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RESUMEN

Pinus maximinoi es una especie forestal con alta importancia economica,
ecologica y cultural en Guatemala debido a su rapido crecimiento, adaptabilidad y uso
en programas de reforestacion y producciéon maderable. Sin embargo, existe poca
informacion sobre su diversidad genética, lo que representa un desafio para su manejo
y conservacion a largo plazo. Este estudio tuvo como objetivo caracterizar la diversidad
genética de poblaciones silvestres y manejadas de P. maximinoi en la regiéon VII del
INAB, especificamente en Huehuetenango y Quich¢, mediante el uso de marcadores
moleculares microsatélites. Se colectaron muestras de aciculas en cuatro poblaciones
y se compararon tres protocolos de extraccion de ADN, seleccionando el método
modificado por el Laboratorio de Proteccion Vegetal de UVG por presentar mejores
concentraciones y purezas. Se utilizaron seis microsatélites funcionales para los
analisis, cuyos electroferogramas fueron procesados en R. Los resultados indicaron una
diversidad genética moderada (Na = 6.65, He = 0.785), pero con déficit de
heterocigotos y coeficientes de fijacion elevados en las poblaciones, lo que sugiere
posible endogamia o flujo genético limitado. La diferenciacion entre poblaciones fue
baja a moderada (Fst entre 0.087—-0.113), indicando similitud genética general. Se
recomienda promover conectividad, manejo genético y estrategias de conservacion

para prevenir erosion genética futura.



I. INTRODUCCION

Los pinos (Pinus spp.), arboles con alta diversidad en el hemisferio norte,
pertenecen a la familia Pinaceae. Son especies muy importantes en sus ecosistemas, ya
que suelen actuar como pioneras, generando entornos favorables para que otras
especies se establezcan en estas zonas. Ademads, se emplean frecuentemente en
proyectos de reforestacion y en la biorremediacion de bosques deteriorados. Los pinos
también proporcionan refugio y comida a varios animales, jugando un rol crucial en la

biodiversidad de sus habitats (Escobar & Rodriguez, 2019).

Los pinos no solo son fundamentales para los ecosistemas forestales, sino que
también presentan un valor econémico importante tanto para la industria de la madera
como para las comunidades locales, especialmente en la utilizacion de la madera y

otros materiales, como el ocote y la resina (Moctezuma & Flores, 2020).

Pinus maximinoi es una especie de pino que se distribuye en las regiones
subtropicales de Mesoamérica. (INAB, 2019). Se caracteriza por tener un rapido
crecimiento, puede habitar tanto en tierras fértiles como en tierras menos productivas
y generalmente presenta pocas ramas. Su biologia le brinda un gran potencial
productivo debido a su alta tasa de crecimiento y la calidad de su madera (Martinez &
Castillo, 2001). A pesar de su alto aprovechamiento y gran potencial productivo, existe
poca informacion sobre esta especie, principalmente en Guatemala, lo que dificulta su

manejo y conservacion adecuada.

En este sentido, la diversidad genética es fundamental para la conservacion de
las especies, especialmente aquellas que son aprovechadas. Una alta diversidad
genética provee material para poder adaptarse a los cambios en el ambiente, si esta
diversidad se pierde, las poblaciones son mas susceptibles a reducciones, debido a

cambios o perturbaciones ambientales o antropogénicas (Rajora et al., 2000).De igual



forma, el aprovechamiento intensivo puede ejercer presiones adicionales sobre estas
especies, ademas de someterlas a seleccion artificial en busca de caracteristicas

deseadas, lo que favorece la pérdida de diversidad genética (Danusevicius et al., 2016).

Este estudio realiz6 la caracterizacion de la diversidad genética de Pinus
maximinoi en Guatemala utilizando marcadores microsatélites. Se analizaron
individuos de cuatro poblaciones diferentes, con el fin de realizar comparaciones de la
salud genética y evaluar si las practicas de aprovechamiento tienen un impacto a nivel

genético en esta especie.



II. OBJETIVOS

A. Objetivo general

o Caracterizar la diversidad genética de Pinus maximinoi en la

region VII de INAB en Guatemala utilizando marcadores moleculares.

B. Objetivos especificos

o Comparar la diversidad genética de Pinus maximinoi en estado
silvestre y en areas de cultivo.

o Generar recomendaciones para la conservacion y el
mantenimiento de la diversidad genética tanto en areas silvestres como en
cultivos.

o Establecimiento de protocolos de extraccion, amplificacion y

analisis de marcadores microsatélites para Pinus maximinoi.



III. ANTECEDENTES

A. Clasificacion taxonomica

La clasificacion de Pinus maximinoi (H.E. Moore)

es la siguiente (Farjon & Filer, 2013):

. Familia: Pinaceae

. Género: Pinus

. Especie: Pinus maximinoi

. Sinénimo: Pinus tenuifolia

. Nombre comun: Pino candelillo, pino blanco

Pinus maximinoi pertenece al grupo Pseudostrobus, junto con P. nubicula'y P.
pseudostrobus. Dentro de este grupo, P. maximinoi estd mas relacionado con P.
pseudostrobus que con P. nubicula (Stead, 1983). Este grupo presenta cinco aciculas y
se distribuye en el Eje Neovolcénico, en la Sierra Madre Occidental y se extiende hacia

Guatemala, El Salvador y Honduras (Richardson, 2000)

B. Descripcion morfologica

Es un arbol que llega a crecer entre 15 y 30 metros de altura, aunque en algunos
casos se han reportado ejemplares de hasta 50 de altura (Véliz et al., 2007). El tronco
generalmente es recto, con un didmetro a la altura del pecho de 40 a 90 cm. En la base
del tronco la corteza es de color gris oscuro con fisuras irregulares. Arboles jovenes
presentan una corteza mas suave y delgada, mientras que, en individuos maduros, la

corteza es mas gruesa (Véliz et al., 2007).

La copa es densa con forma de domo, con ramas gruesas y la mayoria de las
ramas surgen en un angulo de 90° respecto al tronco, simulando un crecimiento

verticilado. Las ramas son fragiles, con largos entrenudos, de color rojizo o amarillento



y brillantes, con huellas de bracteas espaciadas y poco marcadas. Las aciculas se
agrupan en cinco, miden entre 20 y 35 cm de largo y presentan vaina en la base del
fasciculo. Las vainas son anilladas, miden de 15 a 25 mm y de color castafio. Los
estrobilos tienen forma ovoide que van desde los 5 hasta los 9 centimetros de largo y
de 4 a 7 centimetros de ancho. Las escamas son delgadas y suaves. La semilla es oscura,
casi triangular, de 6 a 7 mm, con un ala amarillenta de 18 a 20 mm de largoy 6 a 7 mm

de ancho (V¢éliz et al., 2007).

C. Distribucion natural

Pinus maximinoi es una especie de pino que se distribuye en las regiones
subtropicales de Mesoamérica, especificamente en areas montafiosas de México,
Guatemala, El Salvador, Nicaragua y Honduras, en elevaciones que van desde los 700
hasta los 2400 m.s.n.m (Dvorak & Donahue, 1988). En Guatemala, esta especie se
conoce como “Pino Candelillo” y se encuentra en los departamentos de Alta Verapaz,
Baja Verapaz, Chimaltenango, Chiquimula, El Progreso, Guatemala, Huehuetenango,

Jalapa, Quetzaltenango, Quiché, Sacatepéquez, Solold y Zacapa (INAB, 2019).

(Perry, 1991)

Figura 1. Mapa de distribucion natural de Pinus maximinoi



D. Cultivos de Pinus maximinoi

Fuera de su rango de distribucion natural, la especie ha sido introducida con
intenciones de aprovechamiento en Brasil, Colombia Honduras, México, Sudafrica,

Venezuela y Zimbabue (INAB, 2019).

Los lugares donde existe presencia de Pinus maximinoi en plantaciones

forestales en Guatemala son:

. Alta Verapaz: Coban, Lanquin, Panzos, San Cristobal Verapaz,
San Juan Chamelco, San Miguel Tucurt, San Pedro Carchd, Santa Cruz
Verapaz, Senaht, Tactic y Tamahq.

. Baja Verapaz: Cubulco, Granados, Purulhd, Salama, Rabinal,
San Jerénimo y Santa Cruz El Chol.

. Chimaltenango: Acatenango, Zaragoza, Chimaltenango,
Patzin, Santa Apolonia, San Andrés Itzapa, San Juan Comalapa, San Martin

Jilotepeque, San Miguel Pochuta, San Pedro Yepocapa y Tecpan Guatemala.

. El Progreso: Morazan, San Agustin Acasaguastlan, Guastatoya
y Sansare.
. Guatemala: Santa Lucia Cotzumalguapa (Escuintla), Amatitlan,

Chinautla, Fraijanes, Guatemala, Mixco, Palencia, San José Pinula, San Juan
Sacatepéquez, San Pedro Sacatepéquez, Santa Catarina Pinula, Villa Canales y
Villa Nueva.

. Huehuetenango: Nenton, Union Cantinil, San Pedro Necta, San

Mateo Ixtatan, Petatan, Jacaltenango, Concepcion Huista y Chiantla.

. Quetzaltenango: Olintepeque, Zunil, El Palmar y Colomba
Costa Cuca.
. Jalapa: Mataquescuintla, Jalapa y San Pedro Pinula.

. Quiché: Chajul, Chicaman, Chiché, Nebaj, Cunén, San Juan
Cotzal, Chichicastenango, San Pedro Jocopilas, Santa Cruz del Quiché,

Chinique, San Bartolomé Jocotenango y Uspantan.



