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I. RESUMEN 

 

La urbanización modifica las condiciones originales de un ecosistema y 

afecta la evolución de las especies que habitan en las ciudades. En 

particular, la contaminación atmosférica por ozono troposférico (O3) es una 

de las causas más importantes para la declinación del oyamel (Abies 

religiosa) en las zonas periféricas de la Ciudad de México (CDMX). Sin 

embargo, recientemente se detectaron oyameles con menor daño dentro de 

una zona de alta exposición a O3 y alta mortandad, sugiriendo que existe 

variación genética que podría estar relacionada con la tolerancia a O3. En 

este trabajo se compararon árboles sanos y dañados dentro de una zona de 

alta exposición a O3 utilizando herramientas histológicas, metabolómicas, 

genómicas y transcriptómicas. Se colectó tejido de ambos tipos de individuos 

durante un día de alta (170ppb) y otro de baja (87ppb) concentración de O3. 

Los cortes histológicos evidenciaron un daño gradual a nivel estructural, 

principalmente en el parénquima en empalizada; además de mostrar 

acumulación diferencial de compuestos fenólicos entre los individuos sanos y 

dañados. La cromatografía de gases acoplada a una espectrometría de 

masas (CG-EM) reveló además la presencia diferencial de ß-Pineno, L-α-

Acetato de Bornilo, Óxido de ß-Cariofileno, α-Cariofileno, ß-Cubebeno, α-

Cubebeno y α-Muuroleno; compuestos que ya han sido asociados al 

metabolismo del O3 en otros estudios. El genotipado masivo de individuos 

(1,550 SNPs) permitió determinar que los árboles estudiados son de origen 

local y no introducidos por reforestaciones previas. Finalmente, el análisis 

transcriptómico mostró expresión diferencial (DEG) de siete genes candidatos 

asociados a las rutas metabólicas de los carbohidratos y los flavonoides. 

Estos resultados abren la puerta a estudios de evolución urbana que faciliten 

el establecimiento de programas de reforestación más exitosos en los 

bosques periféricos de la CDMX, a través de la identificación de 

germoplasma tolerante a la contaminación por O3. 
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II. ABSTRACT 

 

Urbanization modifies the ecosystems original conditions and affects the 

evolution of the species that inhabit cities. In particular, air pollution by 

tropospheric ozone (O3) caused the decline of sacred fir (Abies religiosa) in 

peripheral areas of Mexico City (CDMX). Recently, sacred fir individuals with 

less damage were detected within an exposure area with great fir mortality, 

suggesting that there is genetic variation within populations that could be 

related to tolerance to O3 contamination tolerance. In this work we compare 

healthy and damaged trees within the same exposure area using histological, 

metabolomic, genomic and transcriptomic analyses. For this, tissue was 

collected from healthy and damaged individuals during a day of high (170ppb) 

and another of low (87ppb) O3 concentration. The histological sections 

evidenced gradual damage at the structural level, mainly in the parenchyma in 

palisade, in addition to showing accumulation of phenolic compounds. Gas 

chromatography-mass spectrometry (CG-MS) revealed the differential 

presence of ß-Pineno, L-α-Bornyl Acetate, ß-Caryophylene Oxide, α-

Caryophylene, ß-Cubebeno, α-Cubebeno and α-Muurolene, between healthy 

and damaged individuals; compounds that have already been associated with 

O3 metabolism in other studies. GBS data (1,550 SNPs) was used to identify 

the individual ancestry (local, introduced by reforestation). Finally, the 

transcriptomic analysis showed differential expression, revealing seven 

candidate genes associated with carbohydrate and flavonoid metabolic 

pathways. These results open the door to urban evolution studies to identify 

germplasm with greater tolerance to O3 contamination that facilitate the 

establishment of more successful reforestation programs in the peripheral 

forests of the CDMX. 
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III. INTRODUCCIÓN 

 

La urbanización modifica las condiciones originales de un ecosistema y 

afecta la evolución de las especies que habitan en las ciudades (Santangelo, 

Rivkin, & Johnson, 2018). La respuesta biológica para sobrellevar este 

cambio en el ambiente puede asociarse a mutaciones que surgen después 

de la urbanización o a polimorfismos que ya existían antes de la urbanización 

(“standing genetic variation”) y que pueden llegar a ser adaptativos ante las 

nuevas condiciones. Estos polimorfismos pueden ser la diferencia para que 

una especie persista o desaparezca de áreas urbanas contaminadas 

(Johnson & Munshi-South, 2017).  

La expansión urbana se caracteriza por un incremento en las 

actividades motorizadas e industriales; mismas que requieren combustibles 

fósiles, que a su vez incrementan la formación de algunos contaminantes 

(Lamsal, Martin, Parrish, & Krotkov, 2013). Uno de los más nocivos es el 

ozono troposférico (O3). Este se genera principalmente por reacciones 

fotoquímicas en la tropósfera entre el metano (CH4), los compuestos 

orgánicos volátiles (VOCs), y varios óxidos de nitrógeno (NOx), producidos 

en su mayoría por la quema de combustibles (Churkina et al., 2017; 

Finlayson-Pitts & Pitts Jr., 1993), los vapores de gasolina y los solventes 

químicos. Los efectos del O3 son tóxicos tanto para la salud humana (Ebi & 

McGregor, 2008), como para las plantas (Cho et al., 2011) y tienen 

consecuencias graves, en particular, en el deterioro de los árboles forestales 

(Ashmore, 2005). De esta manera, el estudio de la evolución en ciudades con 

altos índices de contaminación por O3 puede contribuir a la conservación de 

sus especies forestales.  

La Ciudad de México (CDMX), con sus cerca de 22 millones de 

habitantes, es una de las ciudades más pobladas del mundo (ONU, 2018). Se 

encuentra en una cuenca rodeada de montañas, las cuales favorecen el 

incremento de su temperatura a través de la presencia de sistemas de alta 

presión, lo que impide la dispersión de contaminantes hacia fuera de la 

misma (Jáuregui, 2002). Lo anterior genera las condiciones ideales para una 

elevada concentración de O3 y sus correspondientes daños a la población 
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humana (Castillejos et al., 1995; Escamilla-Nuñez et al., 2008; Holguín et al., 

2003) y bosques periféricos (Alvarado R, De Bauer, & Galindo A, 1993). 

 
 
Figura 1. Concentración de O3 en la zona metropolitana de la CDMX. (a) 
Mosaico histórico (1990-2019). La calidad del aire se representa mediante los 
colores: verde, buena (0-70ppb); amarillo, regular (71-95ppb); anaranjado, mala (96-
154ppb); rojo, muy mala (155-204ppb) y morado, extremadamente mala (>=205). (b) 
Concentración de O3 promedio para la CDMX durante el periodo de estudio (Abril y 
Mayo, 2017). Los círculos negros muestran los días de colecta. (c) Concentración de 

O3 reportada en la estación PEDREGAL durante el periodo de muestreo. Modificado 

de SEDEMA (2019). 

 

Se ha determinado que los niveles de O3 en un aire no contaminado 

rondan los 20-50ppb, mientras que en regiones contaminadas existen picos 

de hasta 400 ppb (Seinfeld, 1989). Hacia 1990, cuando se estableció una red 

de monitoreo para el control de la calidad del aire en México, los primeros 

controles revelaron concentraciones de O3 por arriba de las 150 ppb 

prácticamente todos los días y frecuentemente superando las 205 ppb (color 

rojo y morado; Fig. 1a). A través del implemento de algunas regulaciones en 

el tránsito de vehículos y actividades industriales, las concentraciones de este 

y otros contaminantes se han ido reduciendo. Por ejemplo, el máximo pico en 
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2017 fue de 181 ppb (SEDEMA, 2019; Fig. 1a). Sin embargo, estos valores 

aún superan los establecidos como saludables por la NOM-020-SSA1-2104 

(Reporte SEDEMA, 2017) y durante la temporada seca-caliente, los días de 

buena calidad del aire (<70 ppb) son escasos (Fig. 1a).  

En la CDMX, el O3 alcanza sus concentraciones máximas a principios 

de la primavera (temporada seca-caliente; Fig. 1a). Durante un mismo día, 

los valores más elevados se presentan durante la tarde, debido a la mayor 

incidencia solar, para luego disminuir en las primeras horas de la mañana 

(Reporte SEDEMA, 2017). 

 
 

Figura 2. Esquema ilustrando el mecanismo de ingreso de O3 al tejido vegetal. 
El O3 entra por los estomas durante la fotosíntesis. Modificada de Tausz, Grulke, & 

Wieser (2007). 
 

El efecto que provoca el O3 en la vegetación ha sido estudiado desde 

hace más de 20 años en diferentes partes del mundo, utilizando 

experimentos de campo y de laboratorio, así como jardines comunes 

controlados y cámaras de crecimiento (Felzer, Cronin, Reilly, Melillo, & Wang, 

2007). Dichos estudios han determinado que el O3 entra a las células 

vegetales a través de los estomas y provoca estrés metabólico cuando 

transita por el apoplasto, produciendo diferentes especies reactivas de 

oxígeno (ROS) (Tausz, Grulke, & Wieser, 2007; Fig. 2). Dependiendo de la 

severidad del estrés, es posible detectar síntomas a simple vista. El daño 

producido por la contaminación ha sido observado en diferentes especies 

forestales en México (ej. Pinus hartewwi, P. leiophylla, P. montezumae y 

Abies religiosa; Terrazas & Bernal-Salazar, 2002). En particular, el daño en 

los oyameles (A. religiosa (Kunth) Schlechtendahl et Chamisso) incluye una 
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coloración rojiza en la parte adaxial de las acículas (Alvarado-Rosales & 

Hernández-Tejeda, 2002), disgregación del parénquima esponjoso y un 

cambio en la ubicación de las vacuolas (Alvarez, Laguna, & Rosas, 1998). 

Dado que existen diferencias en la severidad de los efectos 

morfofisiológicos asociados al daño por O3 en A. religiosa, estas pueden ser 

utilizadas para identificar individuos potencialmente tolerantes. Los árboles 

identificados pueden utilizarse para detectar genes que estén implicados en 

la tolerancia al O3 mediante análisis de expresión diferencial de genes (DGE). 

Los mecanismos básicos que controlan la señalización celular y la expresión 

génica durante el estrés por ozono troposférico se han explorado en otras 

especies de plantas con análisis transcriptómicos. Los genes involucrados 

están principalmente asociados a la producción de fenoles (Saviranta, 

Julkunen-Tiitto, Oksanen, & Karjalainen, 2010) o están relacionados con la 

regulación del flujo de O3 a través de los poros estomáticos (Ludwikow & 

Sadowski, 2008). Los genes asociados al metabolismo de aminoácidos y 

fosfatos también han sido reportados y son de particular interés, ya que se 

identificaron en experimentos controlados de exposición a O3 (Lane et al., 

2016). Por ejemplo, en álamos (género Populus), los genes sobreregulados 

estuvieron relacionados con categorías de señalización y defensa, mientras 

que los subregulados incluyeron genes asociados a la fotosíntesis y a la 

obtención de energía (Gupta et al., 2005). 

 Berrang, Karnosky y Bennett (1991) propusieron que puede existir un 

potencial adaptativo a la respuesta ante la exposición a O3. En su estudio 

detectaron que árboles de áreas más contaminadas en los EE. UU. fueron 

menos sensibles al O3 cuando se expusieron a altas concentraciones en 

jardines comunes o campos ambientales. Antes, Steiner y Davis (1979) ya 

habían reportado una respuesta similar en fresnos de diferentes 

procedencias. Por otro lado, estudios de reforestación en México con 

individuos de A. religiosa de distintas procedencias encontraron diferencias 

anatómicas entre poblaciones, pero estas no estuvieron asociadas con los 

niveles de exposición al O3. En concreto, en un jardín común dentro del 

Parque Nacional Desierto de los Leones se encontró que organismos 

provenientes del este de la Faja Volcánica Transmexicana (i.e. Cofre de 

Perote, Veracruz y La Soledad, Tlaxcala) presentaron menor índice de daño 
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foliar en comparación con poblaciones del centro del país (i.e. Milpa Alta, 

CDMX y San Nicolás Coatepec, Edo. Mex.; Tejeda & Meza, 2015). Así 

mismo, con diferentes procedencias de pinos se han hecho estudios que 

relacionan la tolerancia al estrés por O3 con altos niveles de heterocigosidad 

(Staszak et al., 2004).  

 

 

Figura 3. Dirección del viento y concentración de O3 en la CDMX. (a) 
Concentración de O3 de ~50 ppb a las 6:00 am. (b) Concentración de O3 de ~130 

ppb a las 15:00 pm. Modificado de SEDEMA 2018. Los recuadros azules indican la 
localización de Santa Rosa, Xochiac-Desierto de los Leones. La barra de la derecha 
es una escala colorimétrica que va de las 10 ppb hasta las 250 ppb. NOM valores 
limites de la NOM (<95 ppb). FI valores de activación de la fase 1 de contingencia 
ambiental (>155 ppb). FII valores de activación de la fase 2 de contingencia 
ambiental (>205 ppb). El tamaño de la flecha indica la velocidad del viento, el vector 
bajo la barra muestra 5 metros /segundo. 
 

