tamafios poblacionales reducidos. En otro estudio,
Gailing et al. (2019), encontraron que las plantulas de F. sylvatica son capaces de resistir
diferentes condiciones de humedad, temperatura ambiental y sustrato de crecimiento,

demostrando su capacidad adaptativa ante los efectos del cambio climético global.

JUSTIFICACION

El BMM de Mexico es uno de los ecosistemas con mayor diversidad bioldgica en la region
Neotropical, aunque se caracteriza por su escasa cobertura (ocupa sélo 18,534 km? del
territorio nacional, lo que equivale al 1% del total) y vulnerabilidad por distribuirse en
parches aislados en las zonas himedas de solo 20 estados del pais (CONABIO, 2010). El
BMM se considera el ecosistema terrestre mas amenazado a nivel nacional, debido al
cambio de uso del suelo y por los efectos derivados del cambio climético global (Gonzélez-

Espinosa et al., 2012; Ruiz-Jiménez et al., 2012; Leal-Jiménez et al., 2014).

Dentro del BMM, en pocas localidades que se caracterizan por poseer condiciones
micro ambientales especificas, se desarrolla una asociacion vegetal relicta, el bosque de
haya o hayal, cuya especie dominante en el dosel, F. grandifolia subsp. mexicana, esta

incluida en la NOM-059-2010 (SEMARNAT, 2010), como endémica y en peligro de
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extincion. Por fortuna, las poblaciones de este taxdn no se explotan comercialmente desde
1940, afio en el que se impuso la veda; pero existe interés por iniciar nuevamente esta

actividad (Pérez, 1994; Ortiz-Quijano et al., 2015).

Hasta ahora, los estudios sobre la variacion genética de F. grandifolia subsp.
mexicana, se han realizado en poblaciones cercanas entre si (Rowden et al., 2004; Montiel-
Oscura et al., 2013; Galvan-Hernandez et al., 2020), por lo que incluyen solo una parte de
su area de distribucidon geografica en México y, por consiguiente, solo una parte de la
variacion genética del taxdn. En este trabajo se analizé la variabilidad genética de distintas
poblaciones de Fagus, a lo largo de su area de distribucion geografica en el pais, con la
finalidad de obtener informacion basica para el manejo y conservacion de la especie y de

los bosques de haya que conforma, a corto 0 mediano plazo.

HIPOTESIS

Las diferencias en la variabilidad genética y el tamafio efectivo de las poblaciones de F.
grandifolia subsp. mexicana, podrian ser el resultado de las condiciones ambientales (v. gr.
clima) en las que se han desarrollado a través del tiempo; por lo que el andlisis genético de
las poblaciones del haya mexicana permitird corroborar si existe relacion entre variabilidad
y estructura genética, con respecto a los cambios ambientales asociados con la altitud y

latitud a lo largo de su area de distribucion en la Sierra Madre Oriental, México.
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OBJETIVO GENERAL

Estimar la variacion genética de las poblaciones de F. grandifolia subsp. mexicana y definir
si dicha variacién esta relacionada con los cambios en las condiciones climéticas en el
gradiente latitudinal y altitudinal que ocupan en los municipios de Aramberri (Nuevo
Leon), Gomez Farias (Tamaulipas), Zacualtipan de Angeles (Hidalgo) y Chiconquiaco

(Veracruz), dentro de la Sierra Madre Oriental, México.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Estimar la variacion y estructura genética de las poblaciones de F. grandifolia subsp.
mexicana a lo largo de su distribucion geografica en la Sierra Madre Oriental de
México.

- Definir si la variabilidad genética de las poblaciones de F. grandifolia subsp.
mexicana, esta relacionada con el tamafio del area geogréafica que ocupan.

- Analizar si la variabilidad genética de las poblaciones de F. grandifolia subsp.
mexicana, esta relacionada con los cambios en altitud y latitud (condiciones

climaticas), a lo largo de su distribucidn geogréafica en México.
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METODO

Area de estudio

El estudio se realizo en el BMM de Hidalgo, Nuevo Leon, Tamaulipas y Veracruz (Figura
1, Tabla 1), especificamente en Agua Fria (Aramberri, N.L); Ojo de Agua del Indio y El
Salto (Reserva de la Biosfera el Cielo, Ejido Alta Cima, Gomez Farias, Tamaulipas), Las
Guacamayas (Chiconquiaco, Veracruz) y La Mojonera (Zacualtipan, Hidalgo). Los sitios

evaluados se localizan entre los 1332 y 1863 m snm y presentan gran variacion en el tipo de

suelo (Tabla 1).
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Figura 1. Localizacion geogréfica de las poblaciones de F. grandiolia subsp. mexicana

evaluadas.
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Tabla 1. Caracteristicas generales de las localidades donde se recolectaron las muestras de

F. grandifolia subsp. mexicana. Datos tomados de INEGI (2009).

Localidad Altitud del
o Latitud y InFerv_an sitio de Intervalo de PMA suelo
Municipio longitud altitudinal colecta temperatura dominante
(m) (°C) (mm)
Estado (m)
Leptosol
. (65.0%),
Agua Fria .
A 24°06'00"N 300- Calcisol
Aramberr,l, Nuevo 99°49'00"0 600 - 3100 1830 12 - 20 1,000 (19.4%),
Leon
Phaeozem
(4.5%)
Luvisol
(37.6%),
Vertisol
. (22.2%),
Ojo de Agua del
- ] 22°59'00"N 900- Phaeozem
I[1d|0, Gome_z 99°1100"0 50 - 2,400 1332 14 - 26 1.300 (13.9%).
Farias Tamaulipas
Chernozem
(10.5%),
Leptosol
(9.0%)
Luvisol
(37.6%),
Vertisol
0,
El Salto, Gémez 23°04'08"N 900- P(lejé(z)i)rh
Farias, 50 - 2,400 1343 14 - 26 1300 (13.9%)
Tamaulipas 99°13'04" O ’ s
Chernozem
(10.5%),
Leptosol
(9.0%)
Regosol
. (33.57%),
La Mojonera ;
., 20° 38'24"N 500- Luvisol
’Zacualtlpe_m de 98° 3748”0 500 - 2300 1780 12-22 2600 (27.0%),
Angeles, Hidalgo .
Acrisol
(24.0%),
Las Guacamayas, Andosol (96%)
. . 19°45'00"N 1,500-
Chinconquiaco, 96°49'00"0 700 -2,300 1863 14-24 2,000

Veracruz

Luvisol (3%)
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Colecta del material

Se colectaron entre 10 y 15 hojas jovenes en buen estado de un total de 125 &rboles adultos,
es decir 25 individuos por localidad. Para evitar la coancestria, se considerdé una distancia
minima de 25 m entre individuos. Las hojas se colocaron en bolsas de plastico con silica
gel, para eliminar el exceso de humedad y evitar el crecimiento de hongos. Cada bolsa se
etiquetd con el nombre de la poblacion y el nimero de individuo, y se mantuvo a -20°C

hasta su uso.

Trabajo de laboratorio

Extraccion de DNA.

