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RESUMEN
El presente trabajo constituye una evaluacion genética del efecto del aprovechamiento forestal sobre
Cedrela odorata L. Esta especie arborea es ampliamente aprovechada por el uso que tiene su madera.
Sin embargo, el uso indiscriminado de las poblaciones ha llevado a la especie a un escenario de riesgo,
por lo que fue incluida hace menos de 10 afios en programas de conservacién y en estatus de
vulnerabilidad por parte de las leyes mexicanas. No obstante, se carece de informacion suficiente
sobre la afectacion del acervo genético de este recurso, aun asi se han llevado a cabo acciones de
reforestacion usando a la especie para generar cultivos; por lo que actualmente se cuenta con
poblaciones que fueron sometidas a extraccién y manejo, poblaciones limitadas genéticamente al ser
producto de cultivos con baja supervivencia y densidad, asi como poblaciones relativamente
conservadas en zonas aisladas que pudieran constituir la base genética para un potencial uso. En este
trabajo se estudiarondos poblaciones bajo manejo en el estado de Hidalgo (Coyolapa, municipio de
Atlapexco yTamala, municipio de Tepechuacan de Guerrero); dos cultivos (San Pedro, municipio de
Huazalingo y Huextetitla, municipio de San Felipe Orizatlan) asi como dos poblaciones
naturales(Chinconcoac, municipio de Lolotla y Coatenahuatl, municipio de Huautla). La variacion
genética resulto alta, con un promedio de Ho = 0.87 = 0.02 y de He = 0.82 £ 0.01. Sin embargo, por
condicion de aprovechamiento; la variacion no se distribuye de manera homogénea, encontrando
mayor variacion en los cultivos seguido de las poblaciones naturales. Los menores valores de
heterocigosis se observan en las poblaciones con extraccion, tanto cultivo como manejo. En cuanto
al coeficiente de fijacion, las poblaciones naturales se encuentran en equilibrio de Hardy-Weimberg,
los cultivos y poblaciones bajo manejo presentan exogamia. El analisis de varianza molecular mostrd
diferencias significativas entre las poblaciones evaluadas, estas conforman tres grupos con alta
similitud en las frecuencias alélicas y divergencia jerarquica desde el cluster central (Chiconcoac-
Tamala < 0.01), con un siguiente paso de divergencia del cluster superior (Coatenahuatl-Coyolapa <
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0.2) y una divergencia final en el cluster inferior(San Pedro-Huextetitla < 0.3), este ultimo
conformado por los cultivos, mismos que a su vez presentan una divergencia elevada (< 0.4) siendo
el cultivo de Huextetilta es el de mayor disimilitud en las frecuencias alélicas. El andlisis de
asignacion de probabilidades bayesianas de los individuos a los grupos genéticos similares dentro y
entre poblaciones mostré que existen 10 subgrupos distribuidos de manera diferencial entre las
localidades. Los resultados de la prueba de Mantel mostraron que las poblaciones mas cercanas
resultan ser las naturales y las sometidas a procesos de extraccion, por lo que existe una conectividad
genética entre Coyolapa-Coatenahuatl y entre Chiconcoac-Tamala. Los analisis de cuello de botella
mostraron que todas las poblaciones se han reducido recientemente, al presentar el 100% de los loci
evaluados con exceso de heterocigosis calculada bajo el modelo de equilibrio deriva-mutacion. La
magnitud del cuello de botella también es distinta, en orden ascendente se observa: Tamala,
Chinconcoac, Coatenahuatl, San Pedro, Coyolapa y Huextetitla. Estos resultados indican que los dos
cultivos no son representativos de la variacion genética de la especie, por lo que representan una
diversidad no asociada a la distancia. Por otro lado, la extraccion en Tamala ha sido severa, lo que se
aprecia en la disminucion de su adecuacion; siendo la mas amenazada en la region de estudio, seguida
de Coyolapa, también bajo extraccion; lo que se aprecia en la intensidad del cuello de botella. En
conjunto, el manejo hasta la fecha no ha sido adecuado para el mantenimiento del recurso maderable
ya que la extraccion esta poniendo en riesgo a las poblaciones y el cultivo no representa la diversidad

genética en la region.



1 INTRODUCCION
La variabilidad genética permite a una especie disponer de una serie de respuestas morfo-
fisiologicas alternativas, condicionadas por el cambio ambiental, lo que hace posible la
adaptacion y supervivenciade los individuos. La conservacion de la diversidad genética es
una condicion necesaria para la adaptacion y evolucion de las poblaciones y especies, por lo
tanto, es clave elemental para el mantenimiento de otros niveles de organizacion de la

biodiversidad (Namkoong et a/ 2002).

En general, la pérdida de variabilidad genética es dificil de medir directamente y sus
efectos en las poblaciones, asi como en la dindmica de los ecosistemas, es usualmente
complicado de entender. Consecuentemente es ignorada hasta que es muy tarde para
recuperarla o restaurarla (Namkoong et al 2002). AGn mas, la erosion genética induce la

extincion de especies y pérdida de ecosistemas (Frankham et al 2002).

Los microsatélites son utiles para evaluar la variaciébn genética dentro y entre
poblaciones, permitiendo hacer inferencias sobre la estructura, deriva génica, cuellos de
botella génicos y flujo génico (Otero et al 1997). Por otra parte, en la biologia de la
conservacion, los microsatélites pueden ser usados para detectar cambios bruscos en el
tamafio de las poblaciones, asi como establecer el efecto de la fragmentacion y el manejo

(Hernandez 2008).

Dentro de los proyectos de reforestacion de sitios neotropicales fragmentados, la
genética de la conservacion es vital, ya que trata de encontrar una manera de mantener en

equilibrio los sistemas de apareamiento de las especies: endogamia y exogamia (Hernédndez
9



2008). Uno de los indicadores que representa el estado de homogeneidad y heterogeneidad
genética de un individuo, poblacién o especie es su variacion, ya que en la medida que exista
un mayor nimero de individuos (genotipos) diferentes, existe el potencial evolutivo, capaz
de generar diferentes variantes adaptativas en la progenie, que a su vez tendran la capacidad
de poder instalarse en un mayor nimero de sitios con caracteristicas fisicas, quimicas y

bioldgicas diferentes (Alba-Landa 2005).

Debido a estas razones, se han realizado estudios encaminados a determinar la
variabilidad genética de Cedrela odorata L.(1753) en paises como Costa Rica y Nicaragua
(Hernandez 2008; Sosa 2011). Esta especie es importante ecoldgica y econdémicamente,
puesto que brinda recursos maderables de gran calidad lo que representa un ingreso
econdémico, en ocasiones el unico, para comunidades rurales. Sin embargo, a pesar de los
esfuerzos realizados en México para su conservacion el deterioro del habitat, el uso
indiscriminado hasta antes de ser declarada bajo proteccion especial en México (NOM-059-
SEMARNAT 2010), la tala clandestina y la demanda por productos elaborados con su
madera; la pone en riesgo inmediato, por lo que existe la necesidad urgente de establecer
programas de conservacion, propagacion y manejo de la especie (Alderete-Chavez et al

2005).

Como lo exponen Calva-Soto y Ramos-Frias (2014), al restaurar y reforestar, se
introducen de manera intencional individuos que pueden encontrarse muy cercanos o
bastante distanciados geograficamente. Esto puede representar un arma de dos filos ya que

por un lado puede traer como consecuencia un aumento en la variabilidad genética al
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diversificar los alelos entre las poblaciones ypor el otro, puede llevar a un proceso de
depresion por exogamia cuando los individuos genéticamente diferenciados portan alelos
ajenos a las condiciones ambientales del cultivo, propiciando un pobre desempeiio que
termina con la muerte de los portadores sin dejar descendencia. En México, por lo regular;
no se toman en cuenta estos aspectos genéticos al desarrollar los proyectos de restauracion.
Usualmente prevalecen presiones sociales y econdémicas en los bosques sin importar las
necesidades ecoldgicas, los que influye directamente en la diversidad fitogenética
(Hernandez 2008). Por esta razon seria preciso que al seleccionar los individuos se proponga
la realizacion de estudios genéticos, de modo que se logre conocer la variabilidad genética
potencial tanto dentro de las poblaciones reforestadas, como con las poblaciones vecinas.
Conocer estos parametros permitiria la planeacion efectiva de proyectos de restauracion y el

consiguiente manejo eficiente de las poblaciones.
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2 ANTECEDENTES

2.1 El manejo forestal

El manejo forestal consiste en el aprovechamiento de los recursos forestales mediante
programas basados en el conocimiento de los ecosistemas maderables y la forma en que
responden a las intervenciones del hombre, considerando las demandas de la sociedad por
productos y servicios, de tal modo que los productos se aprovechen, conserven y mejoren en
forma sustentable (Flores et al 2003). Los recursos forestales cumplen diversas funciones
ecoldgicas (retencion de agua, enriquecimiento del suelo, fijacion de carbono, mantenimiento
de interacciones bioldgicas) y sociales (productos forestales y no forestales). El manejo
forestal ha desarrollado diferentes herramientas para maximizar la produccion y disminuir la
afectacion de los bosques bajo esquemas de aprovechamiento (Gadow et al 2004). Por lo que
este deberia realizarse sobre bases cientificas, que garanticen la persistencia de estas

funciones para futuras generaciones.