El declive de los bosques de A. religiosa en la periferia de la CDMX se 

ha asociado al incremento del O3 desde la década de los 80 (de Bauer & 

Hernández-Tejeda, 2007), el cual se ha acelerado debido a la falta de manejo 

forestal, la excesiva extracción de agua (que también conlleva estrés por 

sequía), el aumento de plagas (escarabajos barrenadores) e incendios 

forestales (Alvarado R et al., 1993; Tovar, 1989). En el Desierto de los 

Leones y sus comunidades aledañas en el suroeste de la CDMX se han 

detectado poblaciones de oyamel particularmente dañadas por el O3. Estos 

sitios están justo en la salida de los vientos contaminados que se originan en 

el centro de la ciudad (SEMARNAT-CONACYT, 2006; Fig. 3), por lo que su 

exposición es mayor al de otros sitios alrededor de la ciudad (Alvarado-

Rosales et al., 2017). Además, hacia 1998 hubo un gran incendio en esta 
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zona que redujo aún más la cobertura del bosque (Claudio Zamora Callejas, 

comunicación personal; Fig. 4).  

 

 
 
Figura 4. Sitio de colecta de individuos sanos y dañados. (a) Cañada cerca del 
Desierto de los Leones por donde los contaminantes atmosféricos de la CDMX son 
conducidos afectando el bosque de oyamel. (b) Sitio de colecta en Santa Rosa, 
Xochiac-Desierto de los Leones, donde se observa la poca recuperación del bosque 
20 años después del incendio. En este sitio abundan árboles jóvenes con señales 

visibles de daño por O3 y la mortandad de los árboles reforestados es muy alta.  
 

Los diferentes esfuerzos de reforestación de los bosques de oyamel 

en el Desierto de los Leones han sido muy variados y han incluido desde 

especies no nativas, hasta la reforestación con individuos de oyamel de 

diferentes procedencias (Tejeda & Meza, 2015). En consecuencia, es común 

detectar en un mismo sitio individuos producto tanto de regeneración natural 

como de diferentes programas de reforestación. En años recientes se detectó 

variación en el nivel de daño por O3 entre individuos de una localidad 

particularmente expuesta al O3, sugiriendo que existe variabilidad genética 

relacionada a la tolerancia. Esta podría encontrarse bajo selección y conducir 

a un proceso de adaptación, pero dado los largos tiempos generacionales de 

los oyameles y el grado de deterioro de los bosques, es necesario acelerar el 

proceso mediante reforestaciones que aumenten la frecuencia de los 

individuos con mayores posibilidades de sobrevivir. Para lograr esto, es 

necesario identificar si las diferencias fenotípicas observadas efectivamente 

tienen una base genética, y determinar si los individuos sanos son producto 
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de la regeneración natural del bosque o si provienen de germoplasma 

introducido. 

En este estudio comparamos árboles sanos y dañados de la barranca 

de la “Cruz de Coloxtitla”, una zona de exposición en los Bienes Comunales 

de Santa Rosa Xochiac, cerca del Desierto de los Leones. Esta localidad es 

una de las más expuestas al ozono troposférico proveniente de la CDMX 

(Alvarado-Rosales et al., 2017). Los árboles sanos y dañados fueron 

comparados mediante análisis histológicos, metabólicos, genómicos y 

transcriptómicos para determinar diferencias estructurales en su tejido foliar, 

contrastar la presencia y cantidad de terpenos, identificar su origen (i.e. 

endógeno por regeneración natural o exógeno por reforestación), nivel de 

heterocigosidad y observar expresión diferencial de genes candidatos. Estos 

resultados son un primer paso para realizar estudios de evolución urbana e 

identificar germoplasma con mayor tolerancia a la contaminación por O3. Esto 

facilitará el establecimiento de programas de reforestación más eficaces en 

los bosques que rodean la CDMX. 

 
 

IV. JUSTIFICACIÓN 

 

El ozono troposférico es un contaminante del aire que afecta los bosques en 

las ciudades, lo que tiene consecuencias negativas sobre los servicios 

ecosistémicos que proporcionan. Por ejemplo, los bosques de oyamel que 

rodean la CDMX contribuyen a la captación de agua, lo que es de suma 

importancia para abastecer a la ciudad. Dado que estos se encuentran 

deteriorados por el daño por O3, existe un riesgo para el bienestar de la 

población en los años venideros. Igualmente, en vista de que el O3 impide la 

recuperación de estos bosques (alta mortalidad de plantas jóvenes), es 

importante identificar fuentes de germoplasma tolerante a altas 

concentraciones de O3 para reforzar los planes de reforestación en la 

periferia de la CDMX.  
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V. HIPÓTESIS 

 

Existe variabilidad genética asociada a la tolerancia al estrés por ozono 

troposférico dentro de las poblaciones de oyamel. 

 

 

VI. OBJETIVOS 

 

a. General 
 

Evaluar si la tolerancia del oyamel (A. religiosa) a la exposición al O3, 

en un bosque periférico de la CDMX, tiene bases genéticas. 

 

 

b. Particulares 
 

• Identificar genes candidatos a la tolerancia al O3 mediante un 

análisis de expresión diferencial entre árboles sanos y dañados 

en una zona de alta exposición en temporadas con niveles de 

O3 contrastantes (87ppb/170 ppb). 

• Identificar la procedencia de los individuos tolerantes al O3. 

• Evaluar si hay diferencias en los niveles de heterocigosidad 

entre árboles sanos y dañados. 

• Describir y comparar las diferencias anatómicas en árboles 

sanos y dañados durante la temporada de contingencia 

(170ppb). 

• Cuantificar la abundancia relativa de metabolitos secundarios 

en árboles sanos y dañados durante los dos años/temporadas 

arriba mencionados. 
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VII. MATERIAL Y MÉTODOS  

 

a. Obtención de muestras biológicas 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Sitio de colecta de individuos de A. religiosa sanos y dañados en la 
Comunidad de Santa Rosa Xochiac cerca del Desierto de los Leones en la 
Ciudad de México. (a) La estrella azul indica la ubicación del sitio de colecta 

(contorno azul). (b) Distribución de árboles sanos (S1-5) y dañados (D1-5) en la 

zona de estudio 

 

El sitio de estudio se encuentra al suroeste de la CDMX, en la comunidad de 

Santa Rosa Xochiac, cerca del Parque Nacional Desierto de los Leones 

(19.285 N, -99.301 E; Fig. 5a). La colecta se realizó en aproximadamente 2 

horas (13:30-15:30pm; Fig. 1c) en un área de 80x137m, cerca de la Cruz de 

Coloxtitla. 

En esta área se identificaron individuos jóvenes (menos de 15 años) 

distribuidos de forma heterogénea (Fig. 5b). Se escogieron cinco plantas que 

presentaban una clara coloración rojiza en las acículas cercanas al tronco, 

indicio de daño por O3, que hemos llamado árboles “dañados” de aquí en 

adelante. En paralelo, se identificaron cinco individuos que no tenían daño 

visible, árboles “sanos” de aquí en adelante (Fig. 6a, ANEXO 1). Se 
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colectaron acículas en tres secciones de una misma rama, para un total de 

seis ramas por individuo; estas secciones corresponden a los períodos de 

crecimiento de los años 2015, 2016 y 2017 (Fig. 6b-c). Las muestras fueron 

tomadas en fechas con concentraciones de O3 contrastantes. Una 

concentración moderada de O3 (15 abril 2017, 87 ppb), una intermedia (13-14 

mayo 2017, 120-94 ppb) y una elevada (17 mayo 2017, 170 ppb) (Fig. 1b-c). 

Los tejidos y temporadas de concentración de O3 utilizados para cada 

análisis se detallan más abajo. La concentración de O3 al momento de la 

colecta se determinó a partir de la media de valores reportados entre las 13 a 

las 15 h por la estación PEDREGAL (PE), que es una de las estaciones de 

monitoreo de la calidad del aire más cercana al sitio de colecta que integra 

parte del Sistema de Monitoreo Atmosférico (datos disponibles en: 

http://www.aire.cdmx.gob.mx/default.php?opc=%27aKBhnmI=%27&opcion=Z

g==). 

 

Figura 6. Ejemplos de ramas de individuos de A. religiosa colectados. (a) 
Apariencia de una rama de un individuo sano (S) y de otro dañado (D). (b) Vista más 

cercana de una rama dañada por O3. (c) Rama normal mostrando el crecimiento de 

los tres años estudiados. 
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b. Determinar procedencias de muestras sanas y dañadas por O3 
 

Para rastrear la procedencia de los oyameles potencialmente tolerantes al O3 

se genotiparon de tres a cinco individuos de 18 poblaciones de A. religiosa 

distribuidas a lo largo de la Faja Volcánica Tansmexicana (Oeste-Este), junto 

a los 10 individuos utilizados en este estudio (Santa Rosa Xochiac; Fig. 7), 

con SNPs generados por el método GBS (Genotyping by sequencing). Las 

muestras para GBS de los árboles de Santa Rosa Xochiac fueron colectadas 

durante una concentración moderada de O3 (120-94 ppb), e incluyeron hojas 

de los tres años de crecimiento (2015, 2016, 2017; Fig. 6 c); de tal forma que 

cada muestra consistió en un pool de acículas del mismo individuo en tres 

años de crecimiento. Las acículas se colocaron en tubos crioviales, que 

fueron sumergidos en nitrógeno líquido y se mantuvieron a -70C hasta el 

momento de la extracción. Las muestras del resto de la distribución de la 

especie en la Faja Volcánica Transmexicana provienen de estudios previos 

de nuestro grupo de trabajo (Aguirre-Planter, Furnier, & Eguiarte, 2000; 

Jaramillo-Correa et al., 2008; Giles-Pérez, 2017; Arenas et al., en 

preparación; Fig. 7). 

La extracción de ADN se realizó con el QUIAGEN DNeasy® Plant Mini 

Kit (cat. no. 69104), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se comprobó 

la integridad del material extraído a través de una electroforesis en gel de 

agarosa al 1% y se cuantificó mediante Qubit™ V 3.0. Luego de ser 

normalizado a una concentración de 20-25 ng/µL, el ADN se envió a 

secuenciar en la plataforma de análisis genómicos del Institut de Biologie 

Intégrative et des Systèmes, Université Laval, Québec, Canada. Allí se 

prepararon las librerías con el protocolo de Poland & Rife (2012) utilizando 

las enzimas de restricción MspI (C|CGG) y PstI (TGCA|G), y el Pippin prep 

(SAGE sciences) para seleccionar el tamaño de los fragmentos antes de su 

amplificación por PCR, lo cual nos permitió obtener reads de ~100pb. La 

secuenciación se realizó en una línea de Illumina HiSeq2500 1x100. 

 La calidad de las lecturas se corroboró a través del software FastQC, 

antes y después del demultiplexeo y filtrado de calidad. El demultiplexeo, 

filtrado de calidad e identificación de SNPs se realizaron utilizando el software 



 
 

 25 

ipyrad (Eaton, 2014). Luego se hizo un ensamble laxo de estas secuencias 

(mindepth_statistical 8, mindepth_majrule 100000, clust_threshold 0.9; 

ANEXO 6) que permitió obtener el mismo ID para cada secuencia en todas 

las muestras, esto con fines de comparación con otras poblaciones de 

oyamel. Para optimizar la identificación de variantes, se exploró previamente 

el efecto de modificar algunos parámetros de acuerdo a las recomendaciones 

de Mastretta-Yanes et al. (2015). Brevemente, se realizaron varios 

ensambles con los diferentes parámetros utilizando un subconjunto de 30 

muestras duplicadas. Para cada ensamble se evaluó el error de genotipado y 

la cantidad de loci e individuos recuperados (Giles et al., en preparación). 

Finalmente, se realizó un segundo filtro considerando 3-5 individuos de las 19 

poblaciones distribuidas a lo largo de la FVTM (Fig. 7). Este segundo filtro se 

hizo con VCFTools v0.1.16 (Danecek et al., 2011) manteniendo los genotipos 

que se recuperaran para al menos 90% de los individuos y que contaran con 

una frecuencia de alelos menores (MAF) superior a 0.05. Luego, con 

PLINK1.9 (Purcell et al., 2007), se examinó la cantidad de datos faltantes 

(missing data) y se eliminaron los individuos para los cuales más de 10% de 

los SNPs no pudieran ser genotipados. En aquellos casos en donde se 

presentaron múltiples SNPs dentro de un mismo locus, se conservó aquel 

que tuvo los valores más altos de MAF.  