Para la preparacion del tejido se seleccion6 una hoja de cada individuo, se eliminé el
exceso de silica y se realizé un lavado con agua destilada y alcohol. Para la extraccion de
DNA se us0 el protocolo de Doyle & Doyle (1987) con modificaciones que se describe a

continuacion:

1. En un mortero se muelen 0.5 gr del tejido vegetal con nitrégeno liquido hasta
obtener un polvo fino.

2. Agregar 1ml de buffer CTAB 2x con B mercaptoetanol al 3% y seguir moliendo,
recuperar el liquido en un microtubo de 1.5 ml.

3. Centrifugar a 8, 000 rpm durante 8 minutos.

4. Eliminar el sobrenadante y resuspender con 1ml de CTAB 2x sin § mercaptoetanol
y homogeneizar.

5. Centrifugar a 9, 000 rpm durante 8 minutos.
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6. Eliminar el sobrenadante y agregar 600 ul de CTAB 2x con 10 pl de RNasa e
incubar 1 hora a 40 °C.

7. Agregar 10 pl de Proteinasa K e incubar a 60 °C por 1 hora.

8. Agregar 600 pl de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) y agitar
vigorosamente hasta homogeneizar.

9. Centrifugar a 10,000 rpm durante 10 minutos.

10. Trasladar 600 pl del sobrenadante a un nuevo tubo.

11. Agregar 65 pl de acetato de sodio pH 5.2 (3M), posteriormente agregar 2/3 del
volumen final de isopropanol 100% helado, dejar una noche a -20° C para precipitar
el DNA.

12. Centrifugar a 12, 000 rpm durante 10 min, decantar el sobrenadante sin perder la
pastilla.

13. Limpiar el DNA agregando 1 ml de etanol al 70% y centrifugar a 14, 000 rpm.

14. Secar totalmente el DNA en el Speed Back (5 a 8 min).

15. Finalmente, re-suspender en 45 pl de Buffer TE.

Para medir la cantidad de DNA por muestra se cuantificd por espectrofotometria a
260 nm y se evalud la integridad del material genético en gel de agarosa al 0.8%.
Posteriormente, se prepararon alicuotas para mantener una concentracion estandarizada de

40-50 pg/ul y se almacenaron a -20°C para evitar la degradacion del DNA.
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Amplificacion de los marcadores moleculares y electroforesis. Se evaluaron cuatro
marcadores SSR desarrollados para F. sylvatica: TBN-24, TB-142, FS1-25 y FS1-03
(Pastorelli et al., 2003; Li-Ping et al., 2012), y dos para F. grandifolia: FG5 y FG7 (Koch et
al., 2009). Cada uno fue preparado a una concentracion de 10 pM. La amplificacion se
realiz6 con un volumen de reaccion de 8 pl que contiene 1.6 pl de MgCI2 (25uM), 0.3 ul
del cebador forward y 0.3 pl del reverse (10uM c/u), 0.3 pl de dNTP"S(10 mM), 2.4 ul
buffer 5x, 0.9 ul de agua ultra pura, 0.4 pl (2 u) de Taq polimerasa (Promega GoTaq) y 2 pl
de DNA gendémico (40-50ug/ul). Las especificaciones para la amplificacion son:
desnaturalizacion inicial 95 °C por 5 min, 33 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C 40 seg,
alineacion de acuerdo al primer por 50 seg (Tabla 2), extensién 72 °C 1 min y una
extension final a 72 °C 10 min. Los productos de PCR se separaron usando geles de
acrilamida al 15%, con electroforesis a 90 V durante 75 min, los geles se visualizaron en un
transiluminador de luz UV, y los pesos moleculares se registraron con el programa Gel
Analyzer (Lazar y Lazar, 2010), capturando el tamafio de pares de bases e intensidad de las

bandas por individuo.
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Tabla 2. Nombre del locus, secuencia de los primers, temperatura de alineamiento (Ta),

alelos por locus obtenidos (A) y tamafio del marcador en pares de bases (pb).

Locus Primer Forward 5°- 3 Primer reverse 3" - 5 T.°C A Pb
TBN-24 igigi‘l(;GATAACTG _(IfgéGCTTGTCGCTCTA 58°C 6 201-222
'1I'LI‘:°>2N- gggﬁgGCTTGGAAA gg'cl;LAGGTCTTCTTCA 60°C 5 240-291
£S1-25 gg_(ri_lc_:gATACCTCTCA éﬁ:ﬁéTCATTGCAAC 54°C 7 69-84
FS1-03 $é§£2§TTGACACAT '(I;((B:g;é:?AGCACTTTTT 62°C 6 94-104
£G5 ﬁg;iiiéiAAAAAA éé'(I;GCAATATCTCCAG 56°C 5 203-243
£G7 AAATAGTATGGTTAT ACACTATTAGTTGTCT 50°C 6 79-108

GTGC TGA

Anélisis de datos

Diversidad genética. La cantidad de alelos fue depurada por probabilidad Poisson,
considerando la eliminacion de los alelos nulos al presentar frecuencias menores de 5%, lo
que permiti6é eliminar errores de genotipado, incluyendo alelos no amplificados. Con los
datos obtenidos, se calcularon las frecuencias génicas, para determinar el promedio de
muestras amplificadas por locus/localidad (N), el promedio de alelos por locus/localidad
(A), el namero efectivo de alelos por locus/localidad (Ne), el indice informativo de
Shannon para cada iniciador (), la heterocigosis observada y esperada (Ho y He
respectivamente), el coeficiente de fijacion (F) y el equilibrio de Hardy-Weimberg,

utilizando el programa GenAlEx v.6.5 (Peakall y Smouse, 2006), el cual considera una
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prueba de y?> modificada para la comparacion. Ademas, se establecio la cantidad de alelos

exclusivos por poblacion, medida indirecta de la fijacion por deriva génica.

Estructura genética. Con el mismo programa, (GenAlEx v.6.5), se evaluo la distribucion
de la variabilidad genética dentro y entre localidades analizadas calculando los indices de
diferenciacion/endogamia (FIT, FIS, FST), para determinar el nimero de migrantes por
generacion (Nm) de forma pareada (Slatkin, 1993). Se realizé un Analisis de Varianza
Molecular (AMOVA), asumiendo un modelo de alelos infinitos con 999 permutaciones
(Excoffier et al., 1992). Adicionalmente, se establecieron las distancias de Nei para
marcadores hipervariables, con lo que se construyd un arbol de divergencia genética
mediante el algoritmo Neighbour-Joining, con el programa Past v2.3 (Hammer et al.,

2001).

Para establecer la cohesidn genética entre los individuos dentro de las poblaciones,
se realiz6 un analisis de asignacion basado en el modelo de Monte Carlo, considerando
50,000 permutaciones y 50,000 pasos de asignacion por Bootstrap, bajo el modelo ancestral
admixture, en el cual los individuos en la muestra son asignados a dos 0 mas poblaciones si
sus genotipos indican que se mezclan y asi, cada individuo representa una fraccion de su
genoma dentro de cada grupo los cuales pueden tener un origen mixto. EI modelo de
frecuencias alélicas que se utilizd fue el independiente que asume frecuencias alélicas
altamente divergentes entre poblaciones. Estos modelos consideran a priori la identidad de
procedencia de los individuos y los asigna a grupos hipotéticos, en este caso se utilizd de 2
a 10 grupos (k) con 10 iteraciones cada uno (Falush et al., 2007). Para este analisis se

utilizé el programa STRUCTURE v. 5.4 (Pritchard et al., 2000). El limite adecuado de
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asignacioén a la cantidad de grupos con la menor varianza acumulada fue calculado de
acuerdo con el método gréafico propuesto por Evanno et al., (2005) generado a partir del

programa STRUCTURE SELECTOR (Li y Liu, 2018).