Existe gran variedad de opciones para garantizar la produccion sustentable de los
bosques, la tarea de la planificacion forestal consiste en evaluar el éxito de las estrategias de
manejo (Gadow et al 2004). Una manera en que el uso forestal puede reducir la presion sobre
los recursos genéticos consiste en dirigir la extraccion a ciertos individuos, ya sea los mejor
conformados, siendo estos los individuos de mayor talla o los mas viejos, ademds de
introducir nueva variacion a partir de cultivos y reforestacion, aumentando la productividad

a niveles superiores de aquellos obtenidos en el bosque natural. La conservacion de recursos
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genéticos puede ser efectiva a pesar de que se utilice regeneracion artificial si se sigue como

regla replantar con la fuente local la semilla (Vargas et al 2004).

La extrema pérdida de recursos forestales no es un problema ajeno al pais. México
posee una superficie territorial de 196,437,500 hectareas (ha); de las cuales la superficie
forestal es de 141,745,168 ha. De esta superficie, el 41% corresponde a zonas aridas, el 21%
son bosques de coniferas y latifoliadas, el 19% son selvas, el 16% zonas perturbadas y el 3%
la componen zonas de vegetacion hidrofila y haldfila. Si solo se considera la suma de las
zonas con mayor potencial de aprovechamiento forestal, es decir bosques y selvas, en
adelante denominados ambos solamente bosques, tendremos que éstos componen el 40% de
la superficie forestal con una extension de 56,698,067 ha (SEMARNAT2002). Esta cifra

representa el 28.9 % de la superficie total del pais.

Los recursos forestales mexicanos han sido objeto de poca atencion por parte de las
autoridades y estrategas econdmicos del pais. Su situacion es tal que las empresas forestales
unicamente contribuyen con el 3.5 % de la produccion nacional total (SEMARNAT-
Comision Nacional Forestal 2005). Uno de los mayores problemas del aprovechamiento
forestal, ya sea ejidal, comunal y/o privado, es la pérdida de biodiversidad debido a la falta
de conocimientos sobre el valor ecoldgico de los predios (Ortega 2013). La importancia de
un manejo consensuado, racional y equitativo considerando la opinién de los diferentes
sectores, es un aspecto prioritario que considerar para el desarrollo sustentablemente del

sector forestal a nivel nacional.
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Un aspecto relevante es la situacion de la tenencia de los recursos forestales en
México, la cual se identifica por su caracter colectivo, denominado propiedad social, ya que
una gran proporcion de los terrenos forestales es propiedad de nucleos agrarios conformados
por ejidos y comunidades. De acuerdo con informacion obtenida del Atlas de Propiedad
Social y Servicios Ambientales realizado por el Registro Agrario Nacional (RAN 2012),
existen 15,584 nticleos agrarios, con superficies mayores a 200 ha de extension, quienes
tienen la propiedad de 62.6 millones de ha de bosques, selvas y vegetacion forestal de zonas

aridas, lo que equivale a 45% de la superficie forestal del pais.

Para el estado de Hidalgo, la tasa de deforestacion se ha estimado en mas de 10,000
hectéreas al afo. Una estrategia de mitigacion ha sido la implementacion de programas de
reforestacion coordinados por la Secretaria del Medio Ambiente y Recursos Naturales
(SEMARNAT), la Comision Nacional Forestal (CONAFOR) y el Gobierno del Estado de
Hidalgo, a través del “Programa Estatal Forestal del Estado de Hidalgo” (SEMARNATH
2011). Sin embargo, las tasas de deforestacion superan las acciones de reforestacion. Aunado
a esto, las plantaciones presentan baja supervivencia (50% o menos), ocasionada por la baja
calidad de las plantas, la homogeneidad de la base genética de las fuentes semilleras y/o por
la carencia de informacion sobre la biologia de los arboles utilizados en estos programas.
Esto en virtud de que se ha privilegiado la cantidad sobre la calidad, al producir plantas en
contenedores sin darle el espacio y tiempo necesarios para asegurar que el sistema radicular
se fortalezca, el arbol crezca y madure a un tamafo que soporte las condiciones

climatoldgicas del sitio donde se va a plantar (SEMARNATH 2011).
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2.2 El manejo como fuente de perturbacion

El aprovechamiento forestal constituye un tipo de disturbio particular dirigido solo a una
especie dentro de las comunidades arboreas. Tiene multiples efectos, tanto en las poblaciones
maderables como en los organismos asociados a las mismas, lo que constituye eventos
acumulativos aparentemente aislados. El efecto de dichos disturbios se denomina

"Perturbacion” (Rivera-Fernandez 2012).

Existen varias definiciones de disturbio, la mas directa es la dada por Grime (1977)
quien expone que el disturbio es un factor externo que limita la biomasa de una especie al
causar la destruccion parcial o total de su entorno. La definicion de Pickett y White (1985)
menciona que el disturbio es “...cualquier evento discreto relativo en el tiempo que
desestabilice ecosistemas, comunidades o estructuras poblacionales, y cambia los recursos,
disponibilidad de sustrato, o el cambio ambiental fisico...”, una extension a la definicion,
propuesta por Pickett et al/(1989), dice que “...el disturbio es el cambio en la estructura
minima causada por un factor externo al nivel de interés..” Una de las ventajas de esta
definicion es la vision jerarquica del disturbio, considerado una escala minima en la cual
operan ciertos eventos. De esta forma se puede unificar una definicion general de la siguiente
manera: El disturbio es un evento puntual, causado por un factor externo con efectos discretos
en el tiempo; sobre los recursos bidticos y abidticos necesarios para la supervivencia de las
poblaciones, comunidades y especies; con efectos dependientes de un orden jerarquico de la
magnitud temporal y espacial del disturbio; ademas de la suma acumulativa de

modificaciones que lleva al incremento en la perturbacion.
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En estudios ecoldgicos, la perturbacion y el disturbio son utilizados como sinénimos,
lo que constituye un problema, porque la definiciéon de un fendmeno ecologico puede ser
vital para el disefio experimental en pruebas de hipotesis (Svensson 2010). Rykiel (1985)
define a la perturbacion como “...la respuesta de un componente ecologico o sistema ante un
disturbio u otro proceso que modifica los atributos del componente o sistema...
caracterizados por una direccion magnitud y persistencia...” Por lo que el disturbio es el
agente causante del dafio mientras que la perturbacion es el efecto acumulativo de disturbios

sostenidos en el tiempo.

Es facil identificar un ecosistema con disturbio cuando éste ha sido transformado de
forma definitiva, por ejemplo, en lugares de pastoreo o cuando solo se observa una plancha
de concreto. Sin embargo, estas transformaciones drasticas no siempre ocurren (Martorell y
Peters 2005). Muchas formas tradicionales de manejo de un ecosistema estan basadas en
extraccion paulatina y de pequefias cantidades de recursos en un tiempo dado y por lo tanto
no se espera que infrinjan cambios inmediatos y completos en el ambiente (Reichhardt et al

1994; Toledo et al 1994).

Las formas de disturbio directas o completas son facilmente identificadas y nos dan
una clara dicotomia entre un ecosistema con y sin disturbio. Por el contrario, el disturbio
cronico crea un gradiente entre sitios naturales o sin disturbio y losampliamente degradados
o con disturbio (Lawton 1998). Martorell y Peters (2005) proponen tres formas de medir
eldisturbioen una comunidad: a) Métodos basados en la experiencia de personas con amplio

conocimiento sobre la historia de los sistemas ecologicos, frecuentemente el resultado es
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dicotomico (con o sin disturbio); b) Indicadores biodticos (especies, grupos taxondmicos o
descriptores de la comunidad) con atributos correlacionados con la perturbacion; c)
Indicadores de actividad humana asociados con disturbios puntuales que, en suma, muestran
un gradiente de perturbacion. Debido a que se tiene contacto directo con ejidatarios y duefios
de los terrenos, quienes tienen conocimiento sobre el uso de los recursos forestales en sus

tierras, asi como los proyectos de reforestacion aplicados, es factible utilizar el criterio c).