. Retalhuleu: San Felipe.
. Sacatepéquez: San Juan Alotenango, Sumpango, Pastores,

Santo Domingo Xenacoj, San Miguel Duefias y Jocotenango.

. Zacapa: Zacapa, La Union, Gualan y Usumatlan.

. San Marcos: San Rafael Pie de la Cuesta y Tacana.

. Santa Rosa: Barberena y Casillas.

. Solola: Panajachel, Santiago Atitlan y San Andrés Semetaba;.
. Totonicapan: Momostenango.

. Suchitepéquez: San Francisco Zapotitlan.

Alta Verapaz 92,624
Baja Verapaz 124,976
Chimaltenango 106,136
Chiquimula 27,024
El Progreso 28,064
Escuintla 17,872
Guatemala 172,176
Huehuetenango 249,536
Izabal 25,936
Jalapa 64,016
Jutiapa 93,440
Petén 49,584
Quetzaltenango 15,152
Quiché 232,000
Sacatepéquez 22,176
San Marcos 20,848
Santa Rosa 106,352
Solold 56,352
Totonicapdn 12,896
Zacapa 68,192
Variables Ambientales
limitantes
Minimo 14
Temperatura o 2%
Minimo 600
Elevacién Maximo 2500
¢ |l precipitaci Minimo 950
A Maximo 2350
@ 8 M
b

(INAB, 2019)

Figura 2. Presencia de algunas parcelas permanentes de cultivos y distribucion

potencial de Pinus maximinoi



E. Importancia de Pinus maximinoi

1. Importancia ambiental

Pinus maximinoi y los pinos en general son esenciales en los ecosistemas, ya
que forman parte del componente principal de la vegetacion en sus habitats. Juegan un
papel crucial en los ciclos biogeoquimicos e hidricos (Tor-ngern et al., 2018). Sus
largas raices permiten estabilizar el suelo, evitando la erosion y promoviendo la
retencion de agua. Por lo tanto, la presencia de estos arboles ayuda a mantener la
humedad y fertilidad del suelo, especialmente en 4reas propensas a sequia y
desertificacion. Ademas, son fuente de alimento, produciendo semillas que son

consumidas por diversos animales (Escobar & Rodriguez, 2019).

Por otro lado, estos arboles son pioneros y estdn bien adaptados a condiciones
dificiles como suelos pobres, pendientes pronunciadas y alta radiacion solar. Esta
resistencia les permite colonizar areas degradadas y crear condiciones adecuadas para
la regeneracion y la llegada de otras especies (Kacker et al., 2024). La presencia de los
pinos en bosques degradados puede aumentar la biodiversidad al permitir la
colonizacion de especies de hoja ancha en el sotobosque. Esto ademas de enriquecer la
biodiversidad del ecosistema, también contribuye a la resiliencia del bosque contra

perturbaciones ambientales (Torres ef al., 2021).

Ademas, los bosques de pino tienen la capacidad de secuestrar una gran
cantidad de carbono. P. maximinoi, debido a su rapido crecimiento, es ideal para
almacenar grandes cantidades de carbono tanto en su biomasa como en el suelo, por lo
que tiene un rol muy importante en la mitigacién del cambio climatico (Ruiz ef al.,

2017).



2. Importancia economica

Los bosques de pinos en los que se encuentra P. maximinoi tienen una gran
importancia para la economia local y regional. Estos bosques suministran productos
madereros, que son utilizados en industrias como la construccion, la produccion de
muebles y la fabricacion de papel. Ademas, la resina que producen los pinos es utilizada
en la produccion trementina y colofonia. También brindan ocote, que generalmente se
comercializa en mercados locales (CONAFOR, 2011). En muchas regiones, la
industria forestal basada en los pinos proporciona empleo a miles de personas en
industrias como la silvicultura, el manejo forestal, la produccién industrial y el

comercio de madera y sus derivados (Torres et al., 2021).

En Guatemala Pinus maximinoi es la especie mas utilizada en la industria
forestal y en aserraderos por sus caracteristicas que le brindan alto potencial
productivo. Por esta razon, es la especie con mayor area reforestada en los programas
de incentivos forestales en Guatemala, junto con el pino colorado (Pinus oocarpa)y el
pino del Caribe (Pinus caribaea var. hondurensis). En los programas de incentivos
forestales promovidos por INAB, P. maximinoi se encuentra en el listado de especies
prioritarias. Para el 2018 se registraron 23.455 hectareas reforestadas en Guatemala
con el objetivo de producir madera y satisfacer la demanda de la industria (INAB,

2019).

Esta especie tiene mayor preferencia en cuanto a reforestacion mediante
programas de incentivos forestales. Esto ha permitido que las reforestaciones se
registren en 14 departamentos de Guatemala. De todas las areas reportadas, la mayor
concentracion se encuentra en el departamento de Alta Verapaz, con 18,445.57
hectareas reforestadas hasta el afio 2018, lo que representa el 78.34% del area total

reforestada con esta especie en el pais (INAB, 2019)



3. Importancia cultural

Pinus maximinoi produce derivados como la resina y el ocote, que son
utilizados en ceremonias mayas principalmente como ofrendas. Especificamente, el
Pom es una ofrenda utilizada en rituales que se elabora a partir de la resina del arbol.
Del mismo modo, el Cuico, que es el Pom més pequefio, se elabora con resina de pino
y se asemeja a monedas de 5 centavos. Estas pequefias ofrendas se utilizan como pago

espiritual en ceremonias (Mencht, 2013).

Por otro lado, el Utza’m xik’a’y, también conocido como "palito", consiste en
ramas cubiertas con resina de pino. Este derivado se emplea en las ceremonias para
ayudar a resolver problemas y dificultades, por lo que la resina de pino tiene un papel
importante en las ceremonias mayas para invocar proteccion y bienestar (Menchu,

2013).

F. Amenazas

1. Cambio climatico

El cambio climatico ha demostrado tener impactos significativos en muchas
especies, especialmente en aquellas que habitan en montafias. Debido al aumento de
las temperaturas, estas especies migran de forma altitudinal, es decir la distribucion de
las especies es cada vez mas alta en las montafas, ya que las poblaciones necesitan
condiciones ideales de temperatura. Lo cual es un problema para especies que se
distribuyen en elevaciones altas, ya que no tienen a donde migrar. Debido a la elevacion
a la que se distribuye Pinus maximinoi, el cambio climdtico puede tener un gran
impacto en su distribucion natural y en los cultivos de esta especie (van Zonneveld

et al.,2009).

Ademas, el cambio climatico puede agravar otras amenazas para los pinos,

como la llegada de nuevas plagas o patégenos que pueden infectar a P. maximinoi, y el

10



aumento en la frecuencia de incendios, que es una de las mayores amenazas para los

bosques de esta especie (Van Zonneveld ef al., 2009).

2. Incendios

Los incendios son una de las principales amenazas para los bosques de pino en
diversas regiones del mundo. En Guatemala, por ejemplo, los incendios son un evento
comun, debido al mal manejo y a précticas agricolas no sostenibles, especialmente en
los bosques de pino de tierras bajas y en los bosques de elevacion media. Estos
incendios destruyen grandes areas de bosque y debilitan a los arboles, haciéndolos mas
susceptibles a otras amenazas, como los ataques de insectos y enfermedades (Billings
et al.,2004). En el afio 2000y 2001, los bosques de pino en la region del Petén sufrieron
un brote de escarabajos de la corteza, que fue potenciado por las condiciones creadas
por los incendios. Este brote afect6 casi 3,000 hectareas de Pinus caribaea, reflejando
como los incendios pueden potenciar otras amenazas para los pinos, incluyendo a P.

maximinoi (Billings et al., 2004).

Por otro lado, la actividad humana ha alterado el patron de incendios en los
bosques de pino, lo que ha provocado una acumulacion de materia organica
combustible y a incendios mas intensos y frecuentes. Estos cambios afectan a la
supervivencia de los pinos y a la regeneracion y la composicion de las especies en estos
ecosistemas. En muchas regiones, la reduccion de incendios ha provocado que los pinos
se extiendan a areas donde el fuego solia limitar su crecimiento, cambiando asi su
distribucion natural y la dinamica del ecosistema (Capulin et al., 2010). Un ejemplo de
la amenaza que representan los incendios se encuentra en los bosques del Altiplano de
Guatemala, donde la reduccion de los incendios ha permitido la expansion de los pinos

desplazando a otros tipos de vegetacion.
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3. Escarabajo de pino

El escarabajo del pino (Dendroctonus spp.) es una amenaza muy grande para
los bosques de pino, que impacta a la salud, la productividad y la calidad de la madera
de los arboles a los que afecta. Es uno de los insectos mas destructivos para los bosques
de pinos en América Central y del Norte. Este insecto, que vive principalmente en el
floema y la corteza interna, perforan la corteza en la capa del floema, causando la

muerte de los pinos (Gomez et al., 2020).

Los brotes de este escarabajo pueden afectar grandes extensiones de bosques
de pinos. Por ejemplo, en Honduras, més de 580,000 hectareas de bosques de pinos han
sido afectadas por estos brotes en los ultimos 20 afos. Estos brotes causan la pérdida
de una gran cantidad de arboles, pero especialmente alteran la estructura del bosque,
reduciendo la diversidad de especies. Ademas, los brotes de escarabajos aumentan por
climas extremos, como sequias prolongadas y olas de calor, que aumentan el estrés en
los arboles y reducen sus mecanismos de defensa. Siendo esto relevante en el contexto

de cambio climatico (Billings et al., 2004).