Con los datos finales se realizó una prueba de Mantel para comprobar 

si existe una correlación entre la distancia geográfica y la divergencia 

genética utilizando las paqueterías geosphera (Hijmans, Williams, & Vennes, 

2011), SNPRelate (Zheng et al., 2012) y vegan (Oksanen et al., 2007) en 

Rstudio. Para esto se utilizó la distancia genética FST a partir del estimador de 

Weir & Cockerham (1984). 

Posteriormente, se calculó la relación de parentesco entre individuos 

para cada una de las poblaciones utilizando PLINK1.9. Este análisis indicó 

que dos individuos dañados de la población de Santa Rosa Xochiac estaban 

altamente relacionados (ANEXO 7). Dado que un parentesco muy alto en la 

muestra puede alterar la estructura genética (Sethuraman, 2018), se decidió 

descartar una de estas dos muestras de manera aleatoria para los análisis 

subsecuentes. 
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Figura 7. Distribución de las poblaciones de A. religiosa en la Faja Volcánica 
Transmexicana. (a) Mapa de México dividido de acuerdo con sus regiones 
biogeográficas CONABIO, 1997. (b) Distribución de las 19 poblaciones de A. 
religiosa consideradas para determinar la procedencia de individuos sanos y 
dañados colectadas en Santa Rosa Xochiac (triangulo rosa). En azul se señala la 
Faja Volcánica Transmexicana (FVTM). 

 

Así mismo, se realizó un análisis de componentes principales (PCA) 

para determinar la estructura genética a partir de 1,550 SNPs utilizando 

SNPRelate (Fig. 13a). El software ADMIXTURE v 1.3.0 (Alexander, 

Novembre, & Lange, 2009) también se empleó para inferir el número de 

grupos genéticos en las poblaciones. Finalmente, se calcularon los valores de 

heterocigosidad por individuo con VCFTools v0.1.16, para determinar si 

existían diferencias significativas entre árboles sanos y dañados.  

 

c. Análisis de expresión diferencial: Mapeo y anotación funcional 
del transcriptoma.  

 

Las acículas se separaron por individuo y año de crecimiento (2015, 2016 y 

2017) en tubos crioviales. Estos se sumergieron en nitrógeno líquido y se 

mantuvieron a -70C. Las acículas utilizadas para evaluar el patrón de 

expresión diferencial durante las temporadas con niveles de O3 más 

contrastantes (87ppb y 170 ppb) fueron las secciones de crecimiento de los 

años 2015 y 2016. Las acículas del 2017 se omitieron de los análisis de 

expresión diferencial para evitar sesgos de expresión por genes asociados al 
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crecimiento foliar y a la ruptura de yemas que estaban ocurriendo durante las 

fechas del muestreo.  

La extracción de ARN se realizó con el kit Spectrum RNA Plant™ (cat. 

nos. STRN50, SIGMA) a partir de 40-45 mg de tejido vegetal, para cada 

concentración de O3 y período de crecimiento foliar por árbol (34 muestras en 

total; ANEXO 2). Se evaluó la integridad del ARN a través de una 

electroforesis en gel de agarosa al 1%; su concentración se cuantificó con 

Qubit™ RNA (Invitrogen). El ARN de los años de crecimiento 2015 y 2016 se 

mezclaron en cantidades equimolares (600 ng totales) en un sólo tubo por 

individuo. Posteriormente se determinó la calidad y pureza del ARN de 

acuerdo a la proporción 260/280 y 260/230, respectivamente, por medio de 

un NanoDrop (Fotómetro ultradiferencial) y se desecaron con el kit RNAstable 

(Stevenson, Wang, Muller, & Edelman, 2015). Las 18 muestras resultantes 

(ANEXO 2) se utilizaron para construir librerías en la University of Berkeley, 

EEUU, donde se enriqueció el mARN mediante captura de ARN poliadenilado 

(polyA-capture). Los fragmentos de ADNc fueron retrotranscritos a partir de 

este mARN y se secuenciaron en una línea de secuenciación Hi-Seq 4000 

150PE (ANEXO 3). 

El demultiplexeo de las secuencias resultantes fue realizado por el 

servicio de secuenciación. La calidad de las secuencias recibidas se revisó 

con FastQC (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc) para 

luego descartar los adaptadores y secuencias de baja calidad utilizando 

Trimmomatic (Bolger, Lohse, & Usadel, 2014) con los parámetros: -phred33, 

ILLUMINACLIP: TruSeq3-PE-2.fa:2:30:10, LEADING:3, TRAILING:3, 

SLIDINGWINDOW:10 MINLEN:50. Las secuencias filtradas fueron revisadas 

de nuevo con el software FastQC para corroborar su calidad.  

Las secuencias retenidas se mapearon contra un transcriptoma de 

referencia (A. balsamea; Prunier et al., en preparación. Ver Bioproject 

PRJNA437248 en Genbank) con el software BWA-MEM (H. Li & Durbin, 

2009). El transcriptoma de referencia tiene un total de 46,178 genes anotados 

y secuenciados para cinco tejidos diferentes. Una vez mapeados y 

ensamblados, la abundancia de los transcritos se cuantificó mediante el 

conteo de las lecturas mapeadas para cada gen por individuo (ANEXO 4) 

para luego continuar con varios análisis de expresión diferencial 
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considerando los siguientes contrastes: (1) individuos sanos vs dañados en 

una temporada de muy alta concentración (170 ppb), (2) individuos sanos en 

una temporada de moderada concentración (87ppb) vs muy alta 

concentración (170ppb) y (3) individuos dañados en una temporada de 

moderada concentración (87ppb) vs muy alta concentración (170ppb; ANEXO 

5). 

Los análisis de expresión diferencial se realizaron con los paquetes de R 

(R Core Team, 2013) DESeq2 (Love, Huber, & Anders, 2014) y edgeR 

(Robinson, McCarthy, & Smyth, 2010). Se consideraron como 

diferencialmente expresados aquellos transcritos cuyo valor de p fuera menor 

a 0.005 después de una corrección FDR para falsos positivos (Benjamini et 

al., 2001). Dado que es difícil determinar qué paquete utiliza el mejor criterio 

a la hora de estimar las dispersiones o normalizar las lecturas, los resultados 

de ambos fueron comparados y se descartaron aquellos genes detectados 

por solo uno de los métodos. La anotación funcional de la familia de proteínas 

de plantas a la que pertenecían los transcritos retenidos se obtuvo a partir de 

la selección del marco de lectura más probable (Pfam; Prunier et al., en 

preparación). Finalmente, las proteínas se asignaron a rutas metabólicas y se 

anotó su función utilizando KOALA (KEGG Orthology And Links Annotation; 

Kanehisa, Sato, & Morishima, 2016). Pfam es una base de datos con familias 

de proteínas generadas a partir de las diferentes combinaciones de dominios 

de proteínas; KOALA es una herramienta de anotación a partir del 

alineamiento de genes en la base de datos KEGG (Kyoto Encyclopedia of 

Genes and Genomes). 

 

d. Diferencias anatómicas. 
 

Se compararon secciones histológicas de hojas entre árboles sanos y 

dañados, considerando muestras para los últimos tres años de crecimiento 

(2015, 2016 y 2017; Fig. 6c) tomadas durante la temporada de alta 

concentración de O3 (170ppb). Las acículas se colectaron en agua destilada 

y fueron llevadas al laboratorio para procesarse de acuerdo con Sandoval et 

al., (2005). Luego de ser seccionadas manualmente con bisturí (7-10 mm 

aproximadamente), estas se sumergieron por una noche en una solución 
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fijadora compuesta por etanol 50%, formaldehído 10%, agua bidestilada 35% 

y ácido acético glacial 5% (FAA). Posteriormente se lavaron con agua 

destilada y se deshidrataron en un tren con diferentes concentraciones de 

alcohol terbutílico (ANEXO 8a). Una vez deshidratadas, se infiltraron poco a 

poco con 12-15 escamas de Paraplast™ cada 30 min., dentro de una estufa 

a 58ºC hasta duplicar el volumen de alcohol terbutílico. Posteriormente, se 

almacenaron a 56C durante 3 semanas y se elaboraron bloques sólidos con 

el mismo medio (cubos de inclusión) a partir de los cuales se obtuvieron 

secciones transversales con un micrótomo de rotación (American Optical 

820;12µm). Se obtuvieron 10-15 laminillas de seciones para cada muestra, 

con las que se determinó la estructura celular y la presencia de cristales de 

oxalato de calcio. La tinción utilizada se estandarizó previamente para 

muestras de oyamel (ANEXO 8b). El tren de tinción comenzó con la 

hidratación de las muestras, para después teñirlas con safranina; luego de su 

posterior deshidratación, estas se tiñeron con verde rápido. Una vez 

preparadas, las laminillas se limpiaron, se protegieron con resina y se 

secaron durante 15 días en una estufa a 56C. Se utilizaron las mismas 

laminillas bajo la incidencia de luz polarizada para detectar cristales de 

oxalato de calcio y observar zonas previamente reportadas como sensibles al 

daño por O3 (Fig. 8). Todas las fotografías se tomaron con un fotomicroscopio 

Axioskope Car Zeiss (con los objetivos 10x, 20x y 40x). Posteriormente, para 

cada muestra, se compararon daños a nivel tisular utilizando como referencia 

la descripción anatómica del daño por O3 en A. religiosa (Alvarez et al., 

1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Representación esquemática de una sección transversal de una 
acícula de A. religiosa indicando las regiones examinadas en este estudio. 
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a. Detección de metabolitos 
 

Para cuantificar la abundancia relativa de metabolitos secundarios en árboles 

sanos y dañados, se utilizaron las muestras colectadas a 87ppb y 170 ppb, 

tomando muestras de los años de crecimiento 2015 y 2016 (Fig. 6c). Igual, 

que para el transcriptoma, no se utilizaron las acículas del año 2017 para 

evitar sesgos producidos por el crecimiento del año en curso. 

Para la extracción de metabolitos, se pesaron 80-95 mg de tejido para 

cada muestra. Estos se maceraron con 1 mL de diclorometano, para luego 

recuperar el macerado en un tubo de 2mL después de agregar nuevamente 

1mL de diclorometano. Este se centrifugó por 1 min a 14 000 rpm, para 

recuperar el sobrenadante, mismo que se secó con aire comprimido. Una vez 

seco, se le agregaron 450 µl de diclorometano y 50 µl de 1-isopropilfenol 

como standard (1mg/mL). Luego de homogeneizar la solución, se inyectaron 

2 µl de esta en un cromatógrafo de gases con inyector Split/splitless (Agilent 

Technolologies 6850 Network GC System) acoplado a un espectrómetro de 

masas (5975C VL MSD with Triple-Axis Detector) y una columna capilar 

xilano (Quadrex) 30m*0.25mm*0.25µm. La temperatura utilizada para el 

inyector fue de 230ºC, y este se puso en modo splitness (3 min). El programa 

de separación fue el siguiente: temperatura inicial 70ºC por 2 min, 

incrementándose hasta 230ºC a una velocidad de 20ºC/min y manteniéndose 

durante 5 min. El gas acarreador fue helio, el cual se inyectó a una velocidad 

de 1mL/min; la temperatura de la línea de transferencia fue de 280ºC, la de la 

fuente de ionización de 230ºC y la del analizador cuadrupolar de 150ºC. Los 

análisis se realizaron por impacto electrónico a 70eV; se utilizó el modo de 

barrido total del espectro (SCAN por sus siglas en inglés). La presencia de 

cada pico (asociada a un metabolito específico) se validó de acuerdo con el 

tiempo de retención y su espectro de masas utilizando la librería NIST 

(National Institute of Standards and Technology). Se descartaron aquellos 

metabolitos que (i) no cumplieran con al menos 80% de probabilidad de 

identificación, (ii) no tuvieran patrones similares de fragmentación o tiempos 

de retención (TR) y (iii) no estuvieran presentes en al menos el 30% de las 

muestras totales (ANEXO 12). Considerando los metabolitos que cumplieron 

los filtros se hizo una comparación de medias y se calculó su abundancia 
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relativa por cada 100gr de tejido (ANEXO 13). A continuación, se realizó un 

ANOVA de 3 vías para determinar los metabolitos asociados a la 

temporalidad (temporada alta y baja de O3), condición (sano, dañado) y año 

de exposición (2015, 2016). Finalmente, se hizo la correlación entre 

metabolitos y se realizó un PCA a partir de aquellos metabolitos que no 

estuvieran altamente correlacionados. 

 

VIII. RESULTADOS  

 
A. Determinar procedencias de muestras sanas y dañadas por O3 

 

A partir del ensamble de novo, los filtros missing data, MAF y >1 SNP por 

locus para las 89 muestras de oyamel distribuidas a lo largo de la FVTM se 

obtuvieron 1,785 SNPS. La prueba de Mantel entre las distancias geográficas 

y las distancias genéticas de las 19 poblaciones mostró una correlación 

positiva y significativa, que muestra un patrón de aislamiento por distancia 

para A. religiosa (R = 0.8318, p <0.001; ANEXO 7).  