La extraccion de arboles adultos genera un efecto en cascada sobre diversos atributos
de las comunidades y las poblaciones como son: la pérdida de cobertura vegetal, el
decremento en las tasas de crecimiento de las poblaciones maderables y de otros organismos
asociados, la pérdida de variabilidad genética, incrementando el riesgo de invasion de otras
especies y la fragmentacion, lo que lleva a la pérdida a largo plazo de la productividad de los
bosques con actividades forestales (Ghazoul y Shaanker 2004; Schaberg et al 2008;
Kangalawe y Lyimo 2010). El uso adecuado de los recursos garantiza la permanencia de las
poblaciones, siempre y cuando se consideren estrategias de manejo que aseguren la
regeneracion natural, o en su defecto, se implementen modelos de reforestacion con material
proveniente de las mismas poblaciones (Acosta-Hernandez et al 2011). En el caso particular
de Cedrela odorata, la extraccion dirigida sobre los arboles mejor conformados en
poblaciones naturales elimina sistematicamente variacion, tanto genética como fenotipica.
Los eventos puntuales de aprovechamiento han sido registrados sistematicamente por los
pobladores, ademas de los esfuerzos por reforestar las comunidades mediante el uso de
cultivos. Esto facilita la clasificaciéon de las poblaciones de C. odorata de acuerdo con

elmétodo “a” propuesto por Martorell y Peters (2005).
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2.3 La variabilidad genética en Cedrela odorata

Existen pocos estudios de variabilidad genética de C. odorata en México, uno de ellosen el
sur del pais en la peninsula de Yucatan. Cavers et al. (2003) estudiaron la filogeografia de C.
odorata en Mesoamérica, con base en DNA de cloroplastos; con muestras de 29 poblaciones
en Costa Rica, Guatemala, Honduras, México, Nicaragua y Panama. Los autores citados
caracterizaron cinco haplotipos los cuales se agruparon filogenéticamente en tres linajes:
norte, centro y sur (Figura 1). Los linajes norte y centro eran los mas distantes genéticamente
uno del otro con nueve mutaciones, seguidos por norte y sur con seis mutaciones y centro y

sur con tres mutaciones.

Figura 1. Mapa de distribucion de las poblaciones de Cedrela odorata muestreadas en
Mesoamérica. Las poblaciones de los linajes del norte y del centro estan localizadas en
regiones con periodos largos de sequia, de 5 a 7 meses (Fuente: Cavers ef al 2003).

Dentro de estos pocos estudios de variabilidad genética de Cedrela odorata se
encuentra el de Hernandez (2008) el cual utilizé nueve microsatélites como marcadores

moleculares(mismos que fueron utilizados en el presente trabajo) para obtener informacién

util para determinar diversidad génica y sistemas de apareamiento de la especie en Costa Rica
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y otros paises de Centroamérica y Mesoamérica. En sus resultados reporta que la especie

tiene gran variabilidad genética y presenta exogamia en su mayoria (Cuadro 1).

Cuadro 1. Estimaciones para los sistemas de aparecamiento endiferentes aislamientos
geograficos con sistemas de cruza distintos para Cedrela odorata agrupadas a un nivel
regional: tm: rango de exocruza de multilocus, ts: rango de exocruza simple, sm: rango de
autocruzas de multilocus, ss: rango autocruzas por locus simple, tm-ts: diferencia en
exocruzas vs autocruzas multilocus, f: coeficiente de endogamia materno por locus simple,
rp: correlacién de paternidad, rs: correlacion de autocruza entre familias (Traducidode
Hernandez, 2008).

Meéxico Guatemala Honduras- Costa Rica
Nivel regional Aislamiento  Aislamiento  Aislamiento  Aislamiento  Aislamiento  Aislamiento
1 3 1 3 1 3
tm 0.98(0.07) 0.90(0.00) 1.20(0.00) 1.01(0.08) 1.20(0.05) 1.20(0.00)
ts 0.84(0.04) 0.96(0.01) 0.94 (0.03) 0.92(0.03) 0.87(0.03) 0.95(0.03)
sm 0.02 0.1 -0.2 -0.01 -0.2 -0.2
ss 0.16 0.04 0.06 0.08 0.13 0.06
tm-ts 0.15(0.06) 0.06(0.00) 0.26(0.03) 0.09(0.08) 0.33(0.06) 0.26(0.03)
f 0.06(0.05) -0.06 0.20(0.13) 0.04(0.07) 0.11(0.05) 0.03(0.06)
p 0.20(0.05) 0.20(0.01) 0.12(0.05) 0.10(0.03) 0.13(0.03) 0.12(0.04)
rs 0.25(0.07) 0.20(0.01) 0.13(0.04) 0.08(0.04) 0.03(0.03) 0.12(0.04)
Namero de donadores de 4.88 5 8.33 10.1 7.81 8.85
polen

Altos niveles de variacion genética son esperados en especies con una amplia
distribucion, asi como exogamia y elevada fecundidad; puesto que los sistemas de
polinizacion por viento, larga vida de las especies y ocurrencia en habitats con estados tardios
de sucesion, favorecen el intercambio de alelos entre poblaciones (Hamrick et al/1979).
Cedrelaodorata cumple con todas estas caracteristicas con excepcion de la polinizacion por
viento ya que se ha reportado que pequeios insectos, en especial polillas son sus
polinizadores con un radio de dispersion de hasta 500 m (Bawa ef a/ 1995) aunque sus
semillas sison dispersadas por viento, favoreciendo amplios rangos de distribucion e

incremento de la diversidad genética.
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2.4 Especie de estudio

La clasificacion taxondmica de Cedrela odorata L. es la siguiente;

Reino: Plantae

Division: Faner6gama / Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida

Orden: Sapindales

Familia: Meliaceae

Género: Cedrela

Especie: C. odorata L. 1753

Cedrela odorata L. (Meliaceae), conocida como cedro rojo es una especie monoica
caracteristica de las selvas tropicales, la cual se distribuye en la vertiente del Golfo de México
(desde el sur de Tamaulipas y sureste de San Luis Potosi hasta la peninsula de Yucatan), en
la vertiente del Pacifico (desde Sinaloa hasta Guerrero) y en la depresion central y la costa
de Chiapas (CONAFOR 2000). En Hidalgo se estima que el cedro rojo se encuentra
distribuido en altitudes menores a los 2000 m, en 4reas fragmentadas en la zona de
barlovento, que comprende parte de la planicie Costera del Golfo Norte y los flancos al este
de la Sierra Madre Oriental (SEMARNAT-UNAM 2001). La superficie de los tipos de
vegetacion con los que se asocia el cedro rojo cubre 2040.3 km?, lo que equivale al 9,8% del
territorio total del estado de Hidalgo. No obstante, la presencia de poblaciones nativas de la
especie en el estado no esta registrada, por lo que los mapas mostrados constituyen un modelo

de distribucionpotencial, acorde con la vegetacion asociada (Figura 2; Gomez et al 2007).

Es un arbol caducifolio de 20 hasta45 m de altura, la copa es grande, redondeada,
robusta y extendida o copa achatada. Hojas alternas de 15 a 50 em, compuestas por 10 a 22
foliolos opuestos de 4.5 a 14 ¢m de largo por 2 a 4.5 em de ancho, tronco recto y robusto,

ramas ascendentes o arqueadas y gruesas. Corteza externa fisurada con las costillas
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escamosas, pardo grisiceo a morena rojiza. Corteza interna rosada cambiando a pardo
amarillenta, fibrosa y amarga con olor intenso similar al ajo. Las flores se encuentran en
paniculas terminales largas y sueltas de 15 a 30 em de largo, el fruto es una infrutescencia
hasta de 30 em de largo, péndulas con capsulas de 2.5 a 5 em de largo, sus semillas son aladas
de 2 a 3 ¢m de largo incluyendo el ala, morenas adheridas al eje (Vazquez-Yanez et al 1999)
(Figura 3).Las flores presentan caracteristicas asociadas con entomofilia; se cree que los
principales polinizadores son las abejas y las mariposas (Styles y Khosla 1976) y las polillas.
Requiere mucha luz y frecuentemente aparece como especie pionera de rapido crecimiento
en bosques secundarios (Pennington 1981). Cedrela odorata se encuentra listada como
especie vulnerable en la lista roja de la UICN debido a la explotacion a gran escala desde
hace 200 afios (UICN 2016). También se encuentra catalogada como una especie bajo
proteccion especial de acuerdo conla norma mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010.

Cuenta con un plan de accion de CITES en el Anexo III (CITES 2016).

Ul

B moderadamente Apte
Margincimente Apto
No Apto
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Figura 2. a) Distribucion potencial de los tipos de vegetacion con los que se asocia Cedrela
odorata. b) Niveles de aptitud de distribucion potencial actual (Tomado de Goémez et al
2007).

Figura 3. Fotografia de Cedrela odorata L., en la comunidad de Tamala (Tomada por
Manuel Alejandro Macedo Villarreal) y esquema (Tomado de Smithsonian Institution,
National Museum of Natural History, Department of Botany).
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3 HIPOTESIS
La extraccion selectiva para aprovechamiento maderable de individuos de Cedrela
odoratamorfologicamente mejor conformados en condiciones naturales, cuya forma podria
estar asociada con alelos especificos; disminuye la variabilidad genética de las poblaciones.
Los esquemas de manejo actuales que incluyen la reforestacion, obtienen semillas sélo de
algunos individuos en un momento especifico del tiempo. Por lo tanto, se espera que el
manejo dirigido disminuya los niveles de variabilidad genética con respecto a la variacion

que existe enlas poblaciones silvestres.