La interaccion entre los escarabajos del pino y otros factores ambientales, como
los incendios forestales, también es importante. Los bosques densos y con poca
diversidad de especies son mas propensos a sufrir ataques de escarabajos debido a la
cercania entre los arboles, lo que indica que los monocultivos de pino son mas
susceptibles a los ataques de este escarabajo. Ademas, los incendios forestales pueden
aumentar las probabilidades de ataques de escarabajos al aumentar la cantidad de etanol

y terpenos volatiles liberados (Billings ef al., 2004).

En América Central, los escarabajos del pino y los incendios forestales son las
dos amenazas mas graves de los bosques de coniferas. Los brotes de escarabajos del
pino en la region se han estudiado desde la década de 1960, y se han desarrollado
recomendaciones silvicolas para su manejo. Por lo que es importante aplicarlas, para

reducir riesgos en los cultivos (Gomez et al., 2020).
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G. Caracterizacion genética de Pinus maximinoi

El trabajo realizado por Barrios y Ortega (2021) estudio la diversidad genética
de tres especies de pino en Guatemala: P. maximinoi, P. oocarpa y P. tecunumanii,
utilizando microsatélites y evaluando su capacidad para adaptarse. Los resultados
indicaron que P. tecunumanii tiene una diversidad de genes mas alta y una mayor
capacidad de adaptacion, mientras que P. maximinoi present6 la diversidad genética
mas baja, lo que indica una menor capacidad de adaptacion ante el cambio climatico y
otras amenazas. Por lo tanto, el autor recomienda implementar planes de manejo y
reforestacion especificos para P. maximinoi. Es importante destacar que este estudio se
realizd con individuos silvestres, por lo que un andlisis de la diversidad genética de
individuos en areas de aprovechamiento podria brindar mas informacién sobre el

estado genético de la especie.

Otras investigaciones sobre la caracterizacion genética de especies del mismo
género en Centroamérica brindan antecedentes importantes para este trabajo. Por
ejemplo, en Nicaragua se estudio la diversidad genética de Pinus caribaea utilizando
marcadores moleculares AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) y
marcadores de ADN polimérfico (Diaz ef al., 2001). Este estudio tenia como objetivo
generar estrategias para la conservacion de la especie, especialmente en dareas
degradadas. A pesar de encontrar relaciones genéticas altas entre las poblaciones,
también se detectaron pequefias diferencias genéticas entre diferentes areas
geograficas. Ademas, la diferencia en la altitud también ha demostrado tener un efecto
en la genética de las especies. Un estudio realizado en Michoacan, México, sobre Pinus
oocarpa, mostro que existen variaciones genéticas asociadas con cambios en la altitud,
relacionadas con las variaciones en las condiciones ambientales a lo largo de las

montanas (Saenz et al., (Sdenz-Romero et al., 2006).
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IV. JUSTIFICACION

Los pinos en general poseen una gran importancia comercial, ecologica y social.
Especificamente, Pinus maximinoi tiene un valor econdémico muy grande en
Guatemala, representa el 14% del aprovechamiento de madera con licencias forestales,
siendo el segundo mas aprovechado. Ademas, en 2023, la exportacion de la especie
gner6 $1,547,349.67 (SIFGUA, 2023). También es una de las principales especies
utilizadas en la reforestacion de areas degradadas y en la industria maderera del pais,
gracias a su alto potencial productivo, rapido crecimiento y resistencia a suelos pobres
en nutrientes. Ademas de su madera, se utilizan derivados como el ocote y la resina,
que no solo son comercializados, sino también empleados en practicas culturales

(Moctezuma & Flores, 2020).

Los cultivos de pinos, incluyendo los de Pinus maximinoi, presentan una
solucion para reducir la extraccion ilegal de madera, ya que las plantaciones
disminuyen la presion sobre los bosques naturales, siendo asi muy importantes para la
conservacion de la especie (Martinez & Castillo, 2001). Sin embargo, a pesar de su
relevancia econdmica y su alto aprovechamiento en Guatemala, existe poca
informacion sobre la diversidad genética de esta especie, asi como sobre los efectos de
la seleccion artificial y los métodos sostenibles de manejo para el mantenimiento de

dicha diversidad.

En las plantaciones, la diversidad genética puede degradarse debido a la
busqueda de caracteristicas especificas, como un tronco grande y recto (Perek et al.,
2022). Esta seleccion artificial puede llevar a la pérdida de alelos no deseados por la
industria, pero potencialmente importantes para la supervivencia de la especie ante
cambios ambientales. La seleccion artificial, junto con otros factores como el cambio
climético, incendios y plagas, puede promover la pérdida de alelos en las poblaciones

tanto silvestres como aprovechadas.
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Los individuos silvestres de Pinus maximinoi pueden jugar un papel
fundamental en el mantenimiento de los cultivos. Por lo que analizar la salud genética
de las poblaciones silvestres es importante, ya que estas pueden proporcionar un stock
genético diverso que fortalezca el genoma de las plantaciones. Se ha demostrado que,
en estado silvestre, Pinus maximinoi presenta una menor diversidad genética en
comparacion con dos de sus parientes del mismo género (Barrios & Ortega, 2021).
Debido a esto, puede ser mas susceptible a perturbaciones o presiones ambientales y
antropogénicas. Esto es riesgoso, ya que esta especie es de las mas aprovechadas en el
pais, y los efectos del cambio climatico pueden afectar estas plantaciones que
representan ingresos econémicos significativos. Ademas, puede tener impactos graves
en la salud de los ecosistemas, donde esta especie cumple un rol muy importante, al
proveer alimento, refugio y condiciones propicias para que otras especies puedan

habitar (Escobar & Rodriguez, 2019).

Por lo tanto, es necesario generar mas informacion sobre la salud genética de la
especie tanto en estado silvestre como en areas de cultivo, ya que en estas pueden existir
presiones adicionales que afecten en mayor medida su diversidad genética. Ademas, es
necesario evaluar si las practicas de cultivo son compatibles con el aprovechamiento
sostenible y el mantenimiento de la diversidad genética de la especie. Con esta
informacion, se pueden generar recomendaciones de aprovechamiento sostenible con

el fin de mantener y conservar la diversidad genética.
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V. METODOLOGIA

A. Area de estudio

El 4rea de estudio se ubica en la region VII de INAB, conformada por los
departamentos de Quiché y Huehuetenango. Se seleccionaron dos sitios en cada
departamento con base a investigaciones previas realizadas en estas localidades, donde
se identificaron individuos con caracteristicas superiores. En Quiché, el muestreo se
llevé a cabo en Chinique y Paquixic, el primero corresponde a un bosque natural,
mientras que el segundo presenta antecedentes de manejo forestal con fines de
aprovechamiento maderable. Por su parte, en Huehuetenango se colectd en

Malacatancito y La Union Cantinil, que ambos considerados como bosques naturales.

Cuadro 1. Sitios de colecta de muestras de Pinus maximinoi

Codigo de Coordenadas

Departamento Ubicacién poblacion (GTM) Tipo
Huehuetenango = Malacatancito HM 385970, 1686190  Bosque natural
La Union
Huehuetenango  Cantinil HU 370096, 1726621  Bosque natural
Quiché Chinique QC 445881, 1664361 Bosque natural
Quiché Paquixic QS 432340, 1651389  Antecedentes de manejo
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B. Colecta de muestras

En cada sitio se colectaron muestras de aciculas de P. maximinoi de 15
ejemplares, procurando una distancia minima de 100 m entre cada arbol seleccionado.
No obstante, debido a que Unicamente se contd con un escalador para la colecta en
dosel, en varios casos fue necesario muestrear individuos proximos entre si para
optimizar el tiempo y el esfuerzo de ascenso, lo que redujo parcialmente la distancia
ideal propuesta entre muestras. Las muestras se almacenaron en bolsas plasticas con
perlas de silice y se transportaron en frio hasta el laboratorio de la Universidad del

Valle de Guatemala, donde se conservaron a -20 °C.

Leyenda

@ Puntos de colecta
|| Masas de agua
[T] Departamentos de Guatemala
[ Mar
[ Limite Internacional

s T

UNNEREOAD OEL VALLE ¢ G

Figura 3. Mapa de puntos de colecta de muestras
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C. Extraccion de ADN

Cuadro 2. Comparacion de los tres protocolos de extraccion de ADN utilizados

Caracteristica Protocolo 1 (Cato & Protocolo 2 (Monge, Protocolo 3 (Doyle & Doyle,

Richardson, 1996 mod.) 2022) 1990 mod. por LPV UVG)
CTAB CTAB CTAB (con PVP)
RN Proteinasa K .
asa A Cloroformo:Isoamilico Proteinasa K
. NaCl5 M ) Cloroformo:Isoamilico (24:1)
Reactivos . - ) (24:1)
- Cloroformo: Isoamilico (24:1) Isopropanol
utilizados Etanol absoluto .
Isopropanol Acetato de amonio 7.5 M Acetato de amonio 7.5 M
Etanol 70% Fenol ‘ Etanol 70%
Agua estéril TE buffer TE buffer
. . Cloroformo: 2 veces C10r9f9m9: 2 veces Cloroformo: 1 vez
Repeticiones de o Precipitacion: 2 veces Co
Precipitacion: 1 vez ) Precipitacion: 1 vez
fases Lavado: 2 veces
Lavado: 1 vez . Lavado: 3 veces
Fenol adicional
. I'h a.65 C (OC TAB lisis) Toda la noche a 65 °C 1ha65°C (CTAB lisis)
Tiempo de 30 mina 37 °C (RNasa) . o
. <z o~ (CTAB lisis) Toda la noche a —20 °C
incubacion Toda la noche a -20 °C o e
e >24ha-20°C (2veces) (precipitacion)
(precipitacion)
Duracion  total ~1.5 dias > 3 dias ~1.5 dias

del protocolo

Secado 5 min en horno a 50 °C
Extraccion del etanol residual
con pipeta antes del secado
final

