Articulo Cientifico

Rev. Fitotec. Mex. Vol. 25 (3): 279 - 287, 2002

ESTRUCTURA DE LA DIVERSIDAD GENETICA EN POBLACIONES NATURALES DE
Pinus greggii Engelm.

STRUCTURE OF GENETIC DIVERSITY IN NATURAL POPULATIONS OF Pinus greggii Engelm.

Conrado Parraguirre Lezama'?*, J. Jesiis Vargas Hernandez’, Porfirio Ramirez Vallejo?,
Hilda Susana Azpiroz Rivero' y Jestis Jasso Mata®

! Instituto de Recursos Naturales, Colegio de Postgraduados. Km 36.5 Carr. México-Texcoco, Montecillo, Estado de México. *Campo Experimental Valle
de México, Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias. Apartado Postal # 10, Chapingo, Estado de México. Correo electrénico:

cparraguirre@yahoo.com.mx
*Autor responsable

RESUMEN

Se estudio la estructura de la diversidad genética en 15 loci isoen-
zimaticos de 19 poblaciones naturales de Pinus greggii Engelm. con la
finalidad de determinar el grado de variabilidad genética de la especie
y el nivel de diferenciacién genética existente entre sus poblaciones.
Los resultados mostraron que existe una amplia diversidad genética
en la especie (93 % de loci polimérficos, 3.5 alelos por locus), pero esa
diversidad es relativamente baja a nivel de poblaciones (31.9 % de
loci polimoérficos y 1.6 alelos por locus), con una proporcién elevada
de alelos raros (47 %) y alelos “privados” (23 %) en ellas. Aunque se
encontré una alta diferenciacion genética entre las poblaciones (Fst =
0.379), esta diferenciacion no estuvo asociada a las regiones geografi-
cas (2 %), a diferencia del patrén geografico reportado para las ca-
racteristicas morfolégicas y de crecimiento de los arboles. Las distan-
cias genéticas promedio entre pares de poblaciones fueron similares
en las dos regiones geograficas; sin embargo, s6lo en la regién norte
se encontré una correlacion positiva y significativa (r = 0.48) entre
las distancias genéticas y geograficas de las poblaciones.
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SUMMARY

The structure of genetic diversity was studied on 15 allozyme loci
in 19 natural populations of Pinus greggii Engelm. in order to deter-
mine the level of genetic variability within this species and the degree
of genetic differentiation among its populations. A broad genetic di-
versity was found at the species level (93 % polimorphic loci and a
mean of 3. S alleles per locus). At the population level, however, ge-
netic diversity was relatively low (31.9 % polimorphic loci and 1.6
alleles per locus on average) with a high proportion of rare (47 %)
and private (23 %) alleles. A high degree of genetic differentiation
was found among populations (Fst=0.379) but it was not associated to
their geographic distribution (only 2 % of the total genetic diversity
was attributed to differentiation between geographic regions), unlike
the geographic pattern reported for morphological and growth traits
of trees. Average genetic distances between pairs of populations were
similar in both geographic regions, however, only in the northern
region a positive and significant correlation (r = 0.48) was found be-
tween genetic and geographic distances of populations.

Recibido: 7 de Abril del 2001.
Aceptado: 8 de Abril del 2002.

Index words: Pines, isozymes, polymorphism, genetic differentia-
tion, rare alleles