23



4 JUSTIFICACION
Cedrela odorata es una especie de alto valor comercial que ha sufrido un aprovechamiento
desmedido hasta hace menos de una década, momento en el que fue declarada bajo proteccion
especial por las normas mexicanas. Este panorama condiciona la posibilidad de uso, dado el
desconocimiento de las consecuencias que el aprovechamiento tuvo sobre el potencial
evolutivo de la especie. La realizacion del presente estudio aportara informacion necesaria
sobre el estado de conservacion del acervo genético de las poblaciones de Cedrela odorata
en el estado de Hidalgo, permitiendo un contraste con respecto a los sitios con mayor
extraccion respecto a sitios relativamente conservados, ademas de ubicar plantaciones y
relacionarlas con las posibles zonas de origen para el germoplasma utilizado en los programas
de reforestacion. Esta informacion permitird evaluar la eficacia de los programas de manejo

de esta planta en México.

Los principales beneficiarios de los aportes del trabajo son las comunidades rurales
que hacen uso de los recursos, los productores de bienes de transformacion que utilizan la

madera de cedro rojo y el mercado nacional de consumidores de este tipo de productos.
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5 OBJETIVO GENERAL
Evaluar la variabilidad genética de poblaciones con diferente manejo de Cedrela odorata en
el estado de Hidalgo, mediante el uso de microsatélites; para determinar el efecto del manejo

forestal sobre el acervo genético del recurso.

6 OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar los niveles de variabilidad genética, mediante indicadores como niimero
efectivo de alelos por locus, polimorfismo, heterocigosis observada y esperada; para
contrastar el efecto del manejo forestal sobre la diversidad genética de C. odorata e
identificar posibles fuentes de variacion.

o [Establecer si existen relaciones o diferencias genéticas, mediante medidas de
distancias, asignacion de individuos y andlisis de varianza molecular; para cuantificar
los posibles cambios ocasionados por el manejo.

e Identificar pérdidas de variabilidad, mediante la comparacion de la heterocigosis
esperada bajo un modelo de equilibrio deriva-mutacion, con respecto a la observada
en las diferentes condiciones de manejo; para establecer la existencia y magnitud de
cuellos de botella productos de la extraccion-siembra.

e Proyectar el potencial de riesgo de las poblaciones bajo manejo y naturales, mediante
una aproximacion matricial multiple; para determinar el potencial evolutivo de C.

odorata en Hidalgo.
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7 MATERIALES Y METODOS

7.1 Sitios de estudio

El presente trabajo se realizd en la zona baja de la Sierra Hidalguense, en localidades donde
ocurrieron actividades de reforestacion y uso para Cedrela odorata. Las poblaciones bajo
manejo corresponden a la localidad de Coyolapa, municipio de Atlapexco (21.04105 N,
98.34895 0, 493 msnm), y Tamala, municipio de Tepehuacan de Guerrero (21.00299 N,
98.799720, 314 msnm), ambas con extraccion actual ilegal desde hace al menos 7 afios,
momento en que la especie fue listada en la NOM-059 en la categoria de riesgo: "Proteccion
Especial". Se cuenta con muestras de dos cultivos, uno ubicado en San Pedro, municipio de
Huazalingo (20.949391 N, 98.529157 O, 401 msnm), con arboles sembrados hace 6 afios
con semillas provenientes de poblaciones naturales cercanas; el otro ubicado en Huextetitla,
municipio de San Felipe Orizatlan (21.16627N, 98.58302 O, 737 msnm), con arboles
sembrados hace aproximadamente 15 afios, bajo un modelo distinto de aprovechamiento (sin
datos de la fuente semillera). A su vez se identificaron dos poblaciones naturales en la
comunidad de Chiconcoac, municipio de Lolotla (21.00632 N, 98.798520, 327 msnm) y
Coatenahualt municipio de Huautla (21.07067 N, 98.28668 O 328msnm)(Figura 4).En cada
localidad se colectd material bioldgico de al menos 30 arboles distintos (cuando fuefactible),
o la totalidad de los individuos. Las hojas se guardaron en bolsas herméticas con 1 gr de
silica y fueron colocadas en un refrigerador a -20°C hasta su uso. En total se colectaron 127
individuos de C. odorata, bajo el permiso de colecta SGPA/DGVS/06725/16 (Cuadro 2,

Anexoll1.1).
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Figura 4. Ubicacion geografica de los sitios de estudio. Se identifican con color rojo las
poblaciones bajo manejo, azul los cultivos y negro las poblaciones naturales (Mapa realizado
por Montiel-Canales Gustavo).

Cuadro 2. Procedencia y cantidad de individuos

Cedrela odorata.

colectados para el andlisis genético de

Sitio Municipio Condiciéon | N Latitud Longitud | Altitud
Coyolapa Atlapexco Aprovechamiento | 27 | 21°2'27.780" | 98°20'56.220" | 493
Huextetitla San Felipe Orizatlan Cultivo 30| 21°9'58.572" | 98°34'58.872" | 737
Chinconcoac Lolotla Natural 17| 21°0'22.752" | 98° 47" 54.672" | 327
Tamala Tepehuacan de Guerrero | Aprovechamiento | 19 | 21°0' 10.764" | 98° 47'58.992" | 314
San Pedro Huazalingo Cultivo 19 [20° 56' 57.808" | 98° 31'44.965" | 401
Coatenahuatl Huautla Natural 15| 21°4'14.412" | 98°17'12.048" | 328
7.2 Extraccion de DNA

La extraccion de DNA se realizé de acuerdo con elmétodo modificado de Doyle y Doyle

(1987 Anexo 11.2) con 0.5 gr de tejido vegetal, previamente desinfectado con etanol al 70%,
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homogeneizado en mortero estéril adicionando nitrogeno liquido hasta obtener un polvo fino.
Se agreg6 1 ml del buffer de extraccion (2% de CTAB, 1.42 M de NaCl, 20 mM de EDTA,
10 mM de tris-HCL, 2 % de PVP y4 mM de acido ascorbico) y se recupero en un microtubo
de 2ml. Se elimino el sobrenadante y se re-suspendi6 con 600 pl del buffer CTABy20 pl de
RNAsa (1 mg/ml) incubandose a 65°C durante 90 min, después se agreg620 ul proteinasa
K (1 mg/ml), dejando en incubacion a65°C durante 30 min. Las muestras incubadas se
centrifugaron por 10 min a 10,000 RPM, se tom¢ el sobrenadante y se volvid a centrifugar
en las mismas condiciones. Se agregaron 600 pul de cloroformo:isoamilico (24:1)
posteriormentese homogenizd perfectamente y se centrifugd durante 10 min a 10,000 RPM,
se tomo el sobrenadante y se coloco en un nuevo tubo al cual se le agregd nuevamente 600
ul de cloroformo:isoamilico (24:1), esto se homogenizo6 y se centrifugé durante 10 min a
10,000 RPM,se tomo el sobrenadante y se coloco en un nuevo tubo al cual se le agrego 2/3
del volumen final de isopropanol frio para precipitar el DNA, el cual se deja reposar 20 min
a -20 °C. Se centrifug6 durante 10 min a 12,000 RPM, se elimin6é cuidadosamente el
sobrenadante para evitar perder la pastilla de DNA, la cual fue lavada con 250ulde etanol al
70 % y centrifugada durante 10 min a 14,000 RPM. Se elimino el etanol cuidadosamente sin
perder la pastilla de DNA y se repitio el lavado con etanol y la centrifugacion. Una vez

completamente seco el tubo se agregd 100 nl de agua ultra pura estéril.

A continuacion se procedid a realizar lapurificaciondel DNA agregando 300 pl de
dH20 y se mezclo, se agreg6 400 pl de cloroformo:octanol (24:1),posteriormentese
homogenizd y se centrifugd durante 10 min a 10,000 RPM, se tomo el sobrenadante teniendo

cuidado de no tomar la interfase, se trasfirid a un nuevo microtubo donde se agregd 400 plde
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cloroformo:octanol (24:1) esto se homogenizdy se centrifugd durante 10 min a 10,000 RPM,
se tomo el sobrenadante teniendo cuidado de no tomar la interfase y se trasfiridé a un nuevo
microtubo donde se agregd 65 ul de acetato de sodio (3 M a pH 5.2)y 600 ul de isopropanol
y se dejo reposar 20 minutos a -20°C. Posteriormente se centrifugéa 14,000 RPM durante
15 min, se decant6 teniendo cuidado de no mover la pastilla formada y se adiciond 250 pl de
etanol absoluto frio y se centrifug6 a 10,000 RPM por 7 min, se decantdé nuevamente
teniendo cuidado de no desechar la pastilla y se agregaron 250 ul de etanol 70% frio se
centrifugoéa 10,000 RPM por 5 min, se decant6 tratando de eliminar la mayor cantidad de
etanol sin desechar la pastilla, una vez seca, se agregaron 60 pul de dH20 ultrapura estéril y
las muestras se congelaron a -20°C para su posterior analisis. La integridad del DNA extraido
se probo mediante electroforesis a 150 Volts por 1 hora, en gel de agarosa al 1.5%, revelado
con Gel Red para posterior visualizacion en transiluminador UV. Las muestras extraidas
fueron cuantificadas en un equipo nanodrop en el cual se analizd su concentracion en ng/ul

(255.9 £218.3) y los parametros de pureza 260/280 (1.7 = 0.3) y 260/230 (1.4 £+ 0.6).