Aireado a temperatura ambiente Secado en horno a 60 °C
Secado del pellet antes de resuspender en agua con agitacion constante
estéril después de cada lavado
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El Cuadro 2 resume las principales caracteristicas y diferencias entre los tres
protocolos de extraccion de ADN empleados. Aunque los tres procedimientos utilizan
CTAB como agente de lisis, los reactivos complementarios son diferentes, ademas del
numero de fases de purificacion, tiempos de incubacion y métodos de secado del pellet.
El Protocolo 1 (Cato & Richardson, 1996 mod.) es de menor duracion (~1.5 dias) y se
caracteriza por un numero reducido de fases de lavado y precipitacion. El Protocolo 2
(Monge, 2022) incluye etapas adicionales de purificacion con fenol y mayor nimero
de repeticiones, lo que prolonga su duracion a mas de tres dias. Por su parte, el
Protocolo 3 (Doyle & Doyle, 1990) que fue modificado por el Laboratorio de
Proteccion Vegetal de la Universidad del Vale de Guatemala, optimiza el
procedimiento mediante la incorporacion de PVP para remover compuestos fendlicos
y un secado répido a 50 °C, reduciendo el tiempo total. Ademads, cada protocolo de
extraccion se puso a prueba por medio de pruebas de amplificacion de ADN con

cebadores de planta universal, utilizando el método clasico de PCR.

Para la extraccion de ADN, se macer6 aproximadamente 100 mg de aciculas de
P. maximinoi en un tubo de 1.5 ml utilizando nitrégeno liquido y pistilo. Se le anadid
600 pl de buffer CTAB al 2 % precalentado a 65°C y 20 ul de proteinasa-K al tubo con
la muestra macerada. La mezcla se agitdo mediante vortex durante 10 segundos y luego
se incubo a 65 °C durante 1 hora con agitacion constante. Posteriormente, se dejaron
enfriar las muestras a temperatura ambiente y se agregd 500 pl de una mezcla de
cloroformo: alcohol isoamilico (24:1). Tras una nueva agitacion en vortex por 30
segundos, se centrifugaron las muestras a 15,000 rpm durante 10 minutos. El
sobrenadante se transfirid a un nuevo tubo de 1.5 ml, al que se afiadi6 500 pl de
1sopropanol frio y 50 pl de acetato de amonio 7.5 M. Se mezcl6 por inversion y se dejo
reposar a -20 °C durante la noche. Después de la incubacion, las muestras se
centrifugaron a 15,000 rpm durante 10 minutos, se descartd el sobrenadante invirtiendo
el tubo. A continuacién, se lavo el pellet con 150 pl de etanol frio al 70 % y se
centrifugd de nuevo a 15,000 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante se descartd y se

realizo un spindown por 20 segundos para eliminar el exceso de etanol con una pipeta.
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Este proceso se repitio 3 veces. Por ultimo, se dejo secar el pellet en horno a 40 °C por

5 minutos méaximo, para resuspenderlo en 25 ul de buffer TE precalentado a 65 °C.

Cuadro 3. Lista de microsatélites utilizados para amplificacion en Pinus maximinoi

Secuencia Tamaiio del fragmento Temperatura
F (pb) de

Locus R anillamiento

(€

PITX2123 GAAGAACCCACAAACACAAG 195-207 57
GGGCAAGAATTCAATGATAA

PITX2128 TGGATAATCCTTTCAGTC 226-278 55
TCTCGGATTCTCTTACAG

PITX3025 CACGCTGTATAATAACAATCTA 250-280 59
TTCTATATTCGCTTTTAGTTTC

PITX3030 AATGAAAGGCAAGTGTCG 295-368 59
GAGATGCAAGATAAAGGAAGTT

PITX3098 TTTGCACTATGGCATAAGTCCT 283 57
CCCTGTTTCTACCCTTGATGA

PITX3107 AAACAAGCCCACATCGTCAATC 182 55
TCCCCTGGATCTGAGGA

PITX3116 CCTCCCAAAGCCTAAAGAAT 146 55
CATACAAGGCCTTATCTTACAGAA

PITX4018 GGCTGGATTTGCGGCTATACCC 209 59
TGCGGGAGAGGCAGAGTCC
ACTTTCAAGATTCACTAATG 194 57

PIXA090 A GTCCAGCACTCCAAGAAA

PITX4092 GGATGATACTTTCCATGAGTTAGG 174 57
TCTAGTCCAGATCTTGGTCCAC
GTGGGACCCCAAGCACT 211 61

PETX4098 ATTGCCTCCTCTTTAGTCATCTCA

PITX3118 AACCATTTGCCCCTTCTT 676 61
AAAAACAGTCTGCAATCAAATC

PITX3045 CATCGCATATCGCAATCAGG 419 55

ATCGGAGTCAAAACACAAAAGAAA

La concentracion y pureza del ADN se cuantificd utilizando un NanoDrop

(ThermoFisher). Se evaluaron las absorbancias a 260/280 y 260/230.
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Amplificacion de microsatélitesLa amplificacion se realizd utilizando
microsatélites especificos del género Pinus, desarrollados por Williams (2001),
presentados en el Cuadro 3. Estudios previos han demostrado que estos marcadores son
transespecificos en varias especies de pinos (Kutil & Williams, 2001; Zhou et al.,
2002). Se realizaron pruebas preliminares para evaluar la amplificacion de los
microsatélites en Pinus maximinoi. De los 13 marcadores evaluados, 9 mostraron una
amplificacion exitosa y bandas definidas, sin embargo, por limitaciones de tiempo,
solamente se utilizaron 6 (PtTx3030, PtTx3118, PtTx3098, PtTx3107, PtTx3116,
PtTx3045) por lo que se procedié a disenar PCR multiplex en Multiplex Manager
(Holleley & Geerts, 2009), agrupando de dos microsatélites segin su tamafio de
fragmento. Los grupos multiplex se presentan en la Figura 4. Ademas, se incorporaron
etiquetas fluorescentes T7term y M 13 (Kato et al., 2003; Boutin-Ganache et al., 2001),
donde la etiqueta M13 se asocid al fluorocromo HEX y la etiqueta T7term al
fluorocromo FAM, para distinguir cada marcador dentro de los grupos multiplex y

facilitar su identificacion durante la electroforesis capilar.

Figura 4. Organizacion de grupos multiplex para PCR

Se emplearon reacciones de PCR multiplex en un volumen final de 20 pl,
utilizando 10 pl de QIAGEN Multiplex PCR Kit (2X), 3 ul de mezcla de primers
(incluyendo 2 pl de primers universales M13 y T7term, 0.5 ul de cebador forward y 2
ul de cebador reverse), 0.4 ul de BSA, 5.6 pl de agua ultrapuray 1 ul de ADN genémico

(concentracion aproximada de 30 ng/pl).
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Los loci incluidos en cada grupo multiplex y sus respectivos tamafos esperados

se detallan en el Cuadro 3.

La amplificacion se realizoé en un termociclador SimpliAmp de Thermofisher,
bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 15 minutos,
seguida de 45 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 30 segundos, alineamiento a 55
°C por 1:30 minutos y extension a 72 °C por 1 minuto, con una extension final a 60 °C
durante 30 minutos (Culley et al., 2013). Se incluyeron controles negativos sin ADN

para verificar la ausencia de contaminacion.

La verificacion de los productos de PCR se realizo mediante electroforesis en
geles de agarosa al 1.5% en buffer TAE 1X, tefiidos con Loading Dye, a 100 V durante

una hora, utilizando un marcador de peso molecular de 1000 bp

D. Analisis de datos

Los electroferogramas obtenidos tras la amplificacion por PCR se depuraron y
analizaron en RStudio mediante el paquete Fragman (Covarrubias-Pazaran et al.,
2016). En esta etapa, se realiz6 la visualizacion individual de los electroferogramas
correspondientes a cada reaccion multiplex, permitiendo la identificacion de picos
fluorescentes, la verificacion de la calidad de la sefal y la asignacion de tamafos
alélicos con base en la escalera interna LIZ. Los tamafios de fragmentos fueron
evaluados para confirmar su concordancia con los rangos esperados para cada
marcador, y se descartaron picos ambiguos o con baja intensidad que no cumplieran
con los criterios de calidad establecidos. Como resultado de este proceso de depuracion,
el marcador PtTx3107 fue excluido del analisis debido a la ausencia de amplificaciones

consistentes e interpretables.

Posteriormente, los datos genotipicos depurados fueron organizados en
matrices multilocus para el calculo de pardmetros de diversidad genética a nivel
poblacional. Se estimaron el nimero observado de alelos (Na), el nimero efectivo de
alelos (Ne), las frecuencias alélicas, el nimero de alelos privados, la heterocigosidad

observada (Ho), la heterocigosidad esperada (He) y el coeficiente de fijacion (FIS).
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Estos estimadores se calcularon utilizando el programa GenAlEx (Smouse et al., 2017),
ejecutado como complemento en Microsoft Excel, el cual permiti6 evaluar la

variabilidad genética dentro y entre poblaciones.