El análisis de parentesco (ANEXO 8), determinó que dos individuos 

dañados estaban altamente relacionados (D1 y D2; Fig. 5b). Por lo cual, se 

descartó uno de ellos antes de efectuar los análisis de estructura génica (D2; 

Fig. 5b). Después de aplicar los filtros correspondientes (ver métodos) y 

descartando al árbol altamente relacionado, se obtuvieron 1,550 SNPs en 88 

individuos. El PCA y el análisis de ancestría indican que las poblaciones de la 

Sierra de Manantlán y del Nevado de Colima se agrupan y son 

genéticamente diferentes del resto de poblaciones (Fig. 10a-11). Por otro 

lado, en las 17 poblaciones restantes presentan un gradiente este-oeste en la 

estructura poblacional asociada a su distribución geográfica (Fig. 11; arriba 

Volcán Tancítaro y abajo Cofre de Perote; oeste Volcán Tancítaro, Puerta 

Garnica, San Andrés; este Tlaxco, Volcán Atlitzin y Cofre de Perote).  
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Figura 10. Estructura poblacional determinada con un análisis de 
componentes principales (PCA), utilizando 1550 SNPS de 88 individuos 
distribuidos a lo largo de la Faja Volanica Transmexicana (FVTM). PCA con a) 
toda la distribución, y b) un acercamiento a las poblaciones del centro de la FVTM. 
 
 
 



 
 

 33 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Agrupamiento genético de A. religiosa determinado con admixture 
presuponiendo de 2 a 5 grupos genéticos (k) diferentes. Las poblaciones se 
encuentran ordenadas de oeste a este de la FVTM. Las muestras del sitio de estudio 
se encuentran resaltadas en rojo (dañadas) y verde (sanas). 

 

Oeste                                                  Este 
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Entre las procedencias claramente diferenciadas están Cofre de 

Perote y Nevado de Colima (Fig. 10a-11), sitios de los cuales proceden 

algunas reforestaciones implementadas en nuestro sitio de estudio. Sin 

embargo, los individuos sanos y dañados evaluados en la comunidad de 

Santa Rosa Xochiac se agruparon junto a las poblaciones provenientes del 

centro de la FVTM (Nevado de Toluca y Ajusco; Fig. 10b-11). Así mismo, los 

individuos sanos y dañados por O3 mostraron valores similares de 

heterocigosidad (P=0.18; Cuadro 6).  

 
Cuadro 6. Valores de heterocigosidad esperada obtenidos con 1550 SNPs en 
árboles sanos y dañados por ozono troposférico en Santa Rosa Xochiac.  
 

Individuo He 
SANO_01 0.712 

SANO_02 0.713 

SANO_03 0.706 

SANO_04 0.733 

SANO_05 0.741 

DAÑADO_01 0.746 

DAÑADO_02 0.733 

DAÑADO_03 0.722 

DAÑADO_04 0.725 

DAÑADO_05 0.740 

 
 
B. Análisis de expresión diferencial. Mapeo y anotación funcional del 
transcriptoma. 
 

Como resultado de la secuenciación de RNA, y después del proceso de 

filtrado por calidad, se obtuvieron 605,147,387 lecturas para las 18 muestras, 

con un promedio de 33,619,299 lecturas por muestra (ANEXO 3). El 

porcentaje de mapeo al transcriptoma de referencia osciló entre 84.5 a 96.7% 

por muestra. Tanto el número específico de lecturas, como el porcentaje de 

mapeo por individuo y condición pueden consultarse en los ANEXOS 3-4.  

Con estos datos se comparó la expresión diferencial en individuos 

sanos y dañados durante la temporada de contingencia (170 ppb). La 

comparación arrojó siete genes candidatos expresados diferencialmente 

(Cuadro 1), mismos que se identificaron simultáneamente por los métodos 

DESeq2 y EdgeR (Fig. 9a). Sin embargo, de manera independiente cada 
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método detectó 15 y 13 genes, respectivamente (Fig. 9a, Cuadros 2-3). De 

manera independiente, se comparó la expresión diferencial de los árboles 

sanos y dañados durante las fechas con concentraciones de O3 contrastantes 

(87ppb y 170 ppb). Esta permitió detectar un gen expresado diferencialmente 

para los árboles sanos (Fig. 9b, Cuadro 4) y nueve para los dañados (Fig. 9c, 

Cuadro 5). Sin embargo, al evaluar los árboles sanos por separado, se 

detectaron 23 genes DEG utilizando DESeq2 y ninguno con EdgeR (Fig. 9b). 

Mientras que, al comparar los árboles dañados por separado, se obtuvieron 

36 genes con DESeq2 y dos con edgeR (Fig. 9c).  

A continuación, para las tres comparaciones se anotó la familia de 

proteínas a la que pertenecía cada gen (Pfam y KOALA; Cuadros 1-5), así 

como la función y ruta metabólica asociada (KOALA; Cuadros 1-5). De los 

siete genes detectados inicialmente por ambos métodos entre individuos 

sanos y dañados, cuatro proteínas (Chitinase class I, Protein tyrosine kinase, 

Nodulin-like y Legume lectin domain protein tyrosine kinase) pudieron ser 

anotadas (Cuadro 1). Por otro lado, el único gen con expresión diferencial 

entre las fechas con concentraciones de O3 contrastantes se relaciona con la 

proteína CCT motif B-box zinc finger (Cuadro 4). Mientras que para los nueve 

genes expresados diferencialmente en individuos dañados se encontraron 

asociadas seis proteínas (Xyloglucan endotransglycosylase (XET) C-

terminus, UDP-glucoronosyl and UDP-glucosyl, Linker histone H1 and H5 

family, Metallothionein, Centromere kinetochore component CENP-T histone 

fold y Phosphate-induced protein 1 conserved región; Cuadro 5).  

De acuerdo con el análisis KOALA, las rutas metabólicas en las que 

están implicados los genes con expresión diferencial entre los individuos 

sanos y dañados expuestos a 170ppb (contingencia ambiental) son la vía de 

carbohidratos (gen AB_036475_T.1; Cuadro 1) y la de señalización que 

implica la participación de las MAPK (AB_035458_T.1 y AB_029334_T.1; 
Cuadro 1).  
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Figura 9. Comparación del número genes expresados diferencialmente en 
árboles sanos y dañados durante la exposición a diferentes niveles de O3. (a) 
Expresión diferencial de genes comparando individuos sanos (marco verde) y 
dañados (marco rojo) durante la temporada de contingencia (170ppb). (b) Expresión 
diferencial de genes comparando individuos sanos en fechas con concentraciones 
de ozono contrastantes. (c) Expresión diferencial de genes comparando individuos 
dañados en fechas con concentraciones de ozono contrastantes. El marco verde y 
rojo diferencia árboles sanos y dañados, respectivamente. El muñeco con máscara 
representa la contingencia ambiental (170 ppb) y el muñeco con báculo la Semana 

Santa (período vacacional en México) con moderada concentración de O3 (87 ppb). 

Los diagramas de Venn muestran en color azul los genes detectados únicamente 
con DESeq2, en color rosa los detectados por edgeR y en morado los genes 
compartidos por ambos métodos. 
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Cuadro 1. Genes expresados diferencialmente (detectados utilizando edgeR y 
DESeq2) entre individuos sanos y dañados durante la temporada de 
contingencia (170ppb). Se muestran genes identificados tanto por edgeR como por 
DESeq2. Anotación del gen utilizando la base de datos de familias de proteínas 
(Pfam) y la anotación KOALA. Se resaltan en negritas las proteínas con función 
reportada en KOALA y estudios previos. 
 

ID Locus Nombre de la 
proteína en la base 

de datos Pfam 

Nombre de la 
proteína con el 
análisis KOALA 

Función reportada en 
estudios previos 

AB_045531_T.1 Sin anotación 
Hypothetical protein 

Sin función reportada 

AB_036475_T.1 Chitinase class I 

Chitinase 4-like 
Proteína quinasa. Se 
encuentran sobre 
expresadas en 
condiciones de estrés 
biótico y abiótico 
(Kasprzewska, 2003). 

AB_035458_T.1 Protein tyrosine 
kinase 

Probable LRR 
receptor-like 
serine/threonine-
protein kinase 
At1g56140 

Relacionada con 
receptores LRR 
(receptor-like 
serine/threonine-
protein kinase) 
responsables del 
cierre de los estomas 
provocado por la 
presencia del O3 en la 
vía apoplástica en A. 
thaliana (Sierla et al., 
2018). 

AB_029013_T.1 Sin anotación 
 
Hypothetical protein Sin función reportada 

AB_015092_T.1 Nodulin-like 

Protein NUCLEAR 
FUSION 
DEFECTIVE 4-like 

 

Proteína 
transmembranal 
involucrada en el 
transporte de 
nutrientes para el 
desarrollo de la planta. 

AB_029334_T.1 
Legume lectin 

domain 
Protein tyrosine 

kinase 

Probable L-type 
lectin-domain 
containing 
receptor kinase 
S.5 

 

Receptor con un 
dominio lectina (L-type 
lectin-domain 
containing receptor 
kinase) asociado a 
señales de 
transducción ante 
estrés biótico y 
abiótico (Gilardoni, 
Hettenhausen, 
Baldwin, & 
Bonaventure, 2011; 
Nishiguchi, Yoshida, 
Sumizono, & Tazaki, 
2002). 

AB_018867_T.1 Sin anotación Sin anotación Sin función reportada 
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Cuadro 2. Genes expresados diferencialmente (detectados utilizando edgeR) 
entre individuos sanos y dañados durante la temporada de contingencia 
(170ppb). Se muestran genes identificados con edgeR. Anotación del gen utilizando 
la la base de datos de familias de proteínas (Pfam) y la anotación KOALA. Se 
resaltan en negritas las proteínas con función reportada en KOALA y estudios 
previos. 
 

ID Locus Nombre de la 
proteína en 

Pfam 

Nombre de la 
proteína en 

KOALA 

Función reportada en 
estudios previos 

AB_000588_T.1 Sin anotación cytochrome P450 Sobreregulado en plantas de 
arroz tratadas con Niquel y O3 
(Tammam, Badr, Abou-Zeid, 
Hassan, & Bader, 2019). 

AB_038616_T.1 Sin anotación LRR receptor-like 
serine/threonine-
protein kinase 

Relacionada con receptores 
LRR (receptor-like 
serine/threonine-protein kinase) 
responsables del cierre de los 
estomas provocado por la 
presencia del O3 en la vía 
apoplástica en A. thaliana 
(Sierla et al., 2018). 

AB_005940_T.1 NAD 
dependent  

dihydroflavonol 4-
reductase 

Gen clave para la síntesis de 
antocianinas que funcionan 
como antioxidantes, la cual 
está sobreexpresada en arroz 
tolerante a estrés abiótico 
(H2O2; Takahashi et al., 2006). 

AB_045013_T.1 Sin anotación Sin anotación Sin Función 

AB_014935_T.1 BURP domain polygalacturonase 
non-catalytic 
subunit AroGP2-
like 

Involucrado en la degradación 
de la pectina y la 
hemicelulosa ante el estrés 
abiótico (Le Gall et al., 2015). 

AB_039085_T.1 Protein 
tyrosine 
kinase 
Kinase-like 

serine/threonine-
protein kinase 
BLUS1-like 

Relacionado con receptores 
LRR (Sierla et al., 2018). 

AB_033107_T.1 Sin anotación Sin anotación Sin Función 

AB_030539_T.1 Sin anotación Sin anotación Sin Función 

AB_044701_T.1 Sin anotación Sin anotación Sin Función 

AB_030270_T.1 Sin anotación Sin anotación Sin Función 

AB_041872_T.1 Sin anotación hypothetical protein Sin Función 

AB_027705_T.1 Sin anotación Sin anotación Sin Función 

AB_016376_T.1 Phosphopant
etheine 
attachment 
site 

Acyl carrier 
protein 1, 
chloroplastic-like 

Importante para la 
composición de ácidos 
grasos en las hojas de las 
plantas (Branen, Chiou, & 
Engeseth, 2001). 
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Cuadro 3. Genes expresados diferencialmente (detectados utilizando DESeq2) 
entre individuos sanos y dañados durante la temporada de contingencia 
(170ppb). Se muestran genes identificados con Deseq2. Anotación del gen 
utilizando la base de datos de familias de proteínas (Pfam) y la anotación KOALA. 
Se resaltan en negritas las proteínas con función reportada en KOALA y estudios 
previos. 