7.3 Amplificacion de microsatélites

Todos los microsatélites fueron amplificados usando 15 pl de volumen de reaccion,
consistentes en 3 pl de DNA de la muestra (100 ng/ul), 4.9 pl de dH20, 1.2 pl de MgClz, 1.2
pl de primer Forward y 1.2 pl de primer Reverse, 0.3 pl de dANTPs, 3 pl de Buffer de reaccion
y 0.2 nl de Taq DNA. Las reacciones se realizaron en un termociclador marca Thermo con
las siguientes condiciones; 3.3 min a 94°C después 35 ciclos de 0.35 min a 94°C, 0.45 mina

48.8 °C para el marcador Ced2, 54°C para los marcadores Ced18, Ced41, Ced44, Ced54,
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Cedo61a, Ced65 y 47°C para los marcadoresCed95 y Ced131; 0.35 a 72 °C, finalmente 72°C
por 5 min. Los productos de PCR fueron separados en un gel de poliacrilamida al 15% y
visualizados en un trans-iluminador UV y se utiliz6 el DNA ladder 100bp marca promega.
Los iniciadores usados fueron propuestos por Hernandez et a/ (2008) y sus caracteristicas se
especifican en elCuadro 3. Estos geles fueron comparados con acrilamida desnaturalizante
adicionada con urea para establecer un patrén de bandeo estandarizado (Anexo 11.3).

Cuadro 3. Secuencia y caracterizacion de los nueve marcadores microsatélites utilizados

para la evaluacion genética de Cedrela odorata en diferentes condiciones de
aprovechamiento.

Tamaiio de los Temperatura de Numerode

Locus Arreglo Secuencias (5-3") alelos / pb alineamiento alelos
Cedz | (GAR0 | Rl GG 123-185 478 12
Cedls | GAB | pia CTATGGGTGGCACAACTAC 122-157 2 13
can o | FIATCITOBTCCTocTaT | o | = | v
Cot#4 | ()7 | RATTTICATTCCCTTITAGC. 152:234 2 7
cust | (0w | ROATCICACCCACTIOn AR 2 s
G(GA)S
Cedola | (TG0 | piGe s nATTAACCAGAAAAACG 224278 2 10
cows |, | FATOMOMMIOTT | 1 | m | s
s | GR1T | FATTICATTcccTTT TGS mm | w | o
cenr [ emns | FETEomaTeteceTec: I R
110
7.4 Andlisis de datos

Los geles obtenidos para la visualizacion de los amplicones se analizaron utilizando el
programa GelAnalyzer (Lazar y Lazar 2010) capturando en una hoja de célculo la longitud e
intensidad de la o las bandas de cada individuo, considerando el tamafio molecular ponderado

con relacion a un marcador de peso molecular conocido. La matriz de frecuencias alélicas

30



fue corregida de acuerdo con la propuesta de eliminacion de alelos nulos o repetidos

(Chybicki y Burczyk 2009).

Se calcularon las frecuencias génicas (alélicas y genotipicas) de todas las poblaciones
en cuestion, se determinoel promedio de muestras amplificadas por locus/poblacion (N), el
promedio de alelos por locus/poblacién (A), el numero efectivo de alelos por locus/poblacion

(Ne), el indice informativo para cada iniciador (I), las heterocigosis observadas y esperadas

(Ho y He respectivamente) y el coeficiente de fijacion (f = 1 — %). Con estos datos se
E

determino si las poblaciones se encuentran en equilibrio de Hardy-Weimberg (EHW, Anexo
11.4), de acuerdo con las diferencias significativas entre las frecuencias observadas y
esperadas, utilizando el programa GenAlEx v.6.5 (Pekall y Smouse 2012), el cual considera
una prueba de y* para esta comparacion. Ademas, se establecio la cantidad de alelos

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

Se realizé un Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) basado en los indicadores
FST (Excoffier ef al 1992), el valor de corte para la significancia fue corregido por el método
de Bonferroni, que considera el nimero total de correlaciones posibles como un factor de
aleatorizacion. Con este indicador de diferenciacion se calcularon las distancias corregidas

de Nei (Takezaki y Nei 1996) y el nimero de individuos migrantes por generacion entre

1.1

poblaciones pareadas (N, = " [F— — 1]). Las distancias obtenidas con cada iniciador se
ST

utilizaron para construir un arbol de agrupamiento bajo el modelo de union al vecino mas

cercano (Neighbor-Joining N-J), ya que permite visualizar la distancia ponderada entre
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grupos asociada a la longitud de las ramas, para ello se utiliz6 el programa Past v. 2.17
(Hammer et al 2001). También se realizé un analisis deasignacion de individuos por grupo
basado en permutaciones de Monte Carlo, considerando 50,000 iteraciones y 50,000 burning,
bajo un modelo aditivo que considera a priori la identidad del grupo de procedencia (Falush
et al 2007). Este andlisis se realizocon inferencias de 2 a 20 grupos, en 10iteraciones; para
maximizar la deteccion de subestructura al interior de las poblaciones, estableciendo el limite
de asignacion adecuado de acuerdo conla menor varianza acumulada, para ello se utilizo el
método grafico propuesto por Evanno et al(2005), mediante el software STRUCTURE
HARVESTER (Earl y vonHoldt 2012). Estos analisis se realizaron con el programa
STRUCTURE v 5.4 (Pritchard et al 2000), se corrigieron al promedio de las 10 iteraciones
mediante el programa CLUMPP v.1.1.2 (Jakobsoon y Rosenberg 2007) y se visualizaron con
la aplicacion Distruct v.1.1 (Rosenberg 2004). Ademas, se realizé una prueba de Mantel
considerando la matriz de distancias genéticas de Nei corregida con respecto a las distancias
geograficas entre sitios, la prueba se realizé con 999 permutaciones en el programa TFPGA
v 1.3 (Miller 1997)Se determind la disminucidn reciente en el tamafio efectivo poblacional
ponderando la heterocigosis con relacion a los valores esperados por un modelo de equilibrio
deriva-mutacion, bajo el supuesto de alelos infinitos (I.A.M), para ello se utilizo el programa

Bottleneck 1.2.02 (Cournuet ef al 1997-1999).

Finalmente, se evalud el potencial de riesgo para las condiciones considerando la
heterocigosis calculada bajo el efecto de la /'y de la adecuacion w. Para ello se realizé una
iteracion de 10,000 pasos considerando una aleatorizacion del coeficiente de endogamia al

interior de las condiciones (dos valores) y recalculando la frecuencia de los
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heterocigotosconla formula Hs =Hoo-(Hoo*f). El resultado obtenido, que representa las
proporciones ideales de Ho (Hs = heterocigosis estandarizada) en cada condicion después de
sufrir una depuracion por endogamia; fue utilizado para calcular un coeficiente de adecuacion
por condicion (wij) mediante la formula w = Hs/Ho, y después se ponderdrespecto al valor

mayor, que coincidié con la condicidn natural.
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8 RESULTADOS

8.1 Variacion genética

La variacion genética de las poblaciones de Cedrela odorata analizadas corresponden en
tamafio en pares de bases y en nimero de alelos por locus con trabajos previos (Hernandez
et al2008) (Cuadro 4). La variacion genética en las poblaciones resulta alta, en comparaciéon
con otras plantas lefiosas, con un promedio de Ho = 0.87 £ 0.02 y de He= 0.82 + 0.01. Sin
embargo, por condicion; la variacion no se distribuye de manera homogénea, encontrando
mayor variacion en los cultivos (Ho = 0.88 + 0.01, He = 0.83 £ 0.02) seguidos de las
poblaciones naturales (Ho = 0.88 = 0.07, He = 0.81 £+ 0.01). Los valores mas bajos de
heterocigosis se observaron en las poblaciones con extraccion (Ho = 0.84 + 0.03, He = 0.82
+ 0.02). En cuanto al coeficiente de fijacion, las poblaciones naturales se encuentran en
equilibrio de Hardy-Weimberg con valores asociados a exogamia, aunque con varianza
elevada por lo que resultan no ser significativos (F =-0.1 + 0.11, EHW = ns). Los cultivos
presentan exogamia (F = -0.07 + 0.05), aunque en el caso del cultivo joven (San Pedro) no
se aleja del EHW, pero en el cultivo viejo (Huextetitla) siresulta significativo. En cuanto a
las poblaciones bajo manejo, la exogamia (F =-0.2 £ 0.07, EHW p < 0.001) resulta afectar
significativamente el EHW en ambos casos (Cuadro 4). En todos los grupos analizados el

polimorfismo fue de 100 %.
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Cuadro 4. Descriptores de la variacion genética por poblacion. N: Numero de individuos analizados, Na: Numerode alelos por locus,
Ne: Numerode alelos efectivos, I: Indice de Shannon, Ho: Heterocigosis observada, He: Heterocigosis esperada, F: Indice de fijacion,
AP: Numero de Alelos Privados por Poblacion, EHW: Equilibrio de Hardy-Weimberg, Con: condicion, Nat: Natural, Cul: Cultivo, Apr:
Aprovechamiento.