Para contrastar y comparar el analisis de asignacion bayesiana a grupos genéticos
hipotéticos, se realizé un Analisis Discriminante de Componentes Principales (DAPC, por
sus siglas en ingles), un método multivariado que se utiliza para identificar y describir
grupos de individuos genéticamente relacionados, en donde primeramente por medio de un
Analisis de Componentes Principales (PCA) se busca la direccion que muestra la mayor
varianza total, seguida de un analisis discriminante (DA) que maximiza la separacion entre
grupos mientras minimiza la variacion dentro del grupo. El DAPC no se basa en un modelo
particular de genética de poblaciones, por lo tanto, esta libre de suposiciones sobre el
equilibrio de HW o desequilibrio por ligamiento y se basa en el mismo modelo estadistico
clasico de ANOVA para cuantificar la diferenciacion entre grupos (Jombart et al., 2010).

Para este analisis se utilizo el programa Statistica v. 10 (StatSoft, 2011).

Cuellos de botella. Para determinar si han existido reducciones recientes en el tamafio
efectivo poblacional, se realiz6 un analisis de cuello de botella, el cual considera la
desviacién del equilibrio deriva-mutacién, que se observa en un incremento sustancial en la
cantidad de genotipos heterdcigos para cada loci, generados por iteraciones bayesianas
hasta por 10,000 pasos. Para esta prueba se utilizd el modelo de mutacién de dos fases
(TPM); que es intermedio entre el modelo de islas infinitas (I1M)y el de mutacion por pasos
(SMM). La mayoria de los microsatélites presentan un modelo de mutacion intermedia de

eventos de mutacion por pasos. El resultado final de la iteracion es comparado con lo
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esperado en el modelo de equilibrio mediante una prueba de Wilcoxon. El programa usado
para este anélisis fue Bottleneck v.1.2.02 (Cornuet y Luikart, 1996, Piry et al., 1999). Este
andlisis también detecta la falta de genotipos heterdcigos, disminucion atribuible a un
incremento poblacional basado en cruzas endogamicas, lo que se considera un cuello de
botella ancestral, ademéas de poder analizar por separado cada locus. La comparacion en
cada locus depende de las diferencias entre la heterocigosis calculada y la heterocigosis
esperada en el modelo de mutacién de dos fases bajo el supuesto de equilibrio deriva-
mutacién (HE-HEQ = DH), dividido entre la desviacién estandar (DE) de la heterocigosis

calculada por la iteracion a 10,000 pasos.

Por otro lado, se estimo el tamafio efectivo poblacional con la féormula Te = 4nNm
(Slatkin y Barton, 1989), donde Nm = (1/FST-1)/4 (Slatkin, 1993). El valor de Te obtenido
fue ponderado en relacion al tamafio de muestra (25 por poblacion) para obtener una
frecuencia de individuos efectivos respecto al total. Finalmente, considerando la
heterocigosis observada para el primer modelo, y el tamafio efectivo poblacional para el
segundo; se realizaron correlaciones de Spearman independientes; considerando la altitud y

la latitud como los predictores.

RESULTADOS

Diversidad genética

El 90 £ 4.08 % de los loci fueron polimorficos con un total de 42 alelos; con un promedio
de 3.16 = 0.27 alelos por locus, 2.22 + 0.17 alelos, indice de Shannon de 0.82 + 0.08, una

Ho de 0.34 + 0.07, He de 0.5 £ 0.04 y coeficiente de fijacion de 0.35 = 0.15. Sin embargo,
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esta diversidad no se distribuy6 de manera homogénea, ya que los valores mas altos fueron
los de la poblacion con distribucion mas nortefia: Agua Fria, Nuevo Leon, seguida de Las
Guacamayas, Veracruz. Por otra parte, es notorio que las dos poblaciones de Tamaulipas
son menos diversas (Tabla 3).

Existe una gran cantidad de alelos exclusivos en cada poblacion, practicamente para
todos los loci (Tabla 3), lo que se relaciona con la fijacion del alelo 84 del locus FS1-25 en
la poblacion de Agua Fria, NL; la cual también tiene la mayor cantidad de individuos con
alelos exclusivos (94), seguida de la poblacién con la distribucion mas surefia (Las
Guacamayas, Veracruz), con 81; aunque en este caso el alelo 91 del locus FG5 es el que se
encuentra en proceso de fijacién con una frecuencia de 0.76. El resto de los loci muestran
recambio escalonado, tal como se esperaria en un modelo de “salto en piedra”, aunque la
poblacion de El Salto, tiene un alelo fijo para el locus TBN-142 (Figura 2).

En conjunto, las frecuencias alélicas para los seis loci divergen principalmente en la
zona sur de la distribucion de la especie. Ninguna de las poblaciones se encuentra en
equilibrio de Hardy-Weimberg: Agua Fria, Nuevo Ledn: y?> = 18.06, p = 0.011; Ojo de
Agua, Tamaulipas: ¥2 = 14.51, p = 1.08e; El Salto, Tamaulipas: x> = 35, p = 3.04e”’; La
Mojonera, Hidalgo: ¥*> = 17.13, p = 1.9e¢; Las Guacamayas, Veracruz: x* = 44.62, p =

1.08e.
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Figura 2. Recambio alélico entre poblaciones de F. grandifolia subsp. mexicana,

considerando los seis loci evaluados.
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Tabla 3. Diversidad genética en las poblaciones de F. grandifolia subsp. mexicana. N:
namero de individuos, P%: porcentaje de loci polimorficos, Na: promedio de alelos por
locus, Ne: numero efectivo de alelos por locus, I: indice de Shannon, Ho: heterocigosis
observada, He: heterocigosis esperada, F: coeficiente de endogamia, Ex: promedio de alelos

exclusivos, % ex: porcentaje de alelos exclusivos (Promedio + DE).