INTRODUCCION

Pinus greggii Engelm. es una especie endémica en
México de gran importancia ecoldgica y econémica. Esta
especie ha mostrado una adecuada capacidad de supervi-
vencia y desarrollo en condiciones de humedad limitada
(Vargas y Muiioz, 1988), por lo que tiene gran potencial
para ser empleada en programas extensivos de forestacion
o0 restauracion en condiciones poco favorables. Ademas, es
una alternativa con respecto a otras especies de Pinus para
el establecimiento de plantaciones comerciales a gran esca-
la (Dvorak y Donahue, 1992), porque ha superado en cre-
cimiento a P. patula en algunas regiones de Sudafrica
(Kletzka et al., 1996). La distribucién natural de Pinus
greggii Engelm. esta restringida a dos regiones geograficas
en la parte centro-este y noreste de México. Estas regiones
estan separadas por unos 300 km y presentan condiciones
ambientales distintas. En la regiéon “norte” (Coahuila y
Nuevo Leén) P. greggii se ubica a una altitud de 2100 a
2600 m, con una precipitaciéon media anual de 650 mm en
suelos neutros o ligeramente alcalinos. En la region “sur”
(San Luis Potosi, Querétaro, Hidalgo, Veracruz y Puebla),
se encuentra en elevaciones de 1100 a 2400 m, con una
precipitacion media anual de 800 a 1600 mm en suelos
acidos predominantemente (Donahue y Lodpez-Upton,
1999).

El aislamiento geografico entre ambas regiones, que
limita o impide el flujo genético entre ellas y las diferen-
cias edéficas y climéticas entre las regiones, plantean la
posibilidad de que las poblaciones de P. greggii se hayan
diferenciado genéticamente en cada region. De hecho, es-
tudios de variacién morfoldgica realizados en esta especie
(Loépez et al., 1993 y 2000; Donahue y Loépez-Upton,



DIVERSIDAD GENETICA EN POBLACIONES NATURALES DE Pinus greggii

1996) sugieren la presencia de dos ecotipos. Donahue y
Lépez-Upton (1999) describen a estos ecotipos como va-
riedades distintas, la variedad greggii para la regién “nor-
te” y la variedad australis para la regiéon “sur”. Estudios
en ambiente comiin (invernadero, vivero y campo) estable-
cidos de manera independiente confirman las diferencias
en caracteristicas morfoldgicas entre las poblaciones de las
dos regiones (Lopez et al., 1993; Donahue y Lopez-
Upton, 1996) e incluso muestran grandes diferencias entre
ellas en la tasa y patron de crecimiento estacional del brote
(Salazar et al., 1999) y en otras caracteristicas adaptativas
(Lopez-Ayala et al., 1999; Lépez et al., 2000). Esos resul-
tados sugieren la existencia de una fuerte variacion y dife-
renciacién genética en P. greggii. Sin embargo, hasta aho-
ra este patron geografico de variaciéon no ha sido confir-
mado mediante el uso de marcadores moleculares. Aunque
Ramirez et al. (1997) detectaron bajos niveles de polimor-
fismo en loci isoenziméticos de la mayoria de las poblacio-
nes estudiadas, el limitado nimero de poblaciones y el re-
ducido tamafio de muestra utilizado en varias de ellas im-
pidi6 obtener una idea clara de la diferenciacion genética
existente entre las poblaciones.

Los marcadores isoenzimaticos han sido muy utilizados
para evaluar la diversidad genética intraespecifica y esta-
blecer posibles patrones geograficos de diferenciacién ge-
nética (Berg y Hamrick, 1997). En algunas especies de pi-
nos los resultados con isoenzimas muestran patrones de
diversidad genética similares a los observados con caracte-
risticas morfoldgicas y adaptativas (Matheson ef al., 1989;
Mitton et al., 1998). Sin embargo, en otros casos el patrén
de diversidad genética detectado mediante isoenzimas no
corresponde al observado en otras caracteristicas morfol6-
gicas, fitoquimicas o de crecimiento (Schmidtling y Hip-
kins, 1998; Schmidtling et al., 1999). La distancia geogra-
fica entre poblaciones influye considerablemente en la es-
tructura de la diversidad genética, debido a que el inter-
cambio o flujo génico entre poblaciones se reduce al au-
mentar la distancia entre ellas, lo que conduce a su dife-
renciaciéon. Estudios efectuados en diferentes especies fo-
restales muestran que generalmente existe una relacién di-
recta entre las distancias geograficas y las distancias gené-
ticas de las poblaciones (Parker y Hamrick, 1996; Parker
et al., 1997; Ledig, 2000). La identificacién de una rela-
cién definida entre estas dos variables es importante, ya
que permite establecer la importancia relativa de las dife-
rentes fuerzas evolutivas en la estructura de la diversidad
genética intraespecifica.