Con | Poblacion N Na Ne 1 Ho He F AP EHW
Nat Coatenahuatl 16 8 +0.53 565.§5i léi_gg; 0(')?3 L odggli 0.02£005 4 ns
Cul  San Pedro 19 75_339; oo 1(')%;[ O('fg; 0(')?3; 0.140.03 I ns
- - NN
Nat Chinconcoac 17 76‘_‘2 " 561.36 N 167_3 > O('fg; 08+001 -0.17£003 0 ns
Apr  Coyolapa 27 95;* 63504 1.97+0.05 O('fg f Oéf_ggli 0.02 % 0.06 2 ok
o mean S e ms am o e,
Nat ! g‘ ; h 7'0.7 32 ,  537+03 ! '0‘?5 Py 0.0%3; 0'0% 500=001 4+283
cul 2447.07 8}‘?33 S 61108 ! '0? ]2 > O'Ofgg]i Ob‘?g; 0.07 +0.05 ;53(?
por 22636 Cont Cyes  oos  oes  epp 00007 Gy
Total 2107 8(')‘.'36* 5(')719 si 1('){.‘33* 0('%2* 06’.‘31* 20.06£0.02 24

ns: no significativo; *** p < 0.001 de acuerdo con la prueba de Chi cuadrada.
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8.2 Estructura genética

El analisis de varianza molecular mostr6d diferencias significativas entre las poblaciones
evaluadas (Fst(s251) = 0.046, p <0.001), distribuidas principalmente dentro de las localidades
(95 % de la variacion). Lo que corresponde con un elevado flujo génico (Cuadro 5).

Cuadro 5. Matriz pareada de valores Fst (bajo la diagonal) y Numeroefectivo de migrantes

por generacion (Nm) (sobre la diagonal). *: diferencias significativas entre poblaciones,
corregidas por el método de Bonferroni.

Coatenahuat Chiconcoa

Poblacion 1 San Pedro Tamala c Coyolapa  Huextetitla
l(j"ate“ah“at - 5.230% 4.949% 5.419% 7.564% 3.416%
San Pedro 0.046 - 5.010% 20.279 7.982% 4.456*
Tamala 0.048 0.048 - 11.037 5.201* 3.187%
Chiconcoac 0.044 0.012 0.022 - 6.944* 4916*
Coyolapa 0.032 0.030 0.046 0.035 - 4.451%*
Huextetitla 0.068 0.053 0.073 0.048 0.053 -

Las poblaciones conforman tres grupos con alta similitud en las frecuencias alélicas
y divergencia seriada desde el cluster central (Chiconcoac-Tamala < 0.01), con una siguiente
ramificacionde divergencia del cluster superior (Coatenahuatl-Coyolapa < 0.2) y una
divergencia final en el cluster inferior (San Pedro-Huextetitla < (.3), este ultimo conformado
por los cultivos, mismos que a su vez presentan una divergencia elevada (< 0.4) por lo que

el cultivo viejo (Huextetitla) es el de mayor disimilitud en las frecuencias alélicas (Figura 5).
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Figura 5. Arbol de agrupamiento basado en las distancias corregidas de Nei (Takezaki y Nei
1996) agrupadas por el método de Neighbor-Joining.

El andlisis de asignacion bayesiana mostro que el nimero més probable de grupos
genéticos es de 10 distribuidos de manera diferencial entre las localidades (Figura 6a). La
mayor riqueza genética se encuentra en Chiconcoac seguida de Coatenahuatl; ambas
poblaciones naturales con una adecuada representatividad. Las poblaciones de Tamala y
Coyolapa, ambas con extraccion de madera; también cuentan con alta representatividad, pero

con cambios en la composicion. Finalmente, ambos cultivos (San Pedro y Huextetitla), tienen
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una notable fijacion en la variacion genética ademds que en Huextetitla se pierde un grupo

genético (Cultivo Viejo) (Figura 6b).
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Figura 6. a) Determinacion de los grupos genéticos con base en la propuesta grafica de Evanno et a/(2005). b) Modelo de asignacion
promedio de los arboles de Cedrela odorata, de acuerdo con los grupos genéticos calculados, en las distintas procedencias.

39



Los resultados de la prueba de Mantel mostraron una correspondencia con el
agrupamiento de N-J, donde las poblaciones mds cercanas resultan ser las naturales y las
sometidas a procesos de extraccion, por lo que existe una conectividad geografica entre
Coyolapa-Coatenahuatl y entre Chiconcoac-Tamala (r = 0.949, p <0.05)(Figura 7). Sin
embargo, la correlacion se pierde con respecto a Huextetitla, por lo que la distancia genética

de ese cultivo no corresponde a la distancia geografica, lo que sugiere su origen diferente.

Figura 7. Correlacion por permutacion de Mantel entre las distancias genéticas de Nei y
geograficas (km) de las poblaciones Hidalguenses de Cedrela odorata.

8.3 Cuellos de botella

Los analisis de cuello de botella mostraron que todas las poblaciones se han reducido
recientemente, al presentar el 100% de los loci evaluados con exceso de heterocigosis

calculada bajo el modelo de equilibrio deriva-mutacion (EDM). Sin embargo, la cantidad de
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loci con cambios en la frecuencia de heterocigotos esperados bajo el modelo de islas infinitas
(Heq) es diferente en cada localidad; por lo que la magnitud del cuello de botella también es
distinta, en orden ascendente se observa: Tamala (Apr), Chinconcoac (Nat), Coatenahuatl

(Nat), San Pedro (Cul), Coyolapa (Apr) y Huextetitla (Cul) (Cuadro 6).

Cuadro 6. Descripcion de los cuellos de botella identificados en las poblaciones de Cedrela
odorata del estado de Hidalgo. Locus # DM: Locus con diferencias significativas del modelo
de equilibrio deriva-mutacion, Heq: heterocigosis calculada bajo el modelo de equilibrio
deriva-mutacion, LD: Loci con deficiencia de heterocigosis calculados por la permutacion
bajo el supuesto de islas infinitas, LE: Loci con exceso de heterocigosis calculados por la
permutacion bajo el supuesto de islas infinitas, H: Valor obtenido de la prueba de Wilcoxon,
p: Probabilidad de significancia, CB: magnitud del cuello de botella.

Condicion  Poblacion LocusZDM Heq LD LE H p CB
Ced2 0.786
Ced54 0.885

Nat Coatenahuatl Ced6la 0.839 0 9 2959 0.00155 **
Ced95 0.863
Cedl18 0.872
Ced41 0.885

Cul San Pedro Ced6la 0873 0 9 3.123 0.00089 ***
Ced65 0.862
Ced95 0.856
Ced65 0.797

Apr Tamala Ced95 0.860 0 9 2.851 0.002 *ok
Ced2 0.807
Cedl18 0.881

Nat Chinconcoac Ced6la 087 0 9 2889 0.0019 **
Ced95 0.841
Ced131 0.838
Ced2 0.863
Ced18 0.887

Ced41 0.878 ok

Apr Coyolapa Cedb5 0.852 0 9 3.441 0.00029

Ced95 0.895
Ced131 0.848
Ced2 0.857

) Ced18 0.909 .

Cul Huextetitla Ced54 0.836 0 9 3.698 0.00011

Cedbla 0.877
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Ced65 0.834
Ced95 0.882
Ced131 0.794
*:p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

La proyeccion bajo un modelo de endogamia mostro una heterocigosis estandarizada
(Hs) por permutacion de 0.972 £+ 0.073 para la condicion Natural, 0.946 + 0.026 para los
cultivos y de 0.857 £ 0.041 para las poblaciones bajo aprovechamiento. De acuerdo con los
rangos y la propuesta de Markovque dice, las diferencias en los intervalos son un reflejo de
la exclusion de los casos entre grupos de variables iteradas (Gamerman y Lopes 20006);
existen diferencias significativas entre la heterocigosis estandarizada de las poblaciones
naturales con respecto a las poblaciones bajo manejo. No existen diferencias de los cultivos
con respecto a las otras dos condiciones. Esto también se refleja en el coeficiente de
adecuacion el que indica una pérdida, con respecto a la adecuacion de las poblaciones
naturales; del 2.7% para el cultivo y del 7.7% para la poblacion bajo aprovechamiento (Figura

8).

42



1 | /
0.8 -
En 0.6 -
5]
g
2 04 -
=
0.2 - Nat (w = 1)
Cul (w=0.973)
Apr (w=0.923)
O T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Generaciones

Figura 8. Proyeccion a diez generaciones de la frecuencia de genotipos heterocigotos en las
diferentes condiciones de aprovechamiento, considerando la pérdida de adecuaciéon y la
endogamia simultdneamente bajo la formula: Ho=[Hoj-(Hoi*f)]*wj.
9 DISCUSION

Mediante el uso de microsatélites, especificos para la especie Cedrela odorata, fue posible
evaluar el efecto del manejo forestal sobre el acervo genético del cedro rojo en Hidalgo. En
general, el principal efecto fue la pérdida de variabilidad genética en el cultivo con una base
genética pobre (Huextetitla), incrementando su diferenciacion con respecto al resto de las
poblaciones. Este cultivo proviene de fuentes semilleras desconocidas que podrian no

pertenecer al estado, haciéndolas disimiles, susceptibles y de baja calidad, por lo que no

serian una buena manera de abordar el manejo.