Adicionalmente, se realizaron analisis de diferenciacion genética entre las
cuatro poblaciones muestreadas, asi como evaluaciones de la estructura genética
poblacional. Para este ultimo, se empled el analisis discriminante de componentes
principales (DAPC), implementado en el paquete Adegenet (Jombart & Ahmed, 2011),
el cual permite identificar patrones de agrupamiento genético sin asumir equilibrio de
Hardy-Weinberg, siendo especialmente util para el analisis de datos microsatelitales.
Asimismo, se efectuaron comparaciones entre los valores de heterocigosidad
observada y esperada, asi como del coeficiente de fijacion, con el fin de identificar

posibles desviaciones del equilibrio genético y senales de estructuracion o endogamia.

Finalmente, la visualizacion de los resultados se realizd6 mediante el paquete
ggplot2 (Wickham, 2016), generando graficos descriptivos y multivariados que
facilitaron la interpretacion de los patrones de diversidad y estructura genética

observados entre las poblaciones analizadas.
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VI. RESULTADOS

A. Optimizacion de los métodos de extraccion y amplificacion

de ADN

Cuadro 4. Comparacion de los tres métodos de extraccion de ADN segln las

concentraciones y purezas obtenidas

Protocolo 1 (Cato & Richardson,

Muestra 1996 mod.) Protocolo 2 (Monge, 2022) Protocolo 3 (LPV)
(g;;:fl) A260/280  A260/230 (gg;‘:l) A260/280  A260/230 (S‘g’;‘:l) A260/280  A260/230

Pl 20.2 0.73 0.1 — — — — — —
P2 13.8 0.72 0.1 — — — — — —
P3 3 1.12 0.13 — - - — — —
P4 42 0.87 0.11 — - - — — —
P5 6 0.86 0.13 — - - — — —
M16 — — — 20.5 1.91 0.06 186.5 2.07 2.13
M17 — — — 26.3 1.77 0.08 9.3 1.47 0.87
MI8 — — — 19.3 2.07 0.06 104.7 1.95 1.88
M19 — — — 15.7 1.77 0.04 1.6 0.83 3.27
M20 — — — 17 1.89 0.05 109.9 2.06 24
M21 — — — 15.6 2.14 0.05 130.2 2.04 1.94
M22 — — — 10.6 321 0.03 93.3 2.04 251
M23 — — — 10.2 2.89 0.03 63.7 2.03 251
M24 — — — 13.7 2.38 0.04 109.7 1.9 1.8
M25 — — — — — — — — —
M26 — — — — — — — — —
M27 — — — 13.5 2.44 0.04 49.1 1.9 2.27
M28 — — — 57.5 1.62 0.06 196.4 1.92 1.87
M29 — — — 242 1.96 0.07 142.5 2.04 1.33
M30 — — — 20 1.84 0.06 408.3 2.02 2.3

Las muestras P1-P5 corresponden al Método I (Cato & Richardson, 1996
mod.), y las muestras M16-M30 fueron procesadas con los métodos 2 (Monje, 2020)

y 3 (LPV). Los guiones indican que las muestras no fueron evaluadas.
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En el Cuadro 4 se presentan las concentraciones y los indices de pureza del
ADN obtenidos a partir de tres métodos de extraccion evaluados. El Método 1 mostrod
concentraciones bajas, con valores que oscilaron entre 3.0 y 20.2 ng/ul, y relaciones
A260/280 menores a 1.0, lo que indica una posible contaminacién por proteinas o
polisacaridos. Mientras que el Método 2 produjo concentraciones ligeramente
superiores, entre 10.2 y 57.5 ng/ul, aunque con valores de A260/230 bajos, lo que
sugiere presencia de contaminantes organicos o sales residuales. Finalmente, el Método
3 presento las mayores concentraciones de ADN (hasta 408.3 ng/ul) y mejores indices
de pureza, con relaciones A260/280 cercanas al rango optimo (1.8-2.0) y A260/230
mayores a 2.0 en la mayoria de las muestras. Estos resultados reflejan una mayor
eficiencia del Método 3 en la obtencion de ADN de buena calidad y pureza comparado
con los otros dos protocolos. Ademads, al momento de la amplificacion, este método
presentd bandas claras en gel que correspondian a los tamafios de fragmento. Por lo
tanto, se confirma que este método es util para extraer ADN a partir de muestras de P.

maximinoi.

B. Desempeiio de los marcadores

Cuadro 5. Marcadores funcionales para Pinus maximinoi

Marcador Grupo multiplex Etiqueta fluorescente Estado
PtTx3030 1 M13 Utilizado
PtTx3118 1 M13 Utilizado
PtTx3098 2 M13 Utilizado
PtTx3116 2 T7term Utilizado
PtTx3107 3 M13 Descartado
PtTx3045 3 T7term Utilizado
PtTx2123 4 M13 No evaluado
PtTx4092 4 T7term No evaluado
PtTx2128 4 T7term No evaluado

En el Cuadro 5 se presentan los nueve marcadores microsatélites seleccionados

y su distribucion dentro de los grupos multiplex, asi como el tipo de etiqueta
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fluorescente utilizada y el estado final de cada uno durante el andlisis. De los nueve
marcadores planificados, seis fueron analizados exitosamente, mientras que uno fue
descartado y tres quedaron pendientes de andlisis. El marcador PtTx3107 fue
clasificado como Descartado debido a que no produjo senales claras ni consistentes en
los electroferogramas, lo que impidié su correcta interpretacion. Por otra parte, los
marcadores PtTx2123, PtTx4092 y PtTx2128 fueron catalogados como Pendiente, ya
que no pudieron ser enviados a secuenciacion por limitaciones de tiempo durante la
fase final del estudioembargo,. Finalmente, los cinco marcadores etiquetados como
Utilizado fueron procesados completamente y se emplearon en los andlisis de

diversidad y estructura genética.

C. Diversidad genética en poblaciones

En el Cuadro 6 se presenta el promedio de los pardmetros genéticos para las cuatro
poblaciones de Pinus maximinoi (HM, HU, QC y QS). Los valores incluyen el tamafo
de muestra (N), el nimero promedio de alelos por locus (Na), el nimero efectivo de
alelos (Ne), el indice de informacion genética (I), la heterocigosidad observada (Ho),
la heterocigosidad esperada (He), la heterocigosidad esperada no sesgada (uHe) y el

coeficiente de fijacion (F).

Cuadro 6. Parametros promedio de diversidad genética estimados para las
poblaciones de Pinus maximinoi en Guatemala

Poblacion N Na Ne | Ho He uHe F

HM 8.800 7.400 5379 1.798 0457 0.798 0.848 0.426
HU 7.600 6.200 5.001 1.637 0.240 0.756 0.812 0.647
QC 7.600 6.000 4962 1.662 0370 0.786 0.845 0.521
QS 9.000 7.000 5.501 1.788 0.334 0.802 0.850 0.568
Media 8250 6.650 5210 1.721 0.3502 0.7855 0.8387 0.5405
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El nimero promedio de alelos por locus (Na) vari6 entre 6.0 y 7.4 por lo que la
cantidad de variantes de alelos fue moderada, siendo mayor en la poblacion HM (Na =
7.4), y menor en la poblacion (Na = 6.000). Por su parte, el nimero efectivo de alelos
(Ne) se encontr6 entre 4.96 y 5.50, donde la poblacion QS presenté un mayor nimero
de alelos efectivos (Ne = 5.501), mientras que la poblacion QC contd con la menor
cantidad (Ne = 4.962). Ademas, se observd que el nimero de alelos fue mayor que el

numero efectivo de alelos en las cuatro poblaciones.

El indice de informacion genética (I), oscild entre 1.637 y 1.798, con el valor
mas alto en HM, lo que sugiere una mayor diversidad genética en esta poblacion y la
poblacion HU con la menor diversidad genética, sin embargo, este valor fue similar en
las cuatro poblaciones con valores relativamente bajos. En cuanto a la heterocigosidad
observada (Ho) en todos los casos fue menor que la heterocigosidad esperada (He), lo
que indica un déficit de heterocigotos. Los valores de Ho se encontraban entre 0.240 y
0.457, mientras que los de He entre 0.756 y 0.802. y la diferencia entre ambos fue
estadisticamente significativa (¢t = 6.986; p = 0.0011).

La heterocigosidad esperada no sesgada (uHe) va de 0.812 a 0.850,
manteniendo el mismo patron que He. Por ultimo, el indice de fijacion (F), vario entre
0.426 y 0.647, donde el valor mas alto se registrd en la poblacion HU (F = 0.647),
indicando un exceso de homocigotos y mayor endogamia en comparacién con las
demas poblaciones, mientras que el valor mas bajo se encontr6 en la poblacion HM (F

=0.426).
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Figura 5. Comparacion de los pardmetros de diversidad genética entre las
poblaciones de Pinus maximinoi en Guatemala

La Figura 5 complementa la informacion del Cuadro 6, de manera que se
muestran de forma comparativa los valores promedio de los parametros genéticos
obtenidos para las cuatro poblaciones de Pinus maximinoi. En el grafico se observa
una variacion moderada entre poblaciones en la mayoria de los parametros evaluados.
Se observa una tendencia general donde las poblaciones HM y QS presentan valores
mas altos de riqueza y diversidad genética, mientras que la poblacion HU muestra

valores mas bajos.

Ademas de los indices generales, la figura presenta diferencias en el niumero de
alelos privados y proporcion de alelos comunes entre poblaciones. Las poblaciones HM
y QS presentaron un mayor nimero de alelos privados, lo que indica la existencia de
variantes genéticas que no se encuentran en las demas poblaciones. Por el contrario,
HU y QC mostraron una menor cantidad de alelos privados y una mayor proporcion de

alelos comunes.