 

 

ID Locus Nombre de la proteína en 
Pfam 

Nombre de la 
proteína en 

KOALA 

Función 
reportada en 

estudios previos 

domain 
Pkinase_Tyr:Protein 
tyrosine kinase 

proteínas de 
unión a 
carbohidratos.  
Las proteínas 
tirosin fosfato 
ttransfieren 
fosfatos del ATP a 
las proteínas. 

AB_011671_T.1 Response_reg:Response 
regulator receiver 
domain 

HK5-1; 
hypothetical 
protein 

Sin Función 

AB_008969_T.1 DUF1677: Protein of 
unknown function 
(DUF1677) 

Sin anotación Sin Función 

AB_001118_T.1 HMA:Heavy-metal-
associated domain 

Heavy metal-
associated 
isoprenylated 
plant protein 43-
like 
  

Importante en la 
respuesta de las 
plantas a 
cambios 
ambientales (de 
Abreu-Neto, 
Turchetto-Zolet, 
de Oliveira, 
Zanettini, & 
Margis-Pinheiro, 
2013). M 

AB_007841_T.1 Methyltransf_16:Lysine 
methyltransferase 

Protein N-lysine 
methyltransferase 
METTL21A 
isoform X1 

Activado por 
estresores como 
O3 y hongos en 
pinos (Chiron et 
al., 2000). 

AB_023831_T.1 BAG:BAG domain 
IQ:IQ calmodulin-binding 
motif 

BAG family 
molecular 
chaperone 
regulator 6 

Asociado a 
respuestas a 
estrés y la 
regulación de la 
muerte celular 
(Kabbage & 
Dickman, 2008). 

AB_024445_T.1 Sin anotación Sin anotación Sin Función 

AB_020879_T.1 Sin anotación Hypothetical 
protein 

Sin Función 

AB_012934_T.1 FeThRed_A:Ferredoxin 
thioredoxin reductase 
variable alpha chain 

Ferredoxin-
thioredoxin 
reductase, 
variable chain, 
chloroplastic 

Regulador de 
reacciones 
redox (Balmer et 
al., 2006). 

AB_028111_T.1 Sin anotación Sin anotación Sin Función 

AB_030901_T.1 Sin anotación Sin anotación Sin Función 

AB_028564_T.1 Sin anotación MAP kinase-
activated protein 
kinase 2 isoform X1 

Involucrado en la 
señalización 
MAPK (Samuel, 
Miles, & Ellis, 
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Cuadro 4. Genes expresados diferencialmente (detectados utilizando edgeR y 
DESeq2) entre individuos sanos en fechas con concentraciones de ozono 
contrastantes (87ppb/170ppb). Se muestran genes identificados tanto por edgeR 
como por DESeq2. Anotación del gen utilizando la base de datos de familias de 
proteínas (Pfam) y la anotación KOALA. Se resaltan en negritas las proteínas con 
función reportada en KOALA y estudios previos. 
 

 
ID Locus Nombre de la 

proteína en Pfam 
Nombre de la proteína en 

KOALA 
Función reportada 

en estudios 
previos 

AB_043005_T.1 CCT motif 
B-box zinc finger 

El dominio CCT participa 
en la transducción de 
señales.  
La proteína zf-B está 
involucrada en la 
ubiquitinación y con 
factores de transcripción, 
ribunucleoproteinas y 
proto-oncoproteinas. Así, 
como en la respuesta a 
estrés abiótico/biótico 

Zinc finger protein 
CONSTANS-LIKE 
16 (refs de los 
estudios previos; 
en todos los casos 
que no se 
presenta) 

 

Cuadro 5. Genes expresados diferencialmente (utilizando edgeR y DESeq2) 
entre individuos dañados en fechas con concentraciones de ozono 
contrastantes (87ppb/170ppb). Se muestran genes identificados tanto por edgeR 
como por DESeq2. Anotación del gen utilizando la base de datos de familias de 
proteínas (Pfam) y la anotación KOALA. Se resaltan en negritas las proteínas con 
función reportada en KOALA y estudios previos. 
 
 

2005). 

AB_014823_T.1 Sin anotación Sin anotación Sin Función 

AB_021803_T.1 Sin anotación Sin anotación Sin Función 

AB_030731_T.1 Sin anotación Sin anotación Sin Función 

ID Locus Nombre de la 
proteína en Pfam 

Nombre de la 
proteína en 

KOALA 

Función reportada en 
estudios previos 

AB_023740_T.1 Xyloglucan 
endotransglycosyl
ase (XET) C-
terminus 

Xyloglucan 
endotransglucos
ylase/hydrolase 
protein 7 

Se ve afectado en estrés 
abiótico severo y altera 
directamente la 
composición de la pared 
celular (Le Gall et al., 
2015). 

AB_016383_T.1 Sin anotación Transcription 
factor  

Podría estar involucrado en 
la regulación de la 
transcripción. 
 

AB_008838_T.1 UDP-glucoronosyl 
and UDP-glucosyl 

7-
deoxyloganetin 
glucosyltransfer
ase-like 

Sin Función 
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AB_015079_T.1 Linker histone H1 
and H5 family 

Histone H1-like Regulan la expresión 
génica bajo condiciones 
de estrés abiótico en maíz, 
a través de la 
modificación en sus sitios 
de lisina . 

AB_021908_T.1 Metallothionein Metallothionein-
like protein 2 

Ha sido reportado en 
tejidos senescentes y se 
ha propuesto como un 
mecanismo para eliminar 
ROS (Chen et al., 2003). 

AB_012029_T.1 Centromere 
kinetochore 
component CENP-
T histone fold 

Histone H4-like Regulan la expresión 
génica bajo condiciones 
de estrés abiótico en maíz, 
a través de la 
modificación en sus sitios 
de lisina. 

AB_001427_T.1 Sin anotación 7-deoxyloganetin 
glucosyltransferas
e 
 

Sin Función 

AB_000936_T.1 Phosphate-
induced protein 1 
conserved region 

Protein 
EXORDIUM-like 
2 

Promueve el crecimiento 
durante una baja 
disponibilidad de carbono 
en A. thaliana (Schröder, 
Lisso, & Müssig, 2011). 

AB_022154_T.1 Sin anotación Hypothetical 
protein 

Sin Función 
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C. Diferencias anatómicas 
 

Se encontraron diferencias en el daño a nivel tisular: (i) entre árboles sanos y 

dañados; y (ii) entre años de crecimiento para un mismo grupo de árboles 

(Fig. 12-13, ANEXO 10-11). Ninguna de estas diferencias incluyó la 

estructura de los canales resiníferos ni del tejido vascular (CR y X-F; Fig. 12-

13); ambas fueron muy similares entre individuos sanos y dañados a lo largo 

de los años de exposición (2015, 2016 y 2017).  

Las acículas de individuos dañados presentan un colapso celular más 

acentuado que las de los individuos sanos, principalmente en el parénquima 

en empalizada (PEm; Figura 12-13). De igual manera se aprecia un ligero 

daño en el parénquima esponjoso (PEs; Fig. 12-13), así como un 

engrosamiento de la epidermis en los individuos dañados con respecto a los 

sanos (Ep; Figura 12-13).  

Por otro lado, los individuos sanos mostraron una mayor acumulación 

de cristales de oxalato durante los años anteriores al estudio (2015-2016) que 

los dañados (Fig. 14). Mientras que, durante el año de estudio, y coincidiendo 

con la apertura de las yemas (2017), no hubo diferencias entre los individuos 

estudiados (2017; Fig. 14). 

Las secciones también muestran un incremento en el deterioro celular 

de los individuos dañados a lo largo de los años de crecimiento (Fig. 13). Las 

células de las acículas del año de estudio (2017) están menos deterioradas 

que las del primer año de exposición (2016), las que a su vez están más 

dañadas que las del segundo año de exposición (2015). El daño celular 

culmina en la muerte y caída de las acículas en individuos dañados tras 3 

años de exposición. Ninguno de los individuos dañados en este estudio 

presentó acículas de más de tres años. Los individuos sanos, por otro lado, 

solo mostraron un leve grado de colapso celular en el primer año de 

exposición (2016; Fig. 13), el cual parece recuperarse durante el segundo 

año de exposición (2015; Fig.13). 
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Figura 12. Parte distal de secciones transversales de acículas de tres edades 
distintas (representando tres años de exposición) en oyameles (A. religiosa) 
sanos y dañados por exposición a O3. PEm Parénquima empalizada, PEs 
Parénquima esponjoso, CR canal resinífero, Ep Epidermis. Se aprecia un colapso 
celular en el PEm y engrosamiento de la Ep. Los CR no muestran diferencias a 
simple vista.  
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Figura 13. Parte central de las mismas secciones mostrados en la Fig. 12. PEm 
Parénquima empalizada, PEs Parénquima esponjoso, X-F Xilema y Floema. El PEs 
y X-F se mantienen similares entre los individuos sanos y dañados. 
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Figura 14. Coloración para observar cristales de oxalato en cortes 
transversales de acículas de tres edades distintas (representando tres años de 
exposición) en oyameles (A. religiosa) sanos y dañados por exposición a O3. 
Los cristales se muestran como coloración azul y morado brillante. PEs Parénquima 
esponjoso. El PEs de los individuos sanos muestra una mayor presencia de cristales 
de oxalato de calcio que de los individuos dañados. 
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D. Detección de metabolitos 
 

Se obtuvieron más de 100 metabolitos diferentes luego de 15 minutos de 

análisis en el GC-SM para las 40 muestras estudiadas, con una media de 

~25 metabolitos por muestra (ANEXO 12). De estos solo se conservaron 

ocho después de aplicar los filtros de exclusión y de eliminar sinonimias 

(ANEXO 13). La mayoría de estos contenían sesquiterpenos (C15; L-α-

Acetato de Bornilo, Óxido de ß-Cariofileno, α-Cariofileno, ß-Cubebeno, α-

Cubebeno, δ-Cadineno y α-Muuroleno), aunque también se identificaron 

algunos monoterpenos (C10; ß-Pineno). Los compuestos más abundantes 

fueron ß-Pineno, Óxido de ß-Cariofileno, δ-Cadineno y L-α-Acetato de Bornilo 

(g/100g; Fig. 15). Sin embargo, los ocho metabolitos identificados 

presentaron menor concentración durante la temporada de contingencia 

(Fig.15 a-b). 

Los ocho metabolitos evaluados mostraron diferencias significativas 

(p<0.001 o p<0.01) entre individuos sanos y dañados (Cuadro 7), así como 

entre fechas con diferentes concentraciones de O3 (87ppb/170ppb; Cuadro 

7). Sin embargo, no hubo diferencias significativas al considerar los años de 

exposición (2015, 2016, 2017; Cuadro 7). Por otro lado, todos los metabolitos 

fueron significativos en la interacción entre fechas con diferentes 

concentraciones de O3 (87ppb/170ppb) y su condición (sanas y dañadas: 

Cuadro 7). Mientras que únicamente α-Cariofileno mostró diferencias 

significativas (p<0.05) entre fechas con diferentes concentraciones de O3 

(87ppb/170ppb) y año de exposición (2015, 2016, 2017; Cuadro 7). Las 

interacciones entre Condición: Año exposición y Temporada: Condición:Año 

exposición no mostraron diferencias significativas (Cuadro 7). 

Luego de descartar a ß-Cubebeno, cuya concentración estuvo 

correlacionada con la de otros compuestos y menos asociaciones al daño por 

O3 (ANEXO 14 y Cuadro 7), se realizaron dos PCA, uno para cada 

temporada de exposición. El primero consideró individuos sanos y dañados 

durante el periodo de 87ppb de O3. Dentro de este se observa que el primer 

componente separa a las muestras sanas y dañadas. Así mismo, los árboles 

sanos y dañados se agrupan de acuerdo con la edad de las acículas (2015 y 
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2016: Fig. 17a). Por otro lado, en el segundo PCA, para el periodo de 170ppb 

de O3, no se observan grupos claramente diferenciados (Fig. 17b). 