Por otro lado, el cultivo con fuentes semilleras multiples y origen autdctono (San

Pedro), tienen mayor diversidad de lo esperado, aun cuando es posible identificar un efecto
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fundador asociado a la homogeneidad de origen, que incrementa la cantidad de heterocigotos
de manera temporal por error de muestreo (Cournuet et al 1997-1999; Castillaet a/ 2016),
acercando las frecuencias genotipicas al equilibrio de Hardy-Weimberg por un efecto
Wahlund (Chybicki y Burkzyk 2009). Esta estrategia resulta mejor para la conservacion de
la diversidad genética, siempre que se tenga un ingreso constante de individuos procedentes

de la fuente original para no perder los niveles de variacion (Flores ef a/ 2007).

En cuanto a las poblaciones bajo manejo, es destacable la relacién genética con
respecto a sus pares geograficos naturales, manteniendo una relacion genética fuerte y
correlacionada con la distancia. Sin embargo, esta estructura de conectividad no se mantiene
pues se pierden genotipos por extraccion que generan un cuello de botella fuerte (Cournuet
et al 1997-1999), particularmente en la poblacion con mayor intensidad de extraccion

(Tamala); disminuyendo significativamente la adecuacion poblacional en estas condiciones.

Por lo anterior, los analisis permitieron hacer una aproximacion del potencial de
riesgo para las condiciones de manejo de la especie; mostrando que la interaccion de la
endogamia y la seleccion dirigida a ciertos fenotipos pone en riesgo a la especie en el estado
de Hidalgo, por lo que se debe evitar la extraccion y fomentar los cultivos, siempre que se
cuente con multiples fuentes semilleras autdctonas, obteniendo beneficios a mediano y largo

plazo.
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9.1 Variacion genética

Los altos niveles de heterocigosis presentes en las poblaciones de Cedrela odorata del estado
de Hidalgo, concuerdan con lo esperado en especies de arboles tropicales con exocruza
obligada (Hamrick et al 1979), los cuales fueron en promedio de Ho = 0.87 £ 0.02 y de He
= 0.82 £+ 0.01. Sin embargo, una vez que se analizan dependiendo del tipo de
aprovechamiento, existe una diferencia apreciable en las mismas. Las poblaciones con menor
valor de heterocigosis fueron las que presentaron extraccion (0.84 £ 0.03) y no hay
diferencias aparentes entre los cultivos y las poblaciones naturales (0.88 = 0.07, 0.88 + 0.01
respectivamente). No obstante, la desviacion estdndar sugiere que los cultivos son mas
estables, lo cual resulta obvio puesto que tienen fuentes de variacion TUnicas
generacionalmente hablando (Frankhamer a/ 2002). A nivel particular, la poblacion con
menor heterocigosis es Coyolapa con Ho= 0.82 + 0.04 y de He= 0.84 + 0.01, la cual se
encuentra bajo manejo. En contraste, la poblacion con la mayor heterocigosis es Chiconcoac
de 0.93 £0.02 y de He= 0.8 = 0.01, la cual se considera Natural. El resto de las poblaciones
tienen valores intermedios y heterogéneos, por lo que no seria posible identificar una
constante atribuible a la condicion de manejo. Al respecto, un atributo que si permite
identificar una constante es el equilibrio de Hardy-Weimberg encontrado en las poblaciones
naturales, por lo que se infiere una fuente de variacion genética multiple y constante en el
tiempo (altos niveles de exogamia) que mantienen la variabilidad genética a lo largo del
tiempo, tal como se esperaria en una especie de exocruza polinizada por viento (Jump y
Pefiuelas 2006). El mismo efecto, pero provocado por el manejo de las fuentes semilleras, se

presenta en el cultivo de San Pedro.
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La extraccion hace mas heterogéneas las respuestas ya que en un caso (Tamala) hay
exceso de heterocigos y exogamia, mientras que en Coyolapa pasa lo contrario. Tal nivel de
variacion puede darse ante condiciones ambientales adversas y cambiantes, producto de las
actividades antropogénicas (Balvanera y Aguirre 2006, Krishnadas ef al 2016, Popradit et al

2015, Williams-Linera y Lorea 2009).

9.2 Estructura genética

Se puede apreciar un flujo genético elevado dentro de las poblaciones, lo cual es esperado
debido a la biologia reproductiva de C. odorata (Muellner et al 2010). Al utilizar los datos
obtenidos del AMOVA para agrupar las poblaciones bajo el modelo de unién al vecino mas
cercano (Neighor-Joining), fue posible observar el agrupamiento asociado a la distancia
(Coatenahuatl-Coyolapa, separadas por 7.11 km; Chiconcoac-Tamala, separadas por 4.5
km), lo que también se aprecia en la prueba de Mantel (Figura 7). Sin embargo, Huextetitla
y San Pedro, ambos cultivos; tienen una divergencia elevada y son agrupados debido a la
disimilitud en los mismos. En otras especies tropicales con exocruza es posible identificar
patrones de aislamiento por distancia o "Steping-Stone" similares al encontrado, por ejemplo,
en Caryocar brasiliense (Collevatti et al 2001) y en Aucoumea klaineana (Born et al 2008),
en ambos arboles tropicales; existe un aislamiento genético asociado a la distancia y a la
fragmentacion del habitat. Sin embargo, los cultivos no siguen ningin patréon geografico, a

menos que tengan procedencias nativas, tal es el caso de San Pedro.

Los 10 grupos genéticos identificados por el analisis de asignacién son muchoscon

respecto a otras especies arboreas y de larga vida (Parchman et al 2011; Yang et al
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2015;0shawa et al 2011). Esta variacion obedece a familias genéticas multiples dentro de las
poblaciones, que magnifican la variacion intra versus inter poblacional (95 vs 5 %, en nuestro
caso). La mayor variacion intrapoblacional, expresada por riqueza de grupos (10 de 10); se
encontro en Tamala y Coyolapa, ambas bajo aprovechamiento. No obstante, la frecuencia de
los grupos es bastante homogénea, sin destacar alguno en particular. En contraste, las
poblaciones naturales, aiin cuanto tienen también una riqueza importante en grupos genéticos
(9 de 10); destacan por mayor frecuencia algunos de ellos, asociados de manera diferencial a
cada poblacion. En otras palabras, en las poblaciones naturales hay muchos grupos, algunos
abundantes pero diferentes entre ellas (Nishimura et al 2011; Geraghty et al 2013; Galvan-

Hernandez et al 2015;Castilla et al 2016).

Los cultivos son dos casos distintos, San Pedro tiene una representacion importante
de los subgrupos (9 de 10), sin embargo, uno de ellos sobresale incluso mas que en las
condiciones naturales. La riqueza indica que para este cultivo se utilizaron semillas locales,
similares o cercanas a la poblacién de Chiconcoac, aunque la sobre representatividad de un
grupo particular también indica que se sembraron individuos emparentados. Por el contrario,
Huextetitla presenta un dominio total de un subgrupo y una extremadamente baja
representatividad del resto, esta homogeneidad indica la siembra de hermanos procedentes
de un solo parental. Ademas, el grupo sobre-representado en el cultivo de Huextetitla, es el
menos frecuente en el resto de las poblaciones, lo que sugiere una procedencia diferente y
externa a la Huasteca Hidalguense. Estas dos poblaciones ejemplifican la manera en que se
llevan a cabo los programas de siembra de C. odorata. Seglin los respectivos propietarios de

los predios de cultivo, los arboles fueron otorgados por programas de gobierno en diferentes
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periodos, por lo que proceden de programas con normativas distintas, e incluso diferentes
dependencias gubernamentales encargadas de la gestion, como por ejemplo SAGARPA y

CONAFOR.

9.3 Cuellos de botella

El andlisis de cuello de botella mostré6 que todas las poblaciones presentan reducciones
recientes en el tamafio poblacional. Sin embargo, de los nueve loci analizados; el exceso de
heterdcigos con respecto al modelo de equilibrio deriva-mutacion varia entre dos (Tamala) y
siete (Huextetitla). Esta cantidad de loci afectados se encuentra relacionado directamente con
la intensidad de la reduccién poblacional. Los cultivos, asi como la poblacion bajo
aprovechamiento de Coyolapa resultan presentar el cuello de botella mas intenso. En el
primer caso, es obvio que el efecto en los cultivos se debe a la fuente de variacion reducida;
por lo que mas que un cuello de botella se trata de un efecto fundador. Sin embargo, en
Coyolapa, el efecto observado es producto de la extraccion masiva e indiscriminada de
individuos; por lo que el efecto del aprovechamiento resulta en una reduccion sostenida e
indiscriminada del tamafio poblacional (Young et a/ 1996; Lengkeek et al 2004;Jump et

al2006; Davieset al 2010).