Las poblaciones que presentan una mayor cantidad de alelos privados también
presentan valores mas altos en el nimero de alelos (Na) y numero efectivo de alelos

(Ne), lo que representa una mayor variabilidad genética dentro de la poblacion.
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Ademas, la heterocigosidad esperada (He), se mantuvo constante entre las poblaciones,

mientras que la heterocigosidad observada (Ho) fue menor, indicando un déficit de

heterocigotos en las cuatro poblaciones.
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Figura 6. Numero de alelos por locus (A) y diferencia entre la

heterocigosidad esperada y observada (B)

La Figura 6 muestra la variacion en el nimero de alelos por locus (A) y la
diferencia entre la heterocigosidad esperada y observada (B) para los cinco loci
analizados en Pinus maximinoi. En el primer grafico se observa que el marcador 3030
presentd mayor nimero de alelos, seguido de 3098, mientras que los marcadores 3118
y 3045 registraron menores cantidades. Estos resultados reflejan una variabilidad
alélica diferente entre los marcadores empleados, indicando que algunos loci aportaron

mayor informacion genética que otros.

En el segundo grafico (B) se muestra la diferencia entre la heterocigosidad esperada
(He) y la observada (Ho). Los loci 3118 y 3030 presentaron las mayores diferencias, lo
que significa que existe un déficit mas grande de heterocigotos en estos marcadores.

Por otro lado, los loci 3116 y 3045 presentaron menores diferencias entre He y Ho, por
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lo que existe una mayor cercania al equilibrio de Hardy—Weinberg. De acuerdo con la
prueba t pareada, la diferencia promedio entre He y Ho fue significativa (p = 0.0011),
lo que confirm6 una desviacion general respecto al equilibrio esperado en las

poblaciones analizadas.

D. Estructura genética entre poblaciones

Cuadro 7. Valores de diferenciacion genética (Fst) entre poblaciones de Pinus

maximinoi en Guatemala

HM HU QC
HU 0.1091
Latabla 0.0873  0.113 de
diferenciacion QS 0.0948 0.0964 0.0928 genética en las

poblaciones de Pinus maximinoi (Cuadro 7), presenta valores de FST que se encuentran
entre 0.087 y 0.113, lo que indica una diferenciacion genética baja a moderada entre
las cuatro poblaciones analizadas. El valor mas alto se encuentra entre las poblaciones
HU y QC, representando una mayor diferenciacion genética entre estas. Mientras que
las poblaciones QC y QS mostraron el valor més bajo de Fst, por lo tanto, estas dos son
las mas similares genéticamente. En general, los valores de Fst fueron bajos a
moderados, lo que sugiere que las poblaciones mantienen intercambio genético, pero

también existe aislamiento parcial que influye en estos resultados.
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Cuadro 8. Coeficientes de fijacion (Fis, Fit y Fst) por locus en Pinus maximinoi

Locus Fis Fit Fst

PtTx3030 0.727 0.758 0.114
PtTx3118 0.775 0.794 0.082
PtTx3098 0.640 0.661 0.059
PtTx3116 0.288 0.315 0.038
PtTx3045 0.266 0.326 0.082

En el Cuadro 8 se presentan los valores de coeficiente de fijacion dentro
de las poblaciones (Fis), entre poblaciones (Fit) y el coeficiente de diferenciacion
genética (Fst) calculados para cada locus analizado en Pinus maximinoi. Los valores
de Fis variaron entre 0.266 y 0.775, siendo el marcador 3045 (Fis = 0.266) el mas bajo,
reflejando una mayor cantidad de heterocigotos dentro de las poblaciones, mientras que
el valor mas alto fue el marcador 3118 (Fis = 0.775), lo que indica un déficit de
heterocigotos. El coeficiente Fit, vario entre 0.315 y 0.794, siendo el marcador 3118
(Fit = 0.794) el que presenta un mayor déficit de heterocigotos, mientras que el 3116
(Fit = 0.315) presenta mayor cercania al equilibrio de Hardy—Weinberg. Por su parte,
el coeficiente Fst, oscil6 entre 0.038 y 0.114, donde el marcador 3030 presento el valor
mas alto (Fst = 0.114), reflejando una mayor diferenciacion genética entre las
poblaciones, mientras que el marcador 3116 present6 el valor mas bajo (Fst = 0.038),

lo que representa una mayor similitud genética entre las poblaciones con este marcador.
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eigenvalues

Figura 7. Andlisis discriminante de componentes principales (DAPC) de las

poblaciones de Pinus maximinoi en Guatemala

La Figura 7 muestra la distribucion de los individuos de las poblaciones HM,
HU, QC y QS de Pinus maximinoi obtenida mediante el anélisis discriminante de
componentes principales (DAPC). Se observdo una clara separacion entre las
poblaciones HM y QS, mientras que las poblaciones QC y HU se agruparon
parcialmente, mostrando superposicion entre ellas. La distancia entre los grupos refleja
el grado de diferenciacion genética entre poblaciones, por lo que HM y QS son los dos
grupos con mas diferenciacion genética entre ellos y con los demads, mientras que HU

y QC presentaron cierta similitud genética.
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Figura 8. Grafico de estructura poblacional de Pinus maximinoi

El grafico de estructura poblacional (Figura 8) refleja una asignacion clara de
los individuos pertenecientes a HM y QS, donde la mayoria de las barras presentan
probabilidad de pertenencia cercana a 1.0. Esto indica que los individuos se relacionan
fuertemente a la poblacion asignada. Por otro lado, las poblaciones HU y QC muestran
una mayor mezcla, lo que refleja una menor diferenciacion y posible interaccion lo que

lleva a que exista flujo genético entre ambas.
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E. Efecto de la distancia geografica en la genética.
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Figura 9. Relacion entre la distancia genética y la distancia geografica (en

km) para las poblaciones de Pinus maximinoi

La Figura 9 muestra la relacién entre la distancia genética y la distancia
geografica entre las poblaciones de Pinus maximinoi. En la grafica se observa una
tendencia negativa débil entre ambas variables, que se ve representada por la linea de
regresion discontinua, lo que indica que la distancia genética disminuyo ligeramente
conforme aumento la distancia geografica. Sin embargo, a partir de la prueba de Mantel
se obtuvo un coeficiente de correlacion de r = -0.48 y un valor de p = 0.9, lo que indica
una relacion inversa, pero sin efecto estadisticamente significativo. Esto sugiere que la

distancia geografica no explica las diferencias genéticas.
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VII. DISCUSION

A. Desempeiio de microsatélites

Los marcadores microsatélites empleados en este estudio fueron originalmente
desarrollados por Williams (2001) para Pinus taeda, una especie filogenéticamente
cercana a Pinus maximinoi. A pesar de no haber sido disefiados especificamente para
esta especie, los resultados obtenidos demostraron un desempefio adecuado en la
amplificacion, deteccion y andlisis de fragmentos, lo cual confirma su capacidad de
transferencia interespecifica. De los nueve marcadores evaluados, cinco generaron
perfiles claros y consistentemente interpretables, lo que permitié su utilizacion en los

analisis de diversidad y estructura genética.

Este resultado es relevante desde la perspectiva metodoldgica, ya que evidencia
que los microsatélites desarrollados para P. faeda pueden ser utilizados con éxito en P.
maximinoi, representando una alternativa eficiente frente a la falta de marcadores
especificos para especies tropicales del género Pinus. Asimismo, el desempefio
satisfactorio de estos marcadores constituye un aporte de valor para futuras
investigaciones, ya que proporciona una referencia sobre cuéles loci son funcionales,
cuales requieren optimizacién adicional y cudles deben descartarse debido a problemas

de amplificacion o resolucion en electroferogramas.

B. Diversidad genética

Los resultados obtenidos muestran una diversidad genética moderada en las
poblaciones de Pinus maximinoi analizadas en la region noroccidental de Guatemala,
con valores promedio de heterocigosidad esperada (He = 0.72) y numero efectivo de
alelos (Ne = 5.21). Estos valores muestras una variabilidad genética moderada a alta
dentro de las poblaciones, lo cual es positivo para la adaptacion y supervivencia de la
especie. Por su parte, el indice de Shannon (I = 1.72) indic6 una diversidad genética

moderada, por lo que es importante conservar la variabilidad existente. El nlimero

35



promedio de alelos por locus (Na = 6.65) muestra una buena riqueza alélica, mientras
que el nimero efectivo (Ne = 5.21) de alelos refleja que hubo pérdida moderada de

alelos efectivos respecto al nimero de alelos.

Por otro lado, la heterocigosidad observada (Ho = 0.35) fue menor que la
esperada, lo cual concuerda con el coeficiente de fijacion (F = 0.54). Esto indica que
existe déficit de heterocigotos y una desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg. Una
reduccion en la heterocigosidad y aumento de la endogamia puede ser consecuencia de
la pérdida de variacion genética causada por deriva genética, y puede generar efectos
de depresion por endogamia, reduciendo la capacidad de adaptacion en las poblaciones
(Kanaka et al., 2023). Este patron también podria estar influenciado por el disefio de
muestreo, ya que en algunos sitios fue necesario colectar individuos cercanos entre si,
lo que incrementa la probabilidad de muestrear individuos emparentados y puede
contribuir a la disminucion de la heterocigosidad observada. Asimismo, estas
poblaciones corresponden a parches de bosque aislado, donde la baja conectividad
entre individuos limita el flujo genético con otros grupos. La combinacion de una alta
heterocigosidad esperada (He) y un coeficiente de fijacion elevado (F) indica que, si
bien la diversidad genética potencial es alta, existen indicios de una potencial pérdida

de diversidad (Wilson & Poissant, 2016).