 
 
Figura 15. Compuestos volátiles aislados en acículas de individuos de A. 
religiosa sanos y dañados por la exposición a O3 Concentraciones relativas en 
mg/100g de peso seco en los años de exposición 2015 y 2016. (a) Temporada de 
concentración moderada (87ppb) y (b) Temporada de contingencia (170ppb). En 
rojo se señala a individuos dañados y en verde a los sanos. 
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Cuadro 7. ANOVA de tres vías para evaluar el efecto de tres tratamientos 
(Temporalidad, Condición, Año de exposición) en la concentración de 
compuestos volátiles en acículas de A. religiosa. Valores de significancia p< 

0.001 ***, 0.01 **, 0.05 * ,0.1 y NS No significativo. 
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Figura 17. PCA para la concentración de compuestos volátiles en oyameles (A. 
religiosa) sanos y dañados por la exposición a O3 en días con concentraciones 
contrastantes de O3. (a) Moderada concentración de O3 y (b) Temporada de 
contingencia ambiental. En rojo se señala a individuos dañados y en verde a los 
sanos. Los círculos representan el año de crecimiento 2015 y los cuadrados el año 
2016. 
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IX. DISCUSIÓN 

 

Los oyameles sanos y dañados tienen una procedencia genética local 
 

Utilizando 88 individuos procedentes de 19 poblaciones repartidas a lo largo 

de la distribución natural de Abies religiosa (Fig. 10; arriba Volcán Tancítaro y 

abajo Cofre de Perote), se encontraron cinco grupos genéticos dados por la 

ubicación geográfica y por un considerable aislamiento entre montañas 

(ANEXO 7). Lo anterior ya ha sido reportado para A. religiosa (Giles-Pérez, 

2017; Mujica Gallart, 2013) y otros árboles de la FVTM (revisado en 

Mastretta-Yanes et al., 2015). Detectar el origen de los individuos en este tipo 

de estudios es importante dado que distintas procedencias pueden tener 

diversos grados de sensibilidad al O3, y nuestro sitio de estudio ha tenido 

múltiples intentos de reforestación con diversas procedencias de 

germoplasma. Las poblaciones de Cofre de Perote y Nevado de Colima se 

han reportado con menor sensibilidad al daño por O3 troposférico, mientras 

que las localidades cercanas a la CDMX y el Nevado de Toluca han mostrado 

una mayor sensibilidad (Tejeda & Meza, 2015). Por lo tanto, existía la 

hipótesis de que nuestros individuos sanos provinieran de una reforestación 

con germoplasma de Cofre de Perote. 

Nuestros resultados muestran que entre las procedencias claramente 

distinguibles están justamente Cofre de Perote y Nevado de Colima (Fig. 10-

11). Sin embargo, nuestros análisis indican que todos los individuos de Santa 

Rosa Xochiac se agrupan con las poblaciones locales como Ajusco y Nevado 

de Toluca NT/SB (Fig. 10b-11). Es decir, nuestros datos señalan que tanto 

los individuos sanos como los dañados provienen del mismo grupo genético y 

que éste corresponde al centro de la FVTM (Nevado de Toluca, Ajusco), sin 

que sea posible determinar una montaña de origen, en particular dentro de 

este grupo (Fig. 12). Debido a que los datos apuntan a que nuestros 

individuos provienen de un grupo genético del centro de la FVTM, la 

respuesta al ozono de estar dada por mecanismos genéticos sería producto 

de una adaptación local a partir de variantes ancestrales (“standing genetic 

variation”). Lo anterior brinda una alternativa a la idea de que las 
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procedencias de Cofre de Perote o Nevado de Colima sean las únicas 

variantes tolerantes al daño por O3 (Tejeda & Meza, 2015).  

Altos niveles de heterocigosidad han sido asociados con mayor 

capacidad de respuesta inmune y tolerancia al estrés tanto en plantas (e.g. 

Staszak, Grulke, Marrett, & Prus-Glowacki, 2007) como en animales (e.g. 

Forbes, 1998). Estudios con isoenzimas han encontrado heterocigósis más 

altas en pinos tolerantes a daño por ozono troposférico que en aquellos 

suceptibles (Staszak et al., 2004). Sin embargo, la heterocigosidad de los 

individuos sanos y dañados no fue diferente para los 1,550 SNPs analizados 

(Cuadro 6). No obstante, para descartar de manera contundente que los 

árboles sanos y dañados no se diferencian por su nivel de hetrocigosidad, es 

necesario analizar un mayor número de individuos y tal vez concretarse en 

genes específicos y en efectos locales de la respuesta al ozono (selección 

del heterocigoto; Rodríguez-Quilón et al., 2015). 

Nuestros resultados de estructura y diversidad genética muestran que 

A. religiosa cuenta con poblaciones grandes dentro del complejo central de la 

FVTM que mantienen su diversidad genética. Esto es importante, ya que las 

respuestas evolutivas rápidas son necesarias para que las poblaciones de 

especies silvestres puedan lidiar con las condiciones impuestas por la 

contaminación humana. Por lo tanto, se espera que la adaptación ocurra 

cuando las poblaciones son grandes, con variabilidad genética alta, y 

oportunidades ecológicas para el establecimiento de los mejores genotipos 

en caso que haya presiones selectivas fuertes (Alberto et al., 2013), como las 

altas concentraciones de ozono troposférico. Tal parece ser el caso de la 

población de Santa Rosa Xochiac, que muestra una alta variación genética.  

Además, nuestros resultados muestran que conservar la variación 

genética de los bosques tiene grandes implicaciones en el mantenimiento de 

reservorios de variación. Dicha variación favorece la capacidad de adaptación 

de las poblaciones ante cambios ambientales inducidos por actividades 

humanas, como la contaminación y el cambio climático. Existen estudios de 

especies en otros árboles tolerantes a O3 (Li et al., 2016; Seinfeld, 1989), sin 

embargo, estas no son especies nativas de los bosques de la FVTM. Los 

bosques afectados por ozono troposférico en cercanías de la CDMX están 
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conformados predominantemente por oyamel, el cual es una especie que ha 

habitado la FVTM por lo menos durante los últimos 5 millones de años 

(Jaramillo-Correa et al., 2008). Además, el oyamel es un árbol relacionado 

con el reabastecimiento de mantos acuíferos de la CDMX y forma el 

ecosistema en el que habita la emblemática mariposa monarca.  
 
La expresión diferencial de genes del metabolismo de carbohidratos, 
señalización MAPK, cierre de estomas y biosíntesis de flavonoides, 
permite a algunos individuos tolerar el O3.  
 

Los individuos sanos y dañados durante el periodo de contingencia se 

diferencian en la expresión de genes relacionados con proteínas 

responsables del cierre de estomas (gen AB_035458_T.1), receptores 

asociados a señales de transducción ante estrés biótico/abiótico (gen 

AB_029334_T.1) y proteínas transmembranales involucradas en el transporte 

de nutrientes para el desarrollo de la planta (gen AB_015092_T.1). El que 

existan diferencias en la expresión de genes relacionados con la apertura y 

cierre de estomas es congruente con un daño diferencial por ozono entre 

individuos, pues estudios previos mostraron que cuando aumentan las 

concentraciones de ozono, un mecanismo de protección en las plantas es el 

cierre de los estomas (Papazian et al., 2016). El cierre estomático puede 

estar regulado por receptores serina/treonina (Legume lectin domain Protein 

tyrosine kinase), tal como lo reportan para A. thaliana (Sierla et al., 2018). De 

igual manera se ha encontrado que los receptores con dominio de lectina (L-

type lectin-domain containing receptor kinase) se pueden asociar a señales 

de transducción ante estrés biótico y abiótico (Gilardoni et al., 2011; 

Nishiguchi et al., 2002).  

Los individuos sanos y dañados durante la contingencia se diferencian 

por genes que participan en la ruta de los carbohidratos y la señalización por 

las MAPK. La afectación de dichas rutas metabólicas ya ha sido incluida 

dentro de la respuesta inmediata al estrés por ozono, en plantas de tabaco 

(Samuel et al., 2005). Esta alteración en la vía podría además, llevar a 

modificar el número de enzimas, transportadores y factores de transcripción a 

través de la fosforilación (Morris, 2001) 
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Por otro lado, los individuos sanos expresaron diferencialmente solo 

un gen (AB_043005_T.1) entre los períodos de alta y baja concentración de 

ozono. Este gen carece de asociación directa a rutas metabólicas, pero se 

relaciona con la expresión de motivos de dedos de zinc, mismos que están 

relacionados con la respuesta a estrés abiótico en O. sativa (Davletova et al., 

2005) y que son clave en la regulación transcripcional, degradación de 

proteínas por ubiquitinación, señales de traducción y reparación del ADN 

(Cassandri et al., 2017). 
En cuanto a los individuos dañados, la diferencia entre 

concentraciones de ozono se relaciona con la expresión de genes 

relacionados a la síntesis de aminoácidos (AB_001427_T.1, 

AB_008838_T.1), la composición de la pared celular (AB_023740_T.1), la 

senescencia (AB_021908_T.1), el crecimiento ante baja disponibilidad de 

carbono (AB_000936_T.1), factores de transcripción (AB_016383_T.1) y 

otros reguladores de la expresión génica, como xx y zzz (AB_015079_T.1 y 
AB_012029_T.1). Tal como muestran los resultados, estos genes se 

relacionan con proteínas que se expresan durante un daño severo producto 

de estrés abiótico (Ludwikow & Sadowski, 2008). La participación de estas 

proteínas puede indicar que altas concentraciones del ozono pueden alterar 

la composición de la pared celular (Le Gall et al., 2015), así como el 

crecimiento durante la baja disponibilidad de carbono; la cual sería un 

subproducto del cierre de los estomas arriba mencionado (Schröder et al., 

2011). Además, dado que encontramos senescencia en los tejidos, podemos 

suponer que la diferencia a nivel de metaloproteínas es un mecanismo para 

eliminar especies reactivas de oxígeno (ROS) en los individuos dañados 

(Chen et al., 2003). Sin embargo, hasta qué punto estos mecanismos que se 

ponen en marcha para minimizar el daño por ozono o son una consecuencia 

de este, es algo que no se podrá saber hasta que se hagan diseños 

experimentales más específicos en condiciones controladas. 

En resumen, los mecanismos relacionados con la 

tolerancia/susceptibilidad a O3 parecen estar relacionados con receptores 

(AB_035458_T.1, AB_039085_T.1, AB_029334_T.1) que desencadenan la 

señalización MAPK (AB_035458_T.1, AB_028564_T.1), la síntesis de 

enzimas (AB_036475_T.1) y la degradación y un cambio en la composición 
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de la pared celular (AB_014935_T.1, AB_016376_T.1). Además, es probable 

que el cierre de los estomas (gen AB_029334_T.1) desencadene procesos 

de muerte celular a través de genes como AB_023831_T.1.  

El hecho de que también se detectaran diferencias en la expresión de 

genes implicados en la respuesta a patógenos (AB_007841_T.1) podría 

sugerir un mecanismo secundario al daño por O3 (Langebartels et al., 1998). 

En este las plantas estarían debilitadas por el ozono y los mecanismos de 

respuesta, lo que las haría más susceptibles al ataque de patógenos (Lane et 

al., 2016). 

Si nos centramos en los genes detectados por solamente un método 

(DESeq2 o EdgeR) rescatamos la participación de proteínas implicadas en 

rutas metabólicas con relevancia biológica para lidiar con el O3 

(AB_012934_T.1, AB_001118_T.1, AB_007841_T.1, AB_014935_T.1, 
AB_023831_T.1 y AB_016376_T.1). El ejemplo más notable sería la 

biosíntesis de flavonoides (gen AB_005940_T.1). Los flavonoides son 

antioxidantes importantes que actúan contra el O3, mismos que evitan el 

incremento de ROS celulares debido a sus propiedades antioxidantes 

(Mierziak, Kostyn, & Kulma, 2014). 

Se han hecho múltiples estudios de expresión diferencial en respuesta 

al O3, estresores bióticos y patógenos en diferentes especies de plantas (e.g. 

Cho et al., 2008; Gupta et al., 2005; Lane et al., 2016). En particular, los 

genes reportados para el estrés al O3 incluyen aquellos que participan en la 

transcripción, transducción, metabolismo, control redox, senescencia, 

transporte, defensa e incluso empalme alternativo de mensajeros (alternative 

splicing). Algunos de los genes detectados con expresión diferencial en este 

estudio (e.g. AB_005940_T.1, AB_011671_T.1, AB_028564_T.1, 

AB_021908_T.1, etc.) coinciden con otros reportados previamente. 

Los enfoques toxicológicos tradicionales en el estudio del daño por 

ozono se enfocan en la variabilidad a través de factores como la edad, el 

genotipo y el estado de la enfermedad, tal como se realizó aquí. Sin 

embargo, para proporcionar una mayor explicación funcional de las redes 

regulatorias en respuesta al O3, la identificación de genes candidatos debe 

complementarse con un mayor entendimiento de la represión o inducción de 

su expresión en respuesta al O3. Así mismo, también podría considerarse la 

PEs 
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caracterización del epigenoma en la regulación de la expresión de genes 

(McCullough et al., 2016). Tales diferencias a nivel epigenómico nos pueden 

indicar que la respuesta entre individuos dañados ante diferentes 

concentraciones de ozono afecta la traducción y transcripción de genes 

involucrados en la tolerancia a O3 (Bellini & De Tullio, 2019). Por ejemplo, se 

encontraron diferencias de expresión en genes relacionados con las histonas 

y metiltransferasas (AB_015079_T.1, AB_012029_T.1 y AB_007841_T.1). 