Con base en lo anterior, en este trabajo se evalud el ni-
vel de diversidad genética de Pinus greggii Engelm. a lo
largo de su area de distribucion natural, con base en mar-
cadores isoenzimaticos, utilizando un mayor nimero de
poblaciones y un tamafio de muestra mas grande, que el
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empleado por Ramirez et al. (1997). Los objetivos especi-
ficos del estudio fueron: a) caracterizar la estructura de la
diversidad genética en esta especie y el grado de diferen-
ciacién genética entre regiones geograficas, y b) determi-
nar si la distancia genética entre poblaciones esta asociada
con la distancia geografica entre ellas.

MATERIALES Y METODOS
Material biolégico y procedimiento electroforético

Se utiliz6 una muestra inicial de 475 individuos prove-
nientes de 19 poblaciones naturales (25 4rboles por pobla-
cioén) de Pinus greggii (Cuadro 1). Durante el periodo de
abril a diciembre de 1997 se recolect6 una muestra de co-
nos de cada uno de estos individuos, asegurando una sepa-
raciéon minima de 50 m entre ellos, para evitar en lo posi-
ble incluir individuos emparentados.

Cuadro 1. Localizacion geogrdfica, altitud y precipitacion promedio
anual de las poblaciones naturales de Pinus greggii Engelm. incluidas en
el estudio.

Ubicacién geografica
Latitud Longitud Altitud Precipitacion

Region N° Localidad (N) (0) (m) (mm)
Sur 1 Zacualpan, Ver. 20°26°  98°20° 1600 1900
Sur 2 Molango, Hgo. 20°45°  98°43” 1600 1700
Sur 3 Pemuxtitla, Hgo. 20049 98°46° 1370 1642
Sur 4 Xochicoatlan, Hgo. 20°47°  98°42’ 1840 1750
Sur 5 Cieneguilla, Hgo.  20°45°  99°02’ 1860 800
Sur 6 El Pifi6n, Hgo. 20°56°  99°12° 1830 1050
Sur 7 Laguna Seca, Hgo. 21°04°  99°10° 1720 820
Sur 8 Valle Verde, Qro.  21°29°  99°13” 1490 1400
Sur 9 El Madrofio, Qro.  21°17°  99°10° 1840 1200
Sur 10 San Joaquin, Qro.  20°56"  99°34° 2350 1100
Norte 11 Jamé, Coah. 25°21°  100°36° 2552 600
Norte 12 Los Lirios, Coah. ~ 25°23” 100°31° 2420 600
Norte 13 Puerto San Juan, 25°26° 100°33° 2613 600
Coah.
Norte 14 Santa Anita, Coah. 25°27° 100°34’ 2560 650
Norte 15 El Penitente, Coah. 25°22° 100°54’ 2405 500
Norte 16 Agua Fria, Coah.-  25°26° 100°28* 2400 633
N. L.
Norte 17 Puerto El Conejo,  25°29° 100°35° 2520 650
Coah.
Norte 18 Las Placetas, N. L. 24°55> 100°12° 2450 750
Norte 19 La Tapona, N. L.  24°44> 100°06° 2130 650

Dado que P. greggii es una especie de conos serotinos,
la muestra recolectada incluy6 conos de varios ciclos re-
productivos. Los conos se mantuvieron separados por ar-
bol dentro de cada poblacién y las semillas fueron extrai-
das en las instalaciones del Colegio de Postgraduados, en
Montecillo, Edo. de México. Las semillas fueron germi-
nadas en cajas de Petri con papel filtro himedo, a una
temperatura de 26° C hasta que su radicula alcanz6é 5 mm.
Debido a que las semillas de las poblaciones no germina-
ron uniformemente y en la misma cantidad, las muestras
que finalmente fueron sometidas a electroforesis variaron
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de 14 a 25 arboles por poblacién, con un promedio de 19
arboles.