Agua Fria, Ojo del Agua El Salto, La Mojonera, Las
NL del Indio, Tamps. Hgo. Guacamayas,
Tamps. Ver.
N 25 25 25 25 25
P% 83.33 83.33 100 100 83.33
Na 3.67x0.71 233042 3.33+£0.42 25+0.35 4081
Ne 2.7+0.43 1.68+0.2 2.38+£0.41 1.7+£0.25 2.65+0.38
| 0.99 £0.22 06+114 0.92+0.14 0.60x0.1 1.018+0.21
Ho 0.57+£0.17 0.25+0.12 0.22 £0.15 0.31+1.16 0.33+£0.17
He 055x0.11 0.36 £ 0.08 0.52x+0.7 0.36 £ 0.7 0.55+0.11
F -0.07£0.23 0.4£0.25 0.6 £0.25 0.33+£0.3 0.42 £0.26
Ex 3.76 £ 0.88 1.27+0.47 3.12 £ 0.67 3.16+0.8 3.24 £ 0.66
%0ex 31.33% 4.6% 26% 26.33% 27%

Estructura genética

De acuerdo con los resultados del AMOVA, los niveles de diferenciacion son significativos
(FST = 0.45, p < 0.01), existe endogamia (FIT = 0.61 p < 0.01) y las poblaciones no se
encuentran en equilibrio Hardy-Weimberg (FIS = 0.3 p < 0.01), por lo que el nivel de flujo
genético es bajo (Nm = 0.3). De forma pareada, las poblaciones con mayor diferenciacion
son Ojo de Agua, Tamps. y La Mojonera, Hgo. (Tabla 4). Por el contrario, las poblaciones
con mayor cantidad de individuos migrantes por generacion son Agua Fria, NL y EIl Salto,

Tamps. Esto se observa en el agrupamiento NJ (Figura 3), con la mayor relacion entre el
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Salto y La Mojonera. Aunque cabe sefialar que, de acuerdo con Wrigth (1978), no son

suficientes individuos para considerar que son poblaciones relacionadas. Esto se corrobora

porque todos los analisis de estructura genética (AMOVA, asignacién bayesiana y DAPC),

mostraron diferencias significativas, incluso entre las dos poblaciones de Tamaulipas,

localizadas a corta distancia geografica entre si.

Tabla 4. Andlisis de estructura poblacional. FST: indice de diferenciacion, Nm: nimero de

migrantes por generacion

Agua Ojo de El Salto, La Mojonera, Las
Fst\Nm . Agua, Guacamayas,
Fria, NL Tamps. Hgo.
Tamps. Ver.
Agua Fria, NL - 0.39 0.43 0.27 0.36
Ojo de Agua, 0.4 . 0.33 0.17 0.28
Tamps.
El Salto, Tamps. 0.37 0.43 - 0.47 0.33
LaMojonera, — 4o 0.6 0.35 . 0.22
Hgo.
Las
Guacamayas, 041 0.48 0.43 0.53 -
Ver.
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Las Guacamayas, Ver.

Ojo de Agua, Tamp.

El Salto, Tamp.

La Mojonera, Hgo.

— Agua Fria, NL.

Figura 3. Diagrama de agrupamiento Neighbour-Joining basado en distancias de Nei.

El analisis de asignacion bayesiano mostré tres grupos genéticos (similar al
agrupamiento NJ) o cinco (similar al DAPC), dependiendo de la aproximacion para
determinar el namero de categorias (Evanno = 3; InP (K) = 5; Figura 4). En todo caso, el
modelo genera un agrupamiento no dependiente del aislamiento geogréafico con la mayor

divergencia en los extremos de la distribucion, tal como lo muestra el AMOVA (Tabla 4).
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Agua Fria Ojo de Agua, El Salto La Mojonera  Las Guacamayas
NL Tamp. Tamp. Hgo. Ver.

Figura 4. Anélisis de asignacion bayesiano (STRUCTURE), correspondiente a 3 y 5

grupos genéticos.

El DAPC mostr6 que todas las poblaciones difieren significativamente en su
composicion genética (Faii0) = 179.9 + 121.17, p <1.0e9), variacion explicada
Unicamente por cuatro de los seis loci (Eigenvalores: FS1-25 = 51.6, TBN-142 = 16.17,
TBN-24 y FG7 = 1.97; en todos los casos y2 > 100 y p < 0.001). Dado que los dos primeros
factores explican méas del 94.16% de la varianza entre grupos, solo se usaron estos para la

evaluacion (Figura 5).
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Figura 5. Andlisis de Funciones Discriminantes de Componentes Principales. EV:
Eigenvalor, VE: varianza explicada por el eje.

Cuellos de botella

El andlisis de cuello de botella, mostro reducciones recientes en el tamafio poblacional en
Agua Fria, Nuevo Leén (4 loci con exceso de heterécigos, locus FS1-03 HE p = 0.01 y
FS1-25 fijo p < 0.001, Wilcoxon p = 0.031), Ojo de Agua, Tamaulipas (4 loci con exceso
de heterdcigos, locus TBN-142 fijo p < 0.001, Wilcoxon p = 0.031), El Salto, Tamaulipas
(5 loci con exceso de heterdcigos, locus TBN-142 HE p = 0.02, Wilcoxon p = 0.039) y la
mayor reduccién en Las Guacamayas, Veracruz (5 loci con exceso de heterdcigos, locus

FG5 fijo p < 0.001, Wilcoxon p = 0.015). En contraste, la poblacion de La Mojonera,
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Hidalgo no presenta reduccion en el tamafio poblacional (3 loci con exceso de heterécigos,
Wilcoxon p = 0.42), aunque el locus TBN-142 presenta un incremento significativo en la
HE (p = 0.013), por lo que se infiere que la poblacion se encuentra al principio de una

reduccion poblacional.

Diversidad genética y condiciones ambientales

El andlisis cualitativo de los datos incluidos en la Tabla 5, muestra los valores obtenidos
para la heterocigosis observada (Ho) y el calculo del tamafio efectivo poblacional (Te).
Como se puede observar las poblaciones de Agua fria y Las Guacamayas localizadas en
altitudes mas elevadas, poseen valores de heterocigosis mas altos. Esto corresponde con los
valores de correlacion obtenidos (Ho vs Altitud, rs = 0.8, p < 0.05), siendo las Unicas
variables que resultaron con asociacion positiva significativa (Ho vs Latitud, rs = 0.1, p =

ns; Te vs Altitud, rs = 0.1, p = ns; Te vs Latitud, rs = 0.3, p = ns).

Tabla 5. Relacion de la diversidad genética y el tamafio poblacional con la altitud y latitud
en las regiones de muestreo. Ho: heterocigosis observada, Te: tamafio efectivo poblacional

(frecuencia de individuos efectivos por poblacion).

Poblacion Ho Te Altitud (m) Latitud

Agua Fria, NL. 0.57 0.182 1,830 24.06

Ojo del Agua del Indio, Tamp. 0.25 0.147 1.332 29 59
El Salto, Tamp. 0.22 0.196 1,574 22,588
La Mojonera, Hgo. 0.31 0.142 1,780 20.3824

Las Guacamayas, Ver. 0.33 0.150 1,863 19.45
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DISCUSION

Diversidad genética

La diversidad genética responde a un gradiente latitudinal, con los valores mas altos en el
norte (Nuevo Ledn), lo que concuerda con un menor coeficiente de endogamia y un mayor
numero de alelos. Este patron sefiala a la poblacion de Agua Fria, Nuevo Leon como el
probable origen de la distribucion del clado mexicano, en congruencia con la historia de
colonizacion de la especie, de norte a sur (Peters, 1992; Denk y Grimm, 2009) y en
correspondencia con el grupo base o raiz del diagrama NJ (Figura 3). Sin embargo, las
poblaciones con mayor cantidad de alelos exclusivos se encuentran en los extremos de la
distribucion, tanto norte como sur, por lo que podrian ser las poblaciones mas aisladas tanto
geografica como genéticamente, lo que concuerda con un modelo de aislamiento asociado a
eventos de colonizacion (Sanchez, 2005). Esto se puede explicar por eventos sucesivos de
endogamia posteriores a la colonizacion. Por ejemplo, en la reserva de la biosfera El Cielo,
han existido reducciones subsecuentes de la cobertura vegetal datadas entre 1970 y 1971
(Castillo y Dirzo, 2005), lo que se traduce como una reduccion poblacional masiva, tal
como lo indican los resultados de cuello de botella.