Este contraste de resultados podria atribuirse a procesos de hibridacion, ya que,
aunque las poblaciones analizadas parecen presentar cierto grado de aislamiento y
endogamia, la hibridacion entre especies cercanas de pinos puede incrementar la
diversidad genética, probablemente la hibridacion se puede dar con P. oocarpa o P.
montezumae, ya que generalmente se encuentran en la misma area. Este fendmeno
favorece la introgresion de alelos y puede aumentar los niveles de variabilidad en las
poblaciones hibridas en comparacion con sus parentales, lo cual contribuye al
mantenimiento del potencial adaptativo de las especies (Ortiz-Martinez et al., 2024).
No obstante, también debe considerarse que los individuos analizados se encontraban
muy proximos entre si, por lo que existe la posibilidad de que algunos individuos

estuvieran emparentados. Este factor podria haber incrementado los niveles de
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endogamia observados, reduciendo parcialmente la heterocigosidad dentro de las

poblaciones (Harris & DeGiorgio, 2017).

Hasta el momento, solo se ha realizado un estudio en Guatemala que emplea
microsatélites en P. maximinoi (Barrios & Ortega, 2021). En este, los autores
reportaron valores de diversidad mucho mas bajos (I = 0.31-0.34), posiblemente
debido al reducido niumero de individuos analizados y a la limitada cantidad de loci
empleados. Ademas, no se estimaron otros parametros genéticos que permitieran hacer
comparaciones mas completas. En contraste, el presente estudio incluye mas loci, una
técnica mas reciente que permite una seleccion de bandas mas exacta y una muestra
representativa de poblaciones naturales y cultivadas, revelando una diversidad genética
superior, posiblemente debido a la mayor resolucion de los microsatélites utilizados y

a un mayor numero de muestras analizadas.

Asimismo, estudios anteriores utilizando alloenzimas y RAPDs (Dvorak ef al.,
2003) indicaron que P. maximinoi fue polimorfico en 22 de 25 loci, con un promedio
de 2.86 alelos por locus, aunque con menor heterocigosidad que la observada en este
estudio. Estas diferencias pueden atribuirse a la menor resolucion de esos marcadores,
lo que resalta la ventaja de los microsatélites para detectar variacion genética con
mayor precision dentro de la especie, ademas del método de electroforesis capilar que

permite una mejor deteccion del tamafio del fragmento.

En el contexto del género, los valores obtenidos para P. maximinoi se
encuentran dentro del rango reportado para otras especies mesoamericanas, aunque son
menos diversas que las especies con mayor variabilidad genética. Pinus oocarpa, por
ejemplo, present6 valores de He =0.71, Ho = 0.61, [ =1.62 y F = 0.14, indicando una
diversidad genética alta y baja endogamia (Vallejo et al, 2024). La mayor
heterocigosidad observada en esta especie podria explicarse por su amplia distribucion
geografica y mayor conectividad genética entre poblaciones, que facilitan el

intercambio de alelos (Vallejo ef al., 2024).
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Por otro lado, P. tecunumanii mostrd los valores mas altos de diversidad
genética entre los pinos tropicales, con He entre 0.775 y 0.841 y Fis entre 0.705 y 0.780,
reflejando una alta diversidad, pero con presencia de endogamia, atribuida a la
fragmentacion y reduccion de sus poblaciones naturales en Nicaragua (Tijerino &
Korpelainen, 2014). En comparacion, P. maximinoi mantiene una heterocigosidad
esperada similar, aunque con un mayor coeficiente de fijacion, lo cual podria deberse

a la fragmentacion en su hébitat.

C. Comparacion entre poblaciones

Las poblaciones (HM, HU, QC y QS) mostraron diferencias leves en los
parametros de diversidad genética (Cuadro 6; Figura 5). En general, la poblacion QC
mostrd valores ligeramente mayores en nimero promedio de alelos (Na = 9.0) y de
heterocigosidad esperada (He = 0.802). Este resultado podria asociarse con el manejo
historico del area, ya que QS corresponde a una zona que anteriormente fue utilizada
para manejo y aprovechamiento forestal. Esto pudo haber favorecido el aumento de la
diversidad genética, ya que, practicas de manejo sostenibles como la mezcla de fuentes
genéticas contribuyen al mantenimiento de la diversidad genética (Aravanopoulos,
2018). De igual forma, el uso de un mayor nimero de arboles madre para la produccion
de material reproductivo forestal puede incrementar la diversidad genética y reducir la
homocigosidad de las poblaciones. En conjunto, estos procesos podrian explicar los
valores mas altos de diversidad genética observados en la poblacion QS, donde el
manejo forestal historico y la dindmica natural pudieron haber favorecido el

mantenimiento de la diversidad genética (Aravanopoulos, 2018).

A diferencia de esto, la poblacion HU presentd los valores mas bajos de
diversidad genética y el coeficiente de fijacion mas alto (Cuadro 6; Figura 5), indicando
un déficit de heterocigotos. Este patrén puede estar relacionado con la ubicacion
geografica de HU, la cual se encuentra aislada del resto de poblaciones por la Sierra de
los Cuchumatanes, que es una barrera montafiosa que puede limitar el flujo genético
con las demas poblaciones. En contraste, las poblaciones de Quiché se encuentran a

menor distancia entre si y en 4reas con una topografia menos variable, lo que puede
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facilitar el transporte y dispersion del polen por el viento. En especies del género Pinus,
el polen es capaz de desplazarse varios kilometros y mantener su viabilidad, lo que

favorece el intercambio genético entre poblaciones cercanas (Williams, 2010).

El nimero de alelos privados (Figura 4) mostré que HM y QS presentaron
mayor cantidad de alelos exclusivos, indicando que estas presentan alelos que no
comparten con las otras poblaciones. En el caso de HM, podria deberse a la separacion
geografica de la poblacion, mientras que en QS podria ser causado por la incorporacion
de material genético de diferente procedencia durante procesos de reforestacion o la

seleccion artificial provocada por el manejo forestal (Aravanopoulos, 2018).

El anélisis discriminante de componentes principales (DAPC; Figura 7) y el
grafico de estructura poblacional (Figura 7) mostraron leve estructuracion genética
entre las cuatro poblaciones. Las poblaciones de Huehuetenango (HM y HU) se
diferenciaron ligeramente, lo que coincide con la presencia de la Sierra de los
Cuchumatanes, que actia como barreara geografica y podria limitar el flujo genético,
mientras que QC y QS se mostraron genéticamente mas cercanas, que concuerda con
su cercania geografica y la posible conectividad entre ellas. Ademas, se observo cierto
solapamiento entre los grupos QC y HM, lo que resulta llamativo, ya que pertenecen a
departamentos distintos, sin embargo, esta separacion enAdemas,Mantel determinoel
DAPC no refleja una diferencia genética considerable, ya que los resultados de la
prueba de Mantel y los valores de Fst confirman que la diferenciacién genética entre

poblaciones es muy baja.

Los bajos valores de diferenciacion (Cuadro 7) y la estructura genética débil
(Figura 7; Figura 8), muestran alta similitud en los grupos. Este patron es comun en las
especies de coniferas, y sugiere que puede estar relacionado con que existe flujo
genético entre las poblaciones o que el flujo histérico ha sido suficiente para mantener
una base genética similar (Tong et al., 2020). En este contexto, los resultados sugieren
que, aunque se observa cierto grado de aislamiento reflejado en la presencia de alelos

privados, las poblaciones de Pinus maximinoi mantienen conectividad, probablemente
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favorecida por la dispersion anemofila del polen y las semillas, caracteristicas del

género Pinus (Tong et al., 2020).

La prueba de Mantel no mostr6é una correlacion significativa (r = —0.47; p =
0.9) entre la distancia genética y la distancia geografica. En la grafica de aislamiento
por distancia (Figura 9) se observa una dispersion aleatoria de los puntos, sin una
tendencia clara, lo que indica que no hay relacion entre ambas variables. Esta ausencia
de aislamiento por distancia puede indicar que el flujo genético es tan amplio y efectivo
que impide que la variacidon genética se estructure geograficamente, resultando en una
similitud genética general en todo su rango (Lapin ef al., 2025). Sin embargo, también
debe considerarse que el area muestreada en este estudio es relativamente pequefia, por
lo que la falta de correlacion podria deberse al drea geografica limitada del muestreo
mas que un flujo génico extenso entre poblaciones, debido a que, en areas geograficas
reducidas, las poblaciones suelen presentar una menor diferenciacion genética porque
las distancias entre ellas no son lo suficientemente grandes como para limitar el

intercambio de genes (Ibrahim et al. 2023).

D. Implicaciones

Este estudio representa uno de los primeros esfuerzos en Guatemala por
caracterizar la diversidad genética de Pinus maximinoi por medio de marcadores
microsatélites y electroforesis capilar, brindando nueva informacion sobre el estado
genético de la especie, asi como métodos efectivos para la extraccion y amplificacion
de ADN y un conjunto de marcadores que pueden emplearse en futuras investigaciones
con esta especie. La ausencia de datos sobre la variabilidad genética de esta especie
limitaba el conocimiento de su estado genético y las estrategias de manejo forestal
adecuadas. Por lo tanto, los resultados aqui obtenidos brindan un aporte para la
conservacion y el aprovechamiento sostenible de P. maximinoi en el noroccidente de

Guatemala.

Los resultados indican que, en general, las poblaciones analizadas mantienen

una diversidad genética moderada, lo cual es positivo, ya que sugiere que las
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poblaciones aun conservan una buena base genética para responder a presiones
ambientales y procesos evolutivos. Estos resultados son necesarios considerando la
importancia econdmica y ecologica de la especie, y demuestra que, a pesar de las
amenazas como los incendios y enfermedades, las poblaciones no han alcanzado

niveles criticos de pérdida genética.