Estas últimas cambian los patrones de metilación y provocan expresión 

diferencial bajo condiciones de estrés abiótico (Dowen et al., 2012). Por otro 

lado, los bajos niveles de expresión de histonas se han asociado con la 

predisposición a resistir estrés salino y osmótico en A. thaliana (Asensi-

Fabado, Amtmann, & Perrella, 2017; Zhao et al., 2014). Por tal motivo 

deberían considerarse estudios toxico-epigenéticos que se enfoquen en la 

memoria adquirida por las plantas ante la presencia de O3, así como el 

progreso del daño en los árboles expuestos (Crisp, Ganguly, Eichten, 

Borevitz, & Pogson, 2016) o si se ven afectados otros factores con la edad 

como la tasas de mutación somática en individuos expuestos (sanos y 

dañados). 

Los genes candidatos aquí reportados deberán explorarse a través de 

sus interacciones con otros genes, con variables ambientales, así como con 

la presencia de patógenos. Así mismo, se puede correlacionar la expresión 

de estos genes candidatos con la presencia de polimorfismos dentro de los 

mismos de sus regiones reguladoras y con la condición de las plantas 

(sanas/dañadas) y de la concentración de ozono troposférico 

(87ppb/170ppb). 

 

El daño por O3 está relacionado al colapso celular, el daño a nivel de 
parénquima y la ausencia de cristales de oxalato  
 

Si bien a simple vista los árboles en la zona de estudio pueden clasificarse en 

sanos y dañados, se encontraron pequeños daños a nivel tisular en algunos 

árboles con apariencia de estar sanos. Sin embargo, parece que la actividad 

celular de estos individuos se mantiene, ya que su estructura celular 

permaneció casi intacta. Este ligero daño en árboles sanos indica que el 
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estrés producido por el O3 afecta a los árboles sanos, pero se mitiga de mejor 

manera en los árboles sanos que en los dañados. No obstante, el daño 

encontrado en algunas acículas de árboles sanos podría implicar que existe 

un gradiente de tolerancia al O3. Dicho de otra manera, existen árboles 

completamente sanos y otros que parecieran tener acículas asintomáticas, 

sin embargo, estas presentan daños a nivel tisular (Evans & Fitzgerald, 1993) 

ligeramente menores que árboles con acículas sintomáticas. 

Las diferencias en la cutícula y los canales resiníferos entre los 

individuos no fueron obvias, como si lo fue el daño en el parénquima en 

empalizada (Fig. 12-13). En estudios con pinos se han reportado daños 

significativos asociados a la exposición de O3 en otras partes de la hoja, 

como la cutícula (Reig-Armiñana et al., 2004) y los canales resiníferos. Esto 

puede deberse a que (i) A. religiosa posee mayor tolerancia al estrés por 

ozono con respecto a los pinos o (ii) que es más difícil detectar cambios en 

estas secciones en individuos expuestos a las mismas concentraciones de 

ozono, pues se requieren mediciones finas y análisis cuantitativos, los cuales 

podrían hacerse con un diseño experimental para su monitoreo.  

Por otro lado, se encontraron diferencias a nivel de la epidermis, cuyo 

engrosamiento se enfatiza en los individuos dañados. El daño visible (Fig.12-

13) se atribuye a agentes oxidantes que actúan sobre la lámina media de las 

células y promueven su degradación; esta oxidación provoca que las células 

se separen y comiencen a deformarse cuando se altera la celulosa de la 

pared primaria (Lázaro-Gimeno & Ibars, 2009). A partir de la degradación de 

la pared se favorecería una mayor cantidad de espacios intercelulares en 

árboles dañados en comparación con el tejido de los individuos sanos. El 

daño en el parénquima en empalizada se caracteriza además por una 

coloración rojiza que hemos asociado a una alta presencia de sustancias de 

naturaleza fenólica, afines a la tinción con safranina (Fig. 12-13). La 

acumulación de compuestos fenólicos inducidos por exposición a O3 no es 

nueva para las coníferas, en las cuales se le ha asociado a la necrosis 

(Howell & Kremer, 1973). 

Otro tejido susceptible a cambios por efecto del O3 es el parénquima 

esponjoso, este contenía una mayor proporción de cristales en los árboles 

sanos que en los dañados. Esto puede indicar una actividad metabólica 
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diferencial que permite a los árboles sanos responder mejor al estrés 

inducido por el O3. La presencia de cristales de oxalato está ligada a la 

síntesis de ácido ascórbico, el cual se incrementa como respuesta al estrés 

oxidativo, ya que actúa como mecanismo de protección ante dicho estrés 

(Fink, 1991). 

De igual manera la presencia de cristales se ha asociado a una mayor 

asimilación fotosintética, debido a que los cristales de oxalato de calcio 

pueden servir como reservorio de carbono mientras los estomas se 

mantienen cerrados debido a estresores abióticos (Tooulakou et al., 2016). 

Además de lo anterior, se sabe que la resistencia a herbivoría (He, Bleby, 

Veneklaas, Lambers, & Kuo, 2012) y la desintoxicación de metales pesados 

(Jáuregui-Zùñiga, Ferrer, Calderón, Muñoz, & Moreno, 2005) también están 

relacionados con la presencia de estos cristales. Lo anterior concuerda con 

las diferencias en los metabolitos encontrados entre cada grupo de árboles 

(ver sección siguiente).  

Finalmente, las diferencias entre años de crecimiento muestran que el 

deterioro celular se incrementa con la edad de las hojas (Fig. 12-13). 

Nuestros datos muestran que el daño por ozono inicia a nivel tisular al menos 

en los primeros 30 días de exposición en las hojas más jóvenes (secciones 

de acículas recién emergidas de la yema en 2017; Fig.12-13). Esto es similar 

a lo reportado para pinos en donde se observaron daños a nivel tisular a 

partir del quinto día de exposición y daños visibles desde la segunda semana 

(Evans & Miller, 1972). Lo anterior reforzaría la idea de que los pinos pueden 

ser más susceptibles que A. religiosa, por lo cual no vemos daños 

histológicos similares en la cutícula y canales resiníferos en ambas especies.  

Los daños visibles en las acículas se enfatizan hasta el segundo año 

de exposición, quizá porque la planta no posee mecanismos para evitar el 

efecto acumulado del O3 (Langebartels et al., 1998). El daño culmina en la 

muerte y desprendimiento de las acículas en individuos dañados después de 

tres años de exposición. Al no contar con los mecanismos para evitar el daño, 

se promueve la degradación de la lámina media y posteriormente el 

citoplasma, generando espacios donde las células deberían formar un 

mosaico (Lázaro-Gimeno & Ibars, 2009). Esto indicaría que una vez iniciado, 

el daño es irreversible, lo que concuerda con estudios de procedencias, que 
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determinaron que el tiempo de exposición agrava los daños en el follaje de 

mayor edad en los oyameles (Alvarez et al., 1998; Tejeda & Meza, 2015).  

 

La concentración de ß-Pineno en individuos sanos concuerda con la 
fase de recuperación del tejido posterior al estrés por O3.  
 

En las coníferas, los terpenos se encuentran en una mezcla llamada 

oleorresina formada por una fracción trementina (volátil, incluye 

monoterpenos y sesquiterpenos) y una fracción colofonia (no volátil, formada 

por diterpenos (Phillips & Croteau, 1999). La oleorresina se acumula en los 

conductos resiníferos de los tallos y acículas de la planta (Wu & Hu, 1997). 

Nuestros resultados no muestran diferencias anatómicas claras en los 

canales resiníferos que puedan indicar una mayor acumulación de 

metabolitos (Fig.12). De igual manera, nuestros análisis detectaron mayor 

número de sesquiterpenos (C15; siete diferentes) que de monoterpenos (C10; 

uno) en individuos, sanos y dañados. El aumento de estos compuestos 

después de la exposición a O3 concuerda con lo encontrado en clones de 

álamo híbrido (Populus deltoides x maximowiczii) (exposición a 80 nmol mol-

1 O3 durante 5hr/día; Pellegrini et al., 2012) y en individuos de Eucalyptus 

globulus expuestos a O3 (Kanagendran, Pazouki, & Niinemets, 2018). Estas 

observaciones son interesantes, ya que los sesquiterpenos reaccionan con 

las especies reactivas de oxígeno (ROS) y se sabe que incrementan ante la 

presencia de estrés abiótico (Vickers, Gershenzon, Lerdau, & Loreto, 2009).  

Los ocho metabolitos detectados en la mayoría de muestras ya han 

sido reportados con diferencias en árboles expuestos a diferentes 

concentraciones de O3 (Kanagendran et al., 2018). La producción de 

compuestos metabólicos, tal como los volátiles, pueden remover los ROS 

antes de que causen daños severos en las células (Loreto & Fares, 2007). 

Esto concuerda con nuestros resultados, ya que obtuvimos mayores 

concentraciones de metabolitos en individuos sanos en comparación con los 

dañados. Sin embargo, no todas las comparaciones de los metabolitos entre 

condición, temporada y año de crecimiento muestran valores significativos 

(Cuadro 7). Posiblemente esto se debe a que todos los árboles analizados 

fueron expuestos a O3 y no teníamos un control negativo.  
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La comparación entre grupos indica que la temporada y la condición 

son las variables más relacionadas para explicar los valores de los ocho 

metabolitos (p<0.001 y p<0.01; Cuadro 7). En particular δ-Cadineno, Óxido 

de ß-Cariofileno, L-α-Acetato de Bornilo y ß-Pineno (Fig. 15) tuvieron mayor 

abundancia (Fig. 15). Anteriormente δ-Cadineno se ha relacionado con 

funciones antioxidantes (Kundu et al., 2013) y larvicidas (Govindarajan, 

Rajeswary, & Benelli, 2016). De igual manera el Óxido de ß-Cariofileno es un 

metabolito producido por las plantas para inhibir el ataque de insectos (Ortiz 

et al., 2017). Dado lo anterior podemos suponer que los individuos sanos 

tienen mecanismos que los hacen menos susceptibles al daño por estrés 

biótico y abiótico. 

De igual manera, los individuos sanos produjeron mayor cantidad de 

ß-Pineno en comparación con los dañados en ambas temporadas (Fig. 15a-

b). Dicho aumento de ß-Pineno se ha relacionado con la estimulación de 

mecanismos antioxidantes inducidos por estrés a O3 en Quercus index 

(Loreto et al., 2004). Además ß-Pineno pertenece al grupo de monoterpenos, 

mismos que pueden favorecer la resistencia ante el O3 (Pellegrini et al., 

2012). Así mismo, existen diferencias significativas de α-Muuroleno, lo cual al 

igual que ß-Pineno previamente se ha relacionado con la fase de 

recuperación de la planta después de inducirse a altas concentraciones de O3 

en Nicotiana tabacum (Kanagendran, Pazouki, & Niinemets, 2018).  

En nuestro sitio de muestreo es común que los niveles de O3 sean 

altos (Alvarado-Rosales et al., 2017), rebasando las 100 ppb la mayor parte 

del año (SEDEMA, 2018). Así mismo, se sabe que el efecto perjudicial del O3 

a 150 ppb depende de la estructura química de los compuestos. Por lo tanto, 

los terpenoides saturados como el L-α-Acetato de Bornilo no se ven 

igualmente afectados por el O3 que los terpenos con doble enlace C-C 

(pinenos) o aquellos con más de dobles enlaces (cariofilenos) (Calogirou et 

al., 1996). Debido a lo anterior es posible que la detección de los compuestos 

por el GC-MS se haya visto influenciada por la degradación de algunos 

metabolitos durante la exposición de las plantas al O3. De manera similar con 

otras plantas en dónde se ha demostrado que el O3 induce y reduce las 

emisiones volátiles en diferentes especies dependiendo de la gravedad y la 

duración de la exposición (Calfapietra et al., 2013). En nuestros resultados 
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los metabolitos que pudieron identificarse nos indican diferencias entre 

individuos sanos y dañados, así como indicios de mecanismos antioxidantes 

en árboles sanos antes y después de un periodo de contingencia ambiental.  

 

X. CONCLUSIONES 

 
A partir de nuestra investigación se concluye que los niveles de O3 que llegan 

a los bosques de oyamel en las afueras de la CDMX siguen siendo un 

problema para el establecimiento exitoso de individuos jóvenes, aunque los 

niveles de O3 hayan bajado drásticamente con respecto a los reportados de 

hace 30 años. A nivel transcriptómico un ensamble de novo nos permitiría 

rescatar información propia de A. religiosa, no obstante, el mapeo de las 

lecturas sobre el genoma de A. balsamea nos permitió recuperar información 

útil sobre afectaciones por O3 en genes y rutas metabólicas de A. religiosa.  