Aunado a lo anterior, la mayoria de los alelos raros se presentaron en los
marcadores TBN-142 y FS1-25, ambos desarrollados para F. sylvatica (Pastorelli et al.,
2003; Li-Ping et al., 2012), por lo que estos son susceptibles de ser afectados por eventos
evolutivos distintos como seleccion natural, desequilibrio deriva-mutacion o endogamia. En

las poblaciones de El Salto, Tamaulipas y Las Guacamayas, Veracruz se observo el mayor
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namero de loci en desequilibrio, por lo que sus condiciones ambientales podrian ser
consideradas como en el extremo de lo esperado para la especie, o en su defecto, son
poblaciones que se aislaron hace mas tiempo, incrementando el efecto de las reducciones
poblaciones posteriores y cualquier otra fuerza evolutiva implicada.

Otro elemento a destacar es que las poblaciones de haya que se encuentran en la
parte central de su distribucion geografica, tienen el mayor porecentaje de loci
polimérficos, lo que apoya la observacion de la pérdida de diversidad genética en los
extremos de la distribucién. El polimorfismo es particularmente importante en este contexto
ya que los marcadores microsatélites son considerados altamente polimorficos al identificar
muliples variables alélicas, por lo que no se esperaria una pérdida sustancial de variacién en
este indicador (Jarne y Lagoda, 1996). Mas aun, la correccién realizada en el nimero de
alelos (distribucion de frecuencias Poisson), genera un modelo probabilistico de asignacion
equilibrado por la frecuencia y no por ligamiento o nulidad alélica, es por ello que cualquier
variacion en el polimorfismo indica eventos poblacionales reales mas que variacion debida
al marcador utilizado.

Por otro lado, las poblaciones de Fagus situadas en los extremos de la distribucion,
asi como en la poicon central, tienen una mayor cantidad de alelos, tanto en promedio como
efectivos, aln cuando hay fijacién para los loci TBN-142 y FS1-25, lo cual es una funcién
directa de la heterocigosis en el resto de los marcadores. Ante la aparente discrepancia se
puede decir que los valores de heterocigosis mas elevados en el centro y en los extremos de
la distribucidn de la especie, probablemente no obeceden a un patrén de aislamiento sino a

un proceso de seleccion o endogamia, puesto que no hay alelos compartidos entre
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localidades. En otras palabras, los heterdcigos registrados en las poblaciones del sur
presentan diferentes combinaciones alélicas de los encontrados al centro y al norte de la
distribucion de F. grandifolia subsp. mexicana, con excepcion de los alelos fijos ya
mencionados en los extremos de la distribucion.

Por lo anterior, se infiere que procesos evolutivos independientes favorecieron el
surgimiento de alelos divergentes en combinaciones heterécigas distintas entre poblaciones,
independientemente de la distancia geogréfica (v.gr. Ojo de Agua y EI Salto, en
Tamaulipas). Al respecto, se sabe que algunas especies presentan un modo de especiacion
simpatrica, determinado en principio por divergencias en el habitat mediado por efectos
fundadores subsecuentes, que a largo plazo incrementan la variacion morfoldgica temporal
y espacialmente; este fendmeno se conoce como especiacion alocronica (Santos et al.,
2007). Tal parece ser el caso de F. grandifolia subsp. mexicana, ya que historicamente se
ha documentado una separacion de las poblaciones de Norteamérica desde hace varios
miles de afios, con limitaciones de radiacion atribuidas a los cambios climaticos (Fang y
Lechowicz, 2006) y eventos de reduccién poblacional en el sur (Galvan-Hernandez et al.,

2020).

Estructura genética

Como ya se ha mencionado, los resultados sugieren eventos sucesivos de colonizacion
desde su origen, en la region biogeografica neartica hasta la neotropical, como se esperaria
para esta especie (Gould, 2014). Sin embargo, la divergencia se magnifica por eventos
subsecuentes de endogamia y reduccién poblacional, lo cual tiene un antecedente historico

en la reserva de la bhidsfera El Cielo, situacién denominada "vortice de la extincion"
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(Fangan y Holmes, 2006). Sin embargo, en La Mojonera, la alta densidad poblacional
probablemente ha permitido mantener cierta estabilidad genética, con un patron de
divergencia evolutiva independiente. En otras palabras, los alelos encontrados en la
poblacion de haya de La Mojonera, aun cuando sean mas en promedio, no son
representativos de la especie a lo largo de su distribucion, por lo que es necesario generar
planes de conservacion independientes para cada localidad. No obstante, Galvan-
Hernandez et al. (2020), mencionan que existen otras poblaciones de haya en el estado de
Hidalgo, que si mantienen cierta similitud genética con la poblacion de La Mojonera
(aunque en el estudio antes citado utilizaron marcadores SSR distintos para estimar la
diversidad alélica), por lo que es probable que exista un nucleo poblacional mayor y, por lo
tanto, un agrupamiento alélico en la region central de distribucion de la especie; esto
enfatiza la importancia de la conservacion de las poblaciones de haya que se distribuyen en
el estado de Hidalgo (Rodriguez-Ramirez et al., 2013; Ortiz-Quijano et al., 2015).

Por otro lado, la poblacion de Las Guacamayas situada en el extremo sur de
distribucion de la especie, presenta la mayor divergencia genética (con un nivel de
variacion similar al encontrado entre especies distintas), debido probablemente al
aislamiento y fijacion alélica (Vornnam et al., 2004), que puede haber ocasionado eventos
de especiacion recientes. Ademas, el que no haya aislamiento por la distancia geogréfica,
sugiere que las poblaciones han sufrido un grado de fragmentacién tan severa, que se ha
perdido por completo la conectividad, incluso entre las dos poblaciones que se distribuyen

dentro de la reserva de la Biosfera El Cielo. En este caso particular, el patron de aislamiento
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coincide con un gran incendio reportado en esta region en la década de los 70°s (Castillo y
Dirzo, 2005), lo que acelero cualquier fendmeno de fijacion por cuello de botella.

Para explorar si el cambio climéatico global es responsable de la divergencia, es
necesario asociar los cambios en las frecuencias alélicas con eventos de seleccion natural.
Bajo este contexto se deben correlacionar variaciones adaptativas con variables
bioclimaticas, como las bases de datos de WorldClim. La informacion obtenida permitira
corroborar que la diferenciacion en las poblaciones no estd influenciada por cuellos de
botella (Kempf y Konnert, 2016). No obstante, los resultados actuales permiten inferir que
hay dos elementos fundamentales en la distribucion de la variabilidad genética, la latitud y

la altitud.