9.4 Proyeccion y aprovechamiento

El potencial de riesgo para una especie depende tanto de factores intrinsecos (e.g.: densidad
poblacional, tasa de crecimiento poblacional, sistema reproductivo, entre otras), como

extrinsecos (e.g.: costo de extraccion, mercado, infraestructura, entre otros) (Mace et al2008).
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Bajo este contexto Cedrela odorata podria considerarse una especie de riesgo elevado
(NOM-059), de alli la urgencia de este tipo de trabajos y la necesidad de incluirla como
especie bajo proteccion especial. Destacan como amenazas, el mercado de su madera, la
longevidad de la especie que retrasa el alcanzar la talla comercial y la alta mortalidad de
plantulas, tanto en campo como en cultivo. Los resultados obtenidos avalan ademas el efecto
negativo de la extraccion sobre las poblaciones y la homogeneidad que se fomentd

indiscriminadamente por cultivos mal planteados.

Las politicas actuales para la proyeccion futura del manejo forestal (CONAFOR 2014),
muestran una mejor planeacion para la reforestacion a partir de cultivos con fuentes multiples
pero autoctonas, lo cual es acorde con losresultados del presente estudio. Sin embargo, para
esta especie en particular no hay planes de reforestacion, ni estatales ni nacionales;
asumiendo que la regeneracion natural es suficiente para la recuperacion de las poblaciones

que fueron sometidas a extraccién y compensando la produccion con cultivos. Sugerimos:

e Tomar en cuenta los aspectos genéticos de la especie en los planes de manejo estatales
y federales, ya que estos nos dan informacién importante para el éxito de los
programas.

e Utilizar fuentes variadas de semillas locales para los proyectos de siembra de la
especie, y dar un seguimiento adecuado a los mismos.

e Replantear la regulacion de la extraccion, pues resulta ser la actividad que mas

compromete la adecuacion de la especie.
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11 ANEXOS

11.1 Permiso de colecta
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11.2 Protocolo de extraccion de DNA modificado de Doyle y Doyle (1987).

En un mortero estéril y con nitrégeno liquido macerar 0.5gr de tejido vegetal.

2. Agregar 1 ml del buffer de extraccion (2% de CTAB, 1.42 M NaCl, 20 mM EDTA,

10.

11.

12.

10 mM tris-HCL, 2 % PVP y 4 mM de 4cido ascorbico) y se recuperar en un
microtubo de 2 ml.

Eliminar el sobrenadante y resuspender con 600ul del buffer CTAB sin 2-B-
mercaptoetanoly 20 pul de RNAsa (1 mg/ml) incubando a 65°C durante 90 min,
después se agregar 20 pl proteinasa K (1 mg/ml), incubando a 65°C durante 30 min.
Centrifugar las muestras por 10 min a 10,000 RPM, después agregar 600 ul de
cloroformo:isoamilico (24:1) homogenizar con vortex y se centrifugd durante 10 min
a 10,000 RPM.

Tomar el sobrenadante y se colocar en un nuevo tubo al cual se le agregara
nuevamente 600 pl de cloroformo:isoamilico (24:1) homogenizar y se centrifugar
durante 10 min a 10,000 RPM.

Tomar el sobrenadante y colocar en un nuevo tubo al cual se le agregara 2/3 del
volumen final de isopropanol frio para precipitar el DNA, el cual se deja reposar 20
min a -20 °C.

Centrifugar durante 10 min a 12,000 RPM, decantar cuidadosamente el sobrenadante
para evitar perder la pastilla de DNA, lavar con 250 pl etanol al 70 % y centrifugada
durante 10 min a 14,000 RPM.

Eliminar el etanol cuidadosamente sin perder la pastilla de DNA y volver a repetir el
lavado con etanol y la centrifugacion. Una vez completamente seco el tubo agregar
100 pl de agua ultra pura estéril.

Limpieza de DNA

Agregar 300 pl de dH20 y 400 pl de cloroformo:octanol (24:1) esto se homogenizar
perfectamente y se centrifugar durante 10 min a 10,000 RPM.

Tomar el sobrenadante teniendo cuidado de no tomar la interface, transferir un nuevo
microtubo y agregar 400 pl de cloroformo:octanol (24:1) homogenizar perfectamente
y se centrifugar durante 10 min a 10,000 RPM.

Tomar el sobrenadante teniendo cuidado de no tomar la interface y se trasferir a un
nuevo microtubo, agregar 65 pl de acetato de sodio (3 M pH 5.2)y 600 ul de
isopropanol y se dejar reposar 20 minutos a -20°C.

Posteriormente se centrifugar a 14,000 RPM durantel5 min, decantar teniendo
cuidado de no mover la pastilla formada y se adicionar250 pl de etanol absoluto frio
y se centrifugo a 10,000 RPM por 7 min, decantar nuevamente teniendo cuidado de
no desechar la pastilla y agregar 250 ul de etanol 70% frio se centrifugo a 10,000
RPM por 5 min, decantar tratando de eliminar la mayor cantidad de etanol sin
desechar la pastilla, una vez seca, agregar 60 nul de dH20 ultrapura estéril y congelar
a -20°C para su posterior analisis.
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11.3 Geles de poliacrilamida

A la izquierda se observa un ejemplo de los geles de poliacrilamida que fueron ingresados al
programa GelAnalizer(el peso calculado de pares de bases de izquierda a derecha es el
siguiente;207 y 222, 204 y 219, 211 y 225, 203 y 219, 209 y 224, 198 y 2016, 190 y 202,
vacio, 197 y 201, vacio, 202 y 221, 202 y 215, 199 y 213, 197 y 212, 195 y 209, vacio, 202
y 221, 197 y 210, vacio, 200 y 213, 203 y 215, vacio, 211 y 224, vacio, Ladder 1kb) y que
posteriormente fueron corregidos de acuerdo con la propuesta de eliminacion de alelos nulos
o repetidos (Chybicki y Burczyk, 2009). A la derecha se muestra un gel de acrilamida
desnaturalizado con el cual corroboro que los pesos moleculares obtenidos con las
correcciones de Chybicky y Burczyk eran constantes y similares(215pb y 249pb

respectivamente), por lo que se considerd que la técnica es viable para obtener resultados

confiables.
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11.4 Evaluacion del equilibrio de Hardy-Weinberg por locus y por poblacionChi

cuadrada (ChiSq), grados de libertad (DF), probabilidad (prob) y significancia

(Signif), para el equilibrio de Hardy-Weinberg en los nueve loci para seis

poblaciones de Cedrela odorata evaluados en el estado de Hidalgo.

Poblaciones
Locus Coatenahuatl San Pedro Tamala Chiconcoac  Coyolapa Huextetitla
ChiSq 32.588 25.523 144.171 33.549 71.785 94.41
DF 10 21 78 15 36 55
Ced2
Prob 0 0.225 0 0.004 0 0.001
Signif soksk ns skksk sk seksk seksk
ChiSq 58.074 63.131 52.32 38.888 51.117 115.361
DF 36 36 36 36 45 78
Ced18
Prob 0.011 0.003 0.039 0.341 0.246 0.004
Signif * ok * ns ns **
ChiSq 67.259 49.74 113.5 47.42 80.494 92.781
Cedd] DF 45 45 66 45 45 45
Prob 0.017 0.29 0 0.374 0.001 0
Signif * ns Hokok ns seokok kK
ChiSq 42.37 35.849 48.822 31.918 82.081 130.598
DF 36 21 28 15 45 78
Coddd Prob 0.215 0.023 0.009 0.007 0.001 0
Signif ns * sk sk ssksk sksksk
ChiSq 37 49.028 31.01 18.671 29.19 111.749
DF 36 28 21 21 45 28
Cod34 Prob 0.423 0.008 0.073 0.606 0.967 0
Signif ns *K ns ns ns HHE
ChiSq 17.123 40.858 16.851 32.389 53.599 69.993
DF 15 28 15 28 28 45
Ced61
ebia Prob 0312 0.055 0.328 0.259 0.002 0.01
Signif ns ns ns ns *x *x
ChiSq 27.498 30.281 13.868 13.513 32.95 33.603
Ced65 DF 28 28 15 21 28 21
¢ Prob 0.491 0.35 0.536 0.89 0.238 0.04
Signif ns ns ns ns ns *
ChiSq 33.508 36.055 37.013 33.658 112.532 60.748
Ced9s DF 28 28 28 21 55 45
¢ Prob 0.218 0.141 0.119 0.039 0 0.059
Signif ns ns ns * o ns
ChiSq 18.041 27.764 66.298 30.156 41.745 41.905
DF 28 15 21 21 28 15
Ced131
Prob 0.925 0.023 0 0.089 0.046 0
Signif ns * *okk ns * wkk
ChiSq 103.9634049 118.3650946 216.6298416 77.03285847 230.7898169 292.4627158
DF 104 97.5 129 82 157 186
Poblacional
Prob  0.482568029 0.069311383  2.16E-06  0.634439282 0.000114905 1.18E-12
Signif ns ns ok ns HoHE HoHE
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