Nuestros resultados indican que existen individuos de la misma 

población que pueden tolerar el O3, a través de la expresión diferencial de 

ciertos genes. Estos genes se asocian con el metabolismo de los 

carbohidratos, la señalización MAPK y la biosíntesis de flavonoides, los 

cuales afectan la respuesta inmune, el cierre de los estomas y la producción 

de antioxidantes, que en su conjunto son mecanismos para disminuir el daño 

celular. Los individuos dañados mostraron colapso celular severo en el 

parénquima en empalizada y un incremento en el contenido fenólico en 

comparación a los individuos sanos. De igual manera, el daño observado en 

las acículas concuerda con el tiempo de exposición. Es decir, las acículas 

más viejas mostraban daños más pronunciados que las más jóvenes. A nivel 

de metabolitos δ-Cadineno y Óxido de ß-Cariofileno en árboles sanos nos 

indican posibles mecanismos para evadir el estrés biótico. Por el contrario, ß-

Pineno en árboles sanos nos indica mecanismos que les permiten 

sobreponerse a periodos de exposición a O3. Lo anterior concuerda con 

estudios previos donde ß-Pineno se asocia con la fase de recuperación del 

tejido posterior a una exposición a O3. Sin embargo, cabe anotar que existen 

grados de sensibilidad en individuos sanos que a simple vista parecen no 
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presentar daño. Esto indicaría un gradiente de tolerancia diferencial dentro de 

la población analizada. 

Todos los individuos tolerantes al O3 analizados fueron de origen local 

(comunidad de Santa Rosa Xochiac), según lo muestran nuestros análisis 

genético-poblacionales. Esto resalta la importancia de mantener la variación 

genética dentro de las poblaciones en especies forestales, pues ésta puede 

ser fuente de nuevas adaptaciones locales ante nuevas presiones selectivas 

(incluyendo aquellas derivadas de la urbanización).  

 

XI. PERSPECTIVAS 

 

Los genes identificados en este estudio se proponen como genes candidatos 

a la tolerancia al O3, ya que se encontraron diferencialmente expresados en 

individuos sanos y dañados bajo dos concentraciones de ozono y durante 

dos años de exposición, sin embargo, queda pendiente (i) describir los 

patrones de expresión ante diferentes intensidades de daño asociadas al 

tiempo de exposición (años de crecimiento de las hojas), ya que a nivel 

histológico/metabólico encontramos diferencias en los años de exposición y 

(ii) describir los patrones de expresión dados en diferentes grados de 

tolerancia de acuerdo a la concentración a la que están siendo expuestos los 

árboles. Para ello es importante clasificar las hojas por años de exposición y 

trabajarlas de manera separada en los análisis de expresión, así como 

registrar mediciones de las concentraciones de ozono in situ.  

A priori nuestro estudio considera al O3 como la principal causa del 

daño en los árboles, lo cual desencadena en la susceptibilidad de estos para 

ser atacados por otros estresores. De igual manera consideramos importante 

describir y cuantificar las diferencias en cambios bióticos (parásitos, hongos) 

y abióticos (suelo, cantidad de luz/sombra, conductancia estomática, tasa 

fotosintética, transpiración) que nos proporcionen información útil de las 

interacciones que se están llevando a cabo en un bosque altamente expuesto 

a O3. Para evaluar cambios bióticos se proponen estudios de metabarcoding 

dirigidos a las acículas y raíces de los individuos expuestos. Mientras que, 
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para analizar los cambios abióticos se proponen principalmente mediciones 

en las concentraciones de nutrientes en el suelo y cuantificación de clorofilas.  

Una ruta metabólica importante para considerar en futuros estudios es 

la relacionada con la biosíntesis de flavonoides ya que, a diferencia de los 

terpenos, nuestros análisis de expresión diferencial indican que los 

flavonoides son clave para diferenciar individuos sanos y dañados. La 

cantidad de tejido foliar obtenida en este estudio fue insuficiente para medir la 

concentración de flavonoides (además de requerirse un largo periodo de 

estandarización). Sin embargo, analizar la vía metabólica de flavonoides en 

estudios posteriores podría complementar el conocimiento de los 

mecanismos de tolerancia a O3.  

Así mismo, aún existen relaciones fisiológicas en la respuesta ante el 

O3 que no han sido caracterizadas (Ludwikow & Sadowski, 2008). Sin 

embargo, identificar genes candidatos en A. religiosa, como se realizó en 

este trabajo, contribuye a entender las rutas de regulación relacionadas con 

la tolerancia al O3 en coníferas bajo condiciones naturales, ya que la mayoría 

de los estudios anteriores se han realizado en cultivos anuales, así como 

especies modelo bajo condiciones experimentales.  

Los genes que mostraron expresión diferencial aún están bajo análisis 

para detectar SNPs dentro de las secuencias de cada individuo. Si dichas 

variantes existen sería posible incluirlas en un chip, con el propósito de 

seleccionar eficazmente individuos tolerantes al daño por O3. La detección de 

individuos a través de chips permitirá dirigir los planes de reforestación a 

árboles madre e hijos específicos que faciliten la recuperación de sitios con 

alta incidencia de contaminación. Lo anterior requiere de un monitoreo de los 

árboles tolerantes identificados, para evitar cuellos de botella que disminuyan 

la variabilidad genética de los bosques y poder enfrentar otros estresores 

bióticos o abiótico.  

Es conveniente contemplar estudios poblaciones para evaluar mejor la 

correlación entre la heterocigósis global de los individuos y la tolerancia al 

ozono. Este mismo tipo de muestreo permitirá además identificar posibles 

polimorfismos adaptativos en los genes candidatos y evaluar su distribución 

espacial en la población. Para comprender patrones de diferenciación 

adaptativa o plasticidad fenotípica es necesario realizar experimentos con 
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trasplantes recíprocos. Dichos experimentos requieren controlar el origen del 

germoplasma, así como los periodos de exposición y las concentraciones de 

O3. De igual manera debe considerarse la medición de caracteres 

cuantitativos, ya que pueden brindar una medida directa de la variabilidad 

genética aditiva y por consiguiente el potencial adaptativo de los individuos 

tolerantes. 

Los resultados de este proyecto son el primer paso para desarrollar 

planes de “reforestación dirigida a la tolerancia al O3”. Dada la continua 

exposición al O3 y el historial de incendios que han diezmado los bosques del 

Desierto de los Leones y el pueblo de Santa Rosa Xochiac, estos son lugares 

que se beneficiarían ampliamente de este tipo de reforestaciones. Nuestros 

resultados también son útiles a nivel mundial, pues el cambio ambiental 

causado por actividades humanas es un problema global que ha 

desencadenado investigaciones sobre impacto que tiene el O3 en bosques 

periurbanos. Sin embargo, los bosques afectados por O3 también interactúan 

con otros contaminantes, periodos de exposición, precipitación, temperatura, 

nutrientes del suelo y patógenos que pueden modificar los involucrados en la 

tolerancia a la contaminación en cada sitio y especie forestal. Por 

consiguiente, para que las reforestaciones dirigidas a la tolerancia de O3 en la 

periferia de la CDMX se conviertan en una realidad, aún es necesario 

expandir la presente investigación. 

Estudios como el presente deben realizarse en colaboración con las 

comunidades que están siendo afectadas directamente (Santa Rosa Xochiac 

y aledañas), así como de medios de comunicación (prensa, redes sociales, 

radio) que nos permitan la difusión del problema a la ciudadanía y el 

gobierno. Solamente a través del reconocimiento de la problemática y de las 

propuestas basadas en estudios como este será posible cambiar las políticas 

publicas alrededor de los planes de reforestación en la periferia de ciudades 

contaminadas. Así mismo, se debe concientizar que favorecer una rápida 

adaptación a un entorno contaminado a través de reforestaciones tolerantes 

a O3 no sustituye las medidas para reducir la contaminación, tal como evitar 

la quema y tala desmedida, el uso de productos contaminantes (aerosoles, 

plaguicidas) y reducir los medios de transporte privado que utilizan la quema 

de combustibles. 
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La comunidad de Santa Rosa Xochiac es un sitio ideal para 

implementar nuestra propuesta de reforestación, ya que se encontraron 

indicios de variantes sanas y dañadas propias del lugar. Además, la 

comunidad posee información de los intentos de reforestaciones, registro de 

incendios y plagas, así como de la infraestructura de un vivero con diferentes 

procedencias de semillas. Dicha información facilita implementar planes de 

manejo primero en esta comunidad, misma que manifiesta su interés de 

continuar colaborando con nosotros para profundizar en nuestra investigación 

y atender sus problemáticas de reforestación. 
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XIII. ANEXOS 

 

Los scripts, líneas de comando y material extra con los cuales se realizó este 

trabajo se encuentran disponibles en la página de GitHub: 

https://github.com/VeroIarrachtai/Abies_religiosa_vs_ozone. De igual manera, 

el correo para contactarme es: veronica.rg.pb.@gmail.com  

 
ANEXO 1. Ramas de individuos sanos y dañados colectados. (a) Individuos 
sanos. (b) Individuos dañados 
 

 

https://github.com/VeroIarrachtai/Abies_religiosa_vs_ozone
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ANEXO 2. Extracciones de ARN de 40-45 mg de tejido vegetal 
independientemente para cada concentración de O3 y período de crecimiento 
foliar por árbol. 
 

  2015 2016 2017 
 

(170 ppb) 

DC_01_2015 DC_01_2016 DC_01_2017 

 DC_02_2015 DC_02_2016  
 DC_03_2015 DC_03_2016  
 DC_04_2015 DC_04_2016 DC_04_2017 

Dañado DC_05_2015 DC_05_2016 
  

(87 ppb) 

DS_01_2015 DS_01_2016   

DS_02_2015 DS_02_2016  
  DS_04_2015 DS_04_2016 

 
 

(170 ppb) 

HC_01_2015 HC_01_2016  
 HC_02_2015 HC_02_2016  
 HC_03_2015 HC_03_2016  
 HC_04_2015 HC_04_2016  

Sano HC_05_2015 HC_05_2016 
  

(87 ppb) 

HS_01_2015 HS_01_2016   

HS_02_2015 HS_02_2016  
  HS_05_2015 HS_05_2016 
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ANEXO 3. Número de lecturas totales para cada individuo. 
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ANEXO 4. Número de genes mapeados para cada individuo. 

 

Condición Temporada Muestra # Genes sin 
ninguna 
lectura 

# Genes 
mapeados 

 
 
 

 
Dañado 

(170 ppb) DC_01_15 0 37,601 

DC_02_15 4,401 33,200 

DC_03_15 3,419 34,182 

DC_04_15 2,761 34,840 

DC_05_15 4,235 33,366 

(87 ppb) DS_01_15 2,141 35,460 

DS_02_15 3,345 34,256 

DS_04_15 2,570 35,031 

 
 
 
 

Sano 

(170 ppb) HC_01_15 3,553 34,048 

HC_02_15 3,618 33,983 

HC_03_15 3,541 34,060 

HC_04_15 3,938 33,663 

HC_05_15 3,620 33,981 

(87 ppb) HS_01_15 1,863 35,738 

HS_02_15 2,581 35,020 

HS_05_15 3,308 34,293 

 

 

ANEXO 5. Número de genes mapeados para cada comparación. 

 

Comparación 
de tratamientos 

% de genes 
mapeados  

Condición Genes 
mapeados 

ID de Muestras 
utilizadas  

Sanos y 
dañados en 
contingencia 
ambiental (170 
ppb) 

81.42% 
(37,601) 
  

Sanos  
 
 

33,947  SC01_15 
SC02_15 
SC03_15 
SC04_15 
SC05_15 

Dañados 
 
 

34,638 DC01_15 
DC02_15 
DC03_15 
DC04_15 
DC05_15 
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ANEXO 6. Valores de los parámetros para ensamble laxo en ipyRAD con todas 
las muestras de oyameles de nuestro grupo de trabajo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ANEXO 7. Relación entre la distancia genética y la distancia geográfica de 19 
poblaciones de A. religiosa. Las distancias genéticas para los SNPs fueron FST 
calculadas con el estimador Weir and Cockerham y posteriormente linearizadas. Las 
distancias geográficas son las distancias en Km entre poblaciones. 
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ANEXO 8. Relación de parentesco dentro de cada población. En verde 
individuos sanos y en rojo dañados de la población de Santa Rosa Xochiac. 
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ANEXO 9. Tren de tinción para acículas de oyamel. 
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ANEXO 10. Tinciones de individuos sanos. (a) Individuos sanos 2015. (b) 
Individuos sanos 2016. (c) Individuos sanos 2017.  

 
(a) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(b) 
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(c) 



 
 

 84 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 85 

ANEXO 11. Tinciones de individuos dañados. (a) Individuos sanos 2015. (b) 
Individuos sanos 2016. (c) Individuos sanos 2017.  

 

(a) 
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(b) 
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(c) 
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ANEXO 13. Abundancia relativa de los metabolitos después del filtrado. 
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ANEXO 14. Correlación entre los metabolitos. Se descarto a ß-Cubebeno de los 

análisis posteriores. 
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