Diversidad genética y condiciones ambientales

Los valores de variacion genética entre las poblaciones de F. grandifolia subsp. mexicana,
son semejantes a los encontrados en otros trabajos que evalUan la diversidad genética en
poblaciones de F. sylvatica en funcion de la altitud, la humedad (Pluess y Weber, 2012) y
la perturbacion (Vettori y Vendtami, 2013), en donde algunas variables climaticas como la
temperatura y la precipitacion, se han visto alteradas en afios recientes, lo que ha tenido
efectos sobre la diversidad genética de sus poblaciones.

En F. grandifolia subsp. mexicana, el gradiente latitudinal puede estar relacionado
con el recambio alélico poblacional, en particular con el patron observado para los loci
TBN-142 y FS1-25, asi como con la pérdida de loci polimorficos en los extremos de

distribucion de la especie. Ante el alto nivel de variacion genética encontrado, es destacable
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la importancia de la adaptacion local, atribuible a combinaciones concretas de alelos con
mayor adecuacién en condiciones ambientales especificas (Alberto et al., 2013). El patron
documentado indica que los procesos evolutivos han depurado con mayor fuerza los alelos
en las poblaciones situadas en los extremos norte y sur de la distribucion de la especie, lo
que concuerda con el planteamiento base (hipdtesis) de la presente investigacion.

Se ha documentado que el tamafio poblacional efectivo es buen indicador de los
patrones de adaptacion en distintas especies de arboles, incluido F. grandifolia subsp.
mexicana (Rowden et al., 2004). Koch et al. (2009) encontraron un alto nivel de
entrecruzamiento en las poblaciones de F. grandifolia de Estados Unidos de América, que
se caracterizan por la gran extension territorial que ocupan y por la alta densidad de
individuos, lo cual es diametralmente diferente en México. Los resultados del presente
estudio indican que el tamafio efectivo poblacional es independiente de la variabilidad
genética, lo cual concuerda con los datos obtenidos por Montiel-Oscura et al. (2013). Ante
este panorama, es posible sugerir que los cambios en las condiciones ambientales asociados
con el gradiente de latitud han propiciado la eliminacion de alelos en los extremos de la
distribucion y han magnificado la divergencia entre poblaciones por efecto de la endogamia
y la deriva génica.

En cuanto a la altitud, fue la Unica variable que se relaciond significativamente con
los valores de diversidad genética (Ho): conforme se incrementa la elevacion, la frecuencia
de individuos heterdcigos aumenta. Esto es particularmente notorio en las tres poblaciones
de haya mexicana que se distribuyen a menor altitud, las cuales presentan la menor

cantidad de alelos. No obstante, es imposible determinar cuéles alelos responden a la
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variacion altitudinal, en principio por el elevado recambio entre poblaciones y en segundo
lugar porque los marcadores son neutrales. Este tipo de patrones clinales se han reportado
para otras especies de arboles del neéartico, sobre todo cuando sus poblaciones se
encuentran en regiones tropicales, como es el caso de F. crenata (Tomaru et al., 1996),
Nothofagus pumilo (Premoli, 2003), Chamaecrista fasciculata (Etterson, 2004) y Platanus
mexicana (Galvan-Hernandez et al., 2015). En estos casos, los alelos identificados como
responsables de las adaptaciones locales tampoco pudieron ser identificados, aun cuando se
usaron diferentes marcadores, algunos considerados no neutrales (ISSRs e isoenzimas).

En cuanto a la densidad poblacional de F. grandifolia subsp. mexicana, la localidad
de la Mojonera mantiene conectividad genética con las poblaciones de Medio Monte (San
Bartolo, Tutotepec, Hidalgo) y EI Gosco (Tenango de Doria, Hidalgo) (Galvan-Hernandez
et al., 2020), por lo que aun cuando aparentemente tiene un tamafio efectivo poblacional
bajo, consta en realidad de mas de 10,000 individuos, lo que resulta sustancialmente mayor
en términos numéricos, al del resto de las poblaciones a lo largo de su distribucion en
Meéxico (Rodriguez-Ramirez et al., 2013). Con esta informacion en mente, el que no exista
relacion significativa entre el tamafio efectivo poblacional y la altitud o latitud, podria ser
un artefacto del método de estimacion de los valores.

Por otro lado, la variacion altitudinal se considera como un factor fundamental para
la conservacion de la diversidad genética en especies neéarticas de zonas tropicales, que se
distribuyen en areas conocidas como “islas en el cielo”, en latitudes de menos de 40°. Estas
areas consideradas como refugios, con eventos de contraccion y expansion durante las

glaciaciones, mantienen cierta conectividad entre poblaciones, pero que en interludios
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temporales generan retrogresion, divergencia genética y especiacion, en las areas de
distribucion (Knowles, 2000; Gong et al., 2016). Esta dinamica de contraccién-expansion
genera un patrdn historico reticular de superposicién en la distribucién de las poblaciones,
lo que consume variacion genética por eventos sucesivos de colonizacion-extincion a través
del gradiente (Coyne, 1992; Dlugosch y Parker, 2008). Con base en la informacion anterior,
es probable que las poblaciones de F. grandifolia subsp. mexicana que se distribuyen en
altitudes elevadas, representen reservorios de variabilidad genética; mientras que en las que
ocupan areas en altitudes mas bajas, los eventos de colonizacién-extincion local consumen
diversidad e incrementan el efecto de la endogamia.

Los resultados obtenidos sugieren que el tiempo de aislamiento de las poblaciones
analizadas es de al menos 10,000 afios (Galvan-Herndndez et al., 2020). Si se considera el
aislamiento del clado mexicano con relacion a las poblaciones de Estados Unidos, los
eventos de divergencia podrian ser mucho méas antiguo. Sin embargo, es necesario realizar
estudios filogenéticos mas robustos para datar molecularmente el momento exacto de
separacion. Los elevados niveles de variacion en la estructura genética entre poblaciones
sugieren que existen al menos tres especies dentro del complejo F. grandifolia, la especie
de Norteamérica y probablemente dos clados mexicanos separados latitudinalmente, uno en
el norte-centro de la distribucion y otro en el sur, por lo que los resultados obtenidos

concuerdan con la hip6tesis del trabajo.

CONCLUSIONES
- La diversidad genética de F. grandifolia subsp. mexicana, considerando como

indicadores el polimorfismo y el nimero efectivo de alelos por locus, es menor en los
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extremos norte y sur de su area de distribucion, lo que corrobora un gradiente de
variacion latitudinal. Adicionalmente, la existencia de elevado recambio alélico, con
fijacion para dos loci en los extremos de la distribucion confirma esta tendencia
geogréfica. En cambio, la heterocigosis observada corresponde a un patron distinto,
mediado por la altitud lo cual indica un gradiente de norte a sur en donde las
poblaciones con mayor variabilidad se ubican al norte de la distribucion de la especie.