Sin embargo, las dreas muestreadas presentan signos de degradacion forestal,
fragmentacion y aislamiento, lo que podria estar promoviendo una reduccion
progresiva de la diversidad genética. Este contexto se ve reforzado por los patrones de
deforestacion a nivel departamental, ya que Quiché ocupa el cuarto lugar y
Huehuetenango el quinto a nivel nacional en pérdida de cobertura forestal (Global
Forest Watch, s. f.). La baja heterocigosidad observada y el alto coeficiente de fijacion
refuerzan esta idea, ya que indican un posible aumento de la endogamia y una menor
proporcion de individuos heterocigotos en comparacion con lo esperado bajo el
equilibrio de Hardy—Weinberg. Este patron puede interpretarse como una sefal
temprana de un proceso de erosidon genética, el cual podria acelerarse si las practicas
de manejo y reforestaciéon no priorizan la diversidad genética en la seleccion del

material reproductivo.

Por lo tanto, se recomienda la implementacion de practicas de manejo forestal
orientadas al mantenimiento de la diversidad genética, priorizando aquellas de caracter
preventivo y de mayor urgencia ecologica. En primer lugar, es fundamental favorecer
la regeneracion natural, asi como la restauracion del paisaje y la creacion de corredores
biologicos y “piedras de paso” (stepping stones), ya que estas estrategias permiten
reducir el aislamiento entre fragmentos forestales, facilitar el flujo génico entre
poblaciones y mantener la variabilidad genética necesaria para la adaptacion a cambios

ambientales (Lapin et al., 2025).

En segundo lugar, se recomienda evitar la tala selectiva intensiva y aplicar
criterios genéticos en los planes de aprovechamiento forestal, asegurando la

conservacion de individuos reproductivamente viables y genéticamente diversos, con
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el fin de minimizar la pérdida de alelos y el aumento de la endogamia en las poblaciones

remanentes (Lapin ef al., 2025).

Como medidas complementarias, se sugiere el establecimiento de huertos
semilleros y bancos de semillas, los cuales permiten resguardar la variabilidad genética
existente y asegurar la disponibilidad de material reproductivo diverso para programas

de reforestacion y restauracion (Lapin et al., 2025).

Finalmente, el rescate genético (genetic rescue) puede considerarse como una
estrategia de ultimo recurso, consistente en la introduccion controlada de individuos
provenientes de otras poblaciones para incrementar la diversidad genética y
contrarrestar los efectos de la endogamia y la deriva genética, particularmente en

poblaciones pequefias o altamente aisladas (Lapin et al., 2025).

De igual forma, las précticas silvicolas sostenibles tienen relevancia en la
conservacion genética. El manejo debe promover la regeneracion natural, evitando la
tala selectiva que reduzca el tamafio efectivo poblacional o que favorezca la pérdida de
alelos raros. Debe evitarse la eliminacion de individuos con caracteristicas genéticas
valiosas por medio de la aplicacion de criterios genéticos en la planificacion del
aprovechamiento forestal (Gallo et al., 2009). Asimismo, el establecimiento de huertos
semilleros de conservacion permite mantener una alta diversidad genética y producir
material reproductivo, mientras que la implementacion de bancos de genes mediante el
almacenamiento de semillas asegura la preservacion de recursos genéticos ante eventos

catastroficos o pérdida de habitats (Gallo et al., 2009).

La importancia de la implementacion de estas estrategias resalta en el contexto
de cambio climatico, fragmentacion y degradacion del habitat. Por lo tanto, pueden ser
aplicadas de manera preventiva para fortalecer la resiliencia genética de Pinus

maximinoi.
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E. Limitaciones del estudio

Estos resultados dan un indicio del patrén genético de Pinus maximinoi
en Guatemala y abren el camino para futuras investigaciones que busquen evaluar de
forma mas completa el estado genético de la especie en el pais. Sin embargo, es
importante considerar los factores que pudieron haber limitado los resultados
obtenidos. Entre ellos se encuentra el nimero de muestras analizadas, que fue de 40
individuos por grupo multiplex, y la cantidad limitada de marcadores, lo cual se debio
principalmente a la falta de tiempo. Ademads, el 4rea geografica muestreada no
representa la totalidad de Guatemala ni completamente la region noroccidente, ya que
el trabajo de campo se realiz6 en una inica salida en la que se debia completar la colecta
en los cuatro sitios de muestreo. Esto se relaciona también con la disponibilidad de
personal, pues solo se contd con un escalador, lo que restringi6 la posibilidad de
colectar todos los individuos planeados con la separacion ideal. En varios casos, fue
necesario recolectar pinos muy cercanos entre si para reducir el nimero de ascensos y

optimizar el tiempo en campo.

Otro aspecto relevante es que no fue posible distinguir entre individuos
silvestres y aquellos con caracteristicas fenotipicas superiores, ya que muchos arboles
no estaban marcados y no se disponia del tiempo suficiente para caracterizarlos. Por
esta razon, no se tiene certeza de cuales de los individuos incluidos en las muestras

corresponden a los arboles seleccionados por sus caracteristicas deseables.

Por lo tanto, se recomienda continuar con esta linea de investigacion mediante
muestreos que abarquen un area geografica mas amplia y un niimero mayor de
individuos, con el fin de representar de manera mas precisa el estado genético de P.
maximinoi en las distintas regiones del pais. Asimismo, se sugiere realizar colectas con
una mayor distancia entre los arboles muestreados dentro de cada poblacion, para
obtener resultados mas robustos. También es importante caracterizar y marcar los
individuos con caracteristicas fenotipicas superiores, de modo que puedan compararse

adecuadamente con los individuos silvestres. Finalmente, seria valioso evaluar la
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posible presencia de individuos hibridos, ya que esto podria ayudar a explicar con

mayor claridad los patrones genéticos observados en este estudio.

VIII. CONCLUSIONES

El andlisis genético realizado en cuatro poblaciones de Pinus maximinoi mostrd
niveles moderados de diversidad genética. Esto indica que la especie mantiene un buen
acervo genético en la region. Sin embargo, presenta indicios de endogamia, que refleja

una posible sefial temprana de erosion genética.

Las poblaciones evaluadas mostraron leves diferencias en sus parametros de
diversidad genética. La poblacion QS con antecedentes de manejo forestal y
aprovechamiento present6 los valores mas altos de diversidad, mientras que HU mostrd
los valores mas bajos. A pesar de esto, la estructura genética es débil y existe alta
similitud entre las poblaciones, lo que indica que existe flujo genético o que el flujo

historico fue suficiente para sentar las bases genéticas actuales.

La evaluacion de tres métodos de extraccion de ADN reveld que el método
DoyleDoyle & Doyle, 1990compartido por el Laboratorio de Proteccion Vegetal de la
Universidad del Valle de Guatemala produjo ADN de mayor calidad y concentracion,
con indices de pureza adecuados. Ademads, se logré optimizar un protocolo de

amplificacion, confirmando que los microsatélites utilizados amplifican en el ADN de
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Pinus maximinoi. Por lo que se generaron procedimientos que pueden ser utilizados en

futuras investigaciones.

IX. RECOMENDACIONES

Se recomienda ampliar la investigacién con un mayor numero de muestras,
evaluando otras regiones del pais, evaluar individuos silvestres y de caracteristicas
superiores, fortalecer la conectividad entre poblaciones e implementar estrategias como
criterios genéticos para el aprovechamiento, huertos semilleros de conservacion y

bancos de germoplasma.
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XI. ANEXOS

Anexo 1. Planificacion de gastos para elaboracion de investigacion

Solicitado al

Renglon de gasto INAB

Contrapartida UVG TOTAL

Viaje de campo Q6,320.00
- Bolsas plésticas Q270.00
- Hielo seco Q80.00

- Transporte (6 viajes) Q3,300.00

- Hospedaje (6 noches) Q720.00
- Alimentacion Q1,200.00
- Asistente de campo Q750.00

Extraccion de ADN Q18,839.00
- Nitrogeno liquido Q210.00

- Buffer CTAB Q622.00

- ddH20 Q306.00

- Acetato de amonio Q250.00

- Proteinasa-K Q1,513.00

- Cloroformo isoamilico Q1,800.00

- Fenol Q639.00

- Etanol absoluto Q548.00

- Buffer TE Q2,000.00

- Microtubos 1.5 (1000u) Q861.00
- Puntas 29.340.00
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- Guantes Q750.00

Amplificaciéon de ADN Q6,055.00
- Cebadores Q2,880.00

- Taq polimerasa Q2,313.00

- Agarosa Q862.00

Secuenciacion de ADN Q10,640.00
- Envio cebadores Q2,000.00

- Secuenciacion Q8,640.00

TOTAL Q33,620.00 Q8,234.00 Q41,854.00

Anexo 2. Cronograma de las actividades planificadas

Actividades

Pruebas de
extraccion de
ADN

Colecta de
muestras

Extraccion de
ADN

Cuantificacion
de ADN
Amplificacion
de ADN

Envio para
secuenciacion

Analisis
estadisticos

Informe final
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Anexo 3. Gel de agarosa 1.5% de prueba de los marcadores PtTx3118, PtTx2123,
PtTx4092 y PtTx3098

Anexo 4. Foto de colecta de muestras de Pinus maximinoi en Quiché
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Anexo 5. Proceso de extraccion de ADN de muestras de Pinus maximinoi
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