El tamafo efectivo poblacional de F. grandifolia subsp. mexicana, aun cuando se
considera un indicador importante de la adecuacion en las especies, no responde a un
gradiente latitudinal o altitudinal. Sin embargo, es necesario considerar que existen
otras poblaciones de haya que no fueron evaluadas en el centro de su distribucion
geogréfica, que mantienen conectividad genética de acuerdo con estudios previos, lo
que implica un incremento sustancial del tamafio efectivo en las poblaciones del estado
de Hidalgo y podria explicar por qué no se registraron cuellos de botella en la poblacion

de haya de La Mojonera.
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ANEXO

Permiso de colecta
SUBSECRETARIA DE gESTION PARA
}SEMARNAT | @92019 ... ioismmn

EMILIANO ZAPATA

Oficio N° SGPA/DGVS/ 4240 /19

Ciudad de México, a 02 de mayo de 2019

DR. ARTURO SANCHEZ GONZALEZ

INVESTICADOR DEL INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS E INGENIERIA
UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE HIDALGO

REYNA DE LOS BONDADOSOS No. 1556

COL. PASEO DE LAS REYNAS

PACHUCA, MINERAL DE LA REFORMA, HIDALGO

C.P. 42184-MEXICO

TEL. 01 (771) 710 6708, E-MAIL: artsag@hotmail.com

En atencion a la solicitud de licencia de colecta cientifica o con propésitos de ensefianza en
materia de vida silvestre, recibida en esta Direccién General el 17 de abril de 2019, a la cual se
le asigné la bitdcora 09/K4-0659/04/19 y considerando que ha dado cumplimiento a los
requisitos establecidos para efectuar investigacion y colecta cientifica de flora y fauna
silvestres en territorio mexicano y con fundamento en el Articulo 32 Bis fracciones I, 11, XXII,
XXXIX de la Ley Orgdnica de la Administracién Publica Federal: Articulo 19 fraccién XXV V32
fraccién VI, XVIII, XXI, XXIV del Reglamento Interior de la Secretaria de Medio Ambiente y
Recursos Naturales, publicado en el Diario Oficial de la Federacién el 26 de noviembre de 2012;
79,80 fraccion |, 82,83y 87 parrafo cuarto de la Ley General del Equilibrio Ecoldgicoy la Proteccién
al Ambiente; Articulos 9°. Fraccién XII, 97 y 98 de la Ley General de Vida Silvestre; 12, 123 Fraccién
IV'y 126 del Reglamento de la Ley General de Vida Silvestre; Articulo 85, Articulo 88, fracciones | y
II, Articulo 105, fracciones Il y Iil del Reglamento de la Ley General del Equilibrio Ecolégico y la
Proteccion al Ambiente en Materia de Areas Naturales Protegidas (ANP “s); las disposiciones
relativas de la Norma Oficial Mexicana NOM-126-SEMARNAT-2000, por la que se establecen las
especificaciones para la realizacién de actividades de colecta cientifica de material biolégico de
especies de flora y fauna silvestres y otros recursos biolégicos en el territorio nacional; la Norma
Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010, proteccién ambiental-especies nativas de México
de floray fauna silvestres-categorfas de riesgo y especificaciones para su inclusion, exclusiéon o
cambio-lista de especies en riesgo, la Direccién General de Vida Silvestre autoriza |a licencia
de colecta cientifica o con propésitos de ensefanza en materia de vida silvestre por proyecto
sobre especies 0 poblaciones en rigsgo o sobre habitat critico, para desarrollar las siguientes
actividades inherentes al proyecto denominado: “Estructura (poblacional y comunitaria) y la
composicién floristica del bosque templado hiimedo (bosque meséfilo de montafa) y del
bosque templado subhimedo (bosque de pino, encino, oyamel) y los subproyectos: 1)
Anadlisis de la dindmica y estructura poblacional de las cicadas en peligro de extincién
(2014-2018): perspectiva ecolégico-evolutiva para la conservacién y manejo sustentable, 2)
Efecto del cambio climdtico sobre poblaciones relictas de arboles: Fagus grandifolia y
Magnolia rzedowskiana (M. dealbata) y M. mexicana, 3) Helechos y licopodios del estado
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de Nayarit y 4) Helechos y licopodios del municipio de Tlahuiltepa y Tepehuacan de
Guerrero, Hidalgo”:

¢ Colecta de hasta cinco (05) estrébilos (pifas) por especie de Ceratozamia spp. por
localidad, que se encuentren listadas en la Norma Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-
2010, para herborizar.

» Colecta de hasta dos (02) foliolos por especie de Ceratozamia spp. por localidad, que se
encuentren listadas en la Norma Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010, para
herborizar.

« Colecta de hasta cinco (05) hojas por arbol en hasta 10 arboles por especie de “guichin,
acailite, pepinque" Fagus grandifolia, Magnolia dealbata y M. mexicana, que se
encuentran listadas en la Norma Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010, para
herborizar.

« Colecta de hasta dos (02) ntcleos de crecimiento de 4 mm de espesor por arbol en hasta
veinte (20) arboles por poblacién y por especie de “guichin, acailite, pepinque” Fagus
grandifolia, Magnolia dealbata y M. mexicana, que se encuentran listadas en la Norma
Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010.

« Colecta de hasta dos (02) muestras botanicas por especie por localidad de colecta de los
érdenes Cyathea, Dicksoniales, Marattiales; los géneros Alsophila spp. y las especies
Psilotum complanatum y Huperzia dichotoma = Lycopodium dichotomum, que se
encuentran listadas en la Norma Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010 para su
herborizacién.

Referente a la colecta de plantas gue no se encuentren en riesgo de acuerdo con la Norma
Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010, queda fuera del dmbito de competencia de esta
Direccién General de Vida Silvestre, siendo la autoridad competente para otorgar dicha
autorizacién la Direccién General de Gestién Forestal y Suelos (Avenida Progreso No. 3, Edif. 3,
Planta alta, Col. Del Carmen Coyoacén, Deleg. Coyoacan, C.P. 04100, México, D.F. Tel. O1 (55) 54
84 35 68, e-mail: dgforestal@semarnat.gob.mx.

Las actividades se llevardn a cabo en bosques meséfilos de montafa de la Sierra Madre
Oriental de los estados de Hidalgo, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi y Veracruz; en las
localidades de La Mojonera de Zacualtipan de Angeles, Medio Monte, municipio de San
Bartolo Tutotepec; El Gosco, Municipio de Tenango de Doria; Volcan de Acatlan, Acomulco,
municipio de Xochicoatlan; Apantlazol, municipio de Tlanchinol; Chilijapa, municipio de
Tapehuacan de Guerrero; Zotictla, municipio de Acaxochitlan; Agua de la Calabaza,
municipio de Huayacocotla; La Yesca, municipio de Landa de Matamoros; La Trinidad,
municipio de Xilitla; bosque meséfilo de montafia y selva mediana en los municipios de
Magdalena Zongolica, Xicotepec de Juarez, Tuzamapan de Galeana, Hueyatanalco, Jopala,
Chiquihuitlan, San Juan Yatzona y Tlahuiltepa, en los estados de Hidalgo, Veracruz, Puebla
y Oaxaca, asi como localidades del estado de Nayarit, fuera de Areas Naturales Protegidas.
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La presente autorizacién tendra una vigencia de un (01) afio a partir de la emisién de la misma.

Las actividades se realizardn con el aval del Instituto de Ciencias Basicas e Ingenieria de la
Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo, con la colaboracién del Dr. Pablo Octavio
Aguilar, Dra. Dulce Marfa Galvan Hernandez, M. en C. Marisol Gutiérrez Lozano, M. en C. Liliana
Cuapio Hernandez, Dr. Oscar Bravo Bolafios; estudiantes: Cynthia Amairane Oaxaca Acosta y
Diego Armando Meléndez Aguilar, debiendo sujetarse obligatoriamente el titular y los
colaboradores a las siguientes condiciones:

1- Cumplir con las disposiciones Administrativas, Fiscales y de Sanidad exigibles por las
autoridades competentes en la materia, sean Federales, Estatales o Municipales, asi como con
las disposiciones establecidas en la Ley General del Equilibrio Ecoldgico y la Proteccién al
Ambiente y su Reglamento en Materia de Areas Naturales Protegidas y demas disposiciones
legales aplicables.

2.- Obligatoriamente y previo al inicio de las actividades de campo deberd contactar al Director
y/o encargado de la Estacién de Anillado de Aves Rapaces de Cansaburro, operada por
Pronatura Veracruz A.C. para coordinar las actividades de campo.

3.- Previo al inicio de las actividades de campo, debera enviar obligatoriamente por escrito y
utilizando cualquier medio su programa de trabajo a las Delegaciones Federales de la
Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales en los estados de Hidalgo 01 (771) 717 9416,
Nayarit 01 (311) 215 4902, Oaxaca 01 (951) 512 9606, Puebla 01 (222) 229 9506, Querétaro O] (442)
238 3410, San Luis Potosi 01 (444) 834 0635 y Veracruz 01 (228) 841 6521, enviando copia del
mismo a la Direccién General de Vida Silvestre. De igual manera, al término de dichas
actividades lo notificara a esa Delegacién Federal, enviando un reporte detallado por escrito.

4.- Con base al Capitulo IV, Articulo 98 de la Ley General de Vida Silvestre y 126 del Reglamento
de la Ley General de Vida Silvestre, el responsable del proyecto deberd someter a la
consideracién de la Direccién General de Vida Silvestre, en un plazo no mayor de 30 (TREINTA)
dias de concluida la vigencia de la presente, un informe que describa detalladamente las
actividades realizadas, los resultados obtenidos, la problematica del area trabajada, las
potenciales alternativas de solucién y en su oportunidad, la(s) publicacién(es) y sobre tiros
producto de la investigacién.

S.- Latotalidad del material colectado deberd destinarse exclusivamente alos fines especificos
del proyecto, objeto de la presente autorizacién, Con base al Capitulo IV, Articulo 98 de la Ley
General de Vida Silvestre, las muestras botanicas colectadas seran depositadas para herborizar
en el Herbario MEXU de la Universidad Nacional Auténoma de México, en el Herbarip*‘ge"?a“
= = — $ R
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Universidad Auténoma de Nayarit, en instalaciones del Instituto de Biotecnologia y Ecologia
Aplicada de la Universidad Veracruzana, para analizar la composicién isotépica del hidrégeno,
como medio para determinar el origen geogréfico y estimar el grado de conectividad
migratoria, y el titular de la autorizacién asume la responsabilidad de remitir a esta Direccién
General, copia de la(s) constancia(s) del(os) depésito(s) debidamente firmado(s), especificando
la cantidad del material depositado.

6.- Con fundamento en el Articulo 123, Fraccién IV del Reglamento de la Ley General de Vida
Silvestre su solicitud se evalud y dictamind de acuerdo a la Modalidad B: Por proyecto sobre
especies o poblaciones en riesgo o sobre habitat critico.

7.- Queda estrictamente prohibido efectuar cualquier aprovechamiento de las especies de flora
y fauna silvestres, cualquiera que sea su estatus, excepto lo aqui autorizado, asi como realizar
actividades en areas naturales protegidas de México, sean Estatales o Federales, sin previa
autorizacion.

8.- Se recomienda que, durante sus actividades de campo, en el caso de observar ejemplares
de especies listadas en la Norma Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010, se notifique de
ello (la especie, ubicaciéon geogréfica y la fecha) a esta Direccién General, en el informe de
actividades antes mencionado.

9.- De acuerdo al Articulo 87 de la Ley General del Equilibrio Ecolégico y la Proteccién al
Ambiente vy al Capitulo IV, Articulo 97 de la Ley General de Vida Silvestre, esta autorizacién no
ampara el aprovechamiento de los especimenes colectados para fines comerciales, ni de
utilizacién en biotecnologia.

La presente autorizacién es personal e intransferible y habra de mostrarse a las Autoridades
Federales, Estatales y Municipales cuantas veces lo soliciten. Asi mismo y tomando en
consideracidn lo establecido en el Articulo 87 de la Ley General de Vida Silvestre el titular de la
presente debera contar con el consentimiento previo, expreso e informado de los legitimos
propietarios de la(s) tierra(s) donde pretende desarrollar el proyecto.

El incumplimiento de las condiciones aqui establecidas, dara origen a la instauracién de
un procedimiento administrativo ante la autoridad competente, para proceder a la
cancelacion de la autorizacién y a la aplicacién de la legislacién correspondiente, segin
sea el caso.
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Notifiquese la presente resolucion al DR. ARTURO SANCHEZ GONZALEZ, INVESTIGADOR DEL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS E INGENIERIA, UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE
HIDALGO, por alguno de los medios legales previstos por el articulo 35 y demas relativos y
aplicables de la Ley Federal de Procedimiento Administrativo.
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C.ce. p. Subsecretatia de Qestiof para la Proteccién Ambiental. - i
C.Joel Gonzélez Morenol -Director General de Inspeccion y Vigilancia de Vida Silvestre, Recursos Marinos y Ecosistemas Costeros de la
Procuraduria Federal de Proteccién al Ambiente (PROFEPA). - vi i
Delegacion Federal de la SEMARNAT en el Estado de Hidalgo
Delegacion Federal de la SEMARNAT en el Estado de Nayarit
Delegacion Federal de la SEMARNAT en el Estado de Oaxaca
Delegacion Federal de la SEMARNAT en el Estado de Puebla
Delegacion Federal de la SEMARNAT en el Estado de Querétaro
Delegacion Federal de la SEMARNAT en el Estado de San Luis Potos
Delegacién Federal de |a SEMARNAT en el Estado de Veracruz
Delegacion Federal de la PROFEPA en el Estado de Hidalgo
Delegacion Federal de la PROFEPA en el Estado de Nayarit
Delegacion Federal de la PROFEPA en el Estado de Nuevo Ledn
Delegacion Federal de la PROFEPA en el Estado de Oaxaca
Delegacion Federal de la PROFEPA en el Estado de Puebla
Delegacion Federal de la PROFEPA en el Estado de Querétaro
Delegacion Federal de la PROFEPA en el Estado de San Luis Potos|
Delegacién Federal de la PROFEPA en el Estado de Veracruz
Subdireccion de Comercio Nacional, Internacional y Otros Aprovechamientos.
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