El anilisis de isoenzimas se llevd a cabo utilizando
electroforesis horizontal en geles de almidon del tejido del
megagametofito de las semillas. Para establecer el genoti-
po de cada uno de los arboles madre se utiliz6 una muestra
de seis semillas por individuo. Al momento de extraer las
enzimas se separ0 la testa y el embrion de las semillas, de-
jando unicamente el megagametofito. Este tejido fue mace-
rado en un tubo eppendorff con una punta de plastico adap-
tada a un taladro eléctrico y se agregd a cada tubo 70 pL
del amortiguador de extraccidon (Stuber et al., 1988). Los
extractos obtenidos fueron almacenados en un congelador a
-20° C hasta el momento de realizar los corrimientos elec-
troforéticos. Los extractos fueron sometidos a electrofore-
sis conforme a la metodologia descrita por Stuber et al.
(1988). Se evaluaron los seis sistemas enzimaticos que en
un estudio previo (Ramirez ef al., 1997) mostraron una
buena resolucién en esta especie. Estos sistemas incluyen
el de fosfatasa acida (ACP, E.C.3.1.3.2), 6-fosfogluconato
deshidrogenasa (6PGD, E.C.1.1.1.44), fosfoglucosa iso-
merasa (PGI, E.C.5.3.1.9), isocitrato deshidrogenasa
(IDH, E.C.1.1.1.42), glutamato-oxalacetato transaminasa
(GOT, E.C.2.6.1.1) y malato deshidrogenasa (MDH,
E.C.1.1.1.37). Los sistemas ACP, 6PGD, PGI, IDH y
MDH se corrieron empleando el amortiguador “D” prepa-
rado con 10.088 g L* (0.065M) de L-histidinay 1.5 g L™
(0.007M) de é4cido citrico, con pH de 6.5, mientras que
para el sistema GOT se emple6 el amortiguador “C” pre-
parado con 11.875 g L™ (0.19M) de 4cido bérico y 1.60 g
L™! (0.04M) de hidréxido de litio con pH de 8.3 (Stuber et
al., 1988).

En estos seis sistemas enziméticos se evalud un total de
15 loci putativos; la identificacion de los genotipos electro-
foréticos (esto es, alelos presentes en cada locus), se efec-
tud considerando la migracién relativa de las enzimas a
partir del punto de origen dentro de los geles. Para facilitar
la interpretacién de los loci y sus alelos correspondientes
se incluyeron como referencia en cada gel muestras de Pi-
nus resinosa, una especie que es practicamente invariable
en estos loci. En los casos donde se identificaron varias
zonas de actividad para una misma enzima, los loci se
identificaron con numerales sucesivos junto con la clave de
la enzima. La designacién de cada alelo se efectué de ma-
nera similar, considerando como alelo 1 al de mayor fre-
cuencia en toda la muestra y posteriormente a los de me-
nor frecuencia, sucesivamente.

Estimacion de parametros de diversidad genética

Para cada poblacion se calcularon las frecuencias géni-
cas, el nimero de alelos por locus y el porcentaje de loci
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polimoérficos (frecuencia del alelo mas comin menor o
igual a 0.95), de acuerdo con los procedimientos descritos
por Brown y Weir (1983). También se estimé la heteroci-
gocidad observada (Ho) y esperada (He) para cada pobla-
cion, de acuerdo con la formula descrita por Nei (1978),
corregida para poblaciones pequefias. La estructura de la
diversidad genética se evalu6 con los estadisticos “F”
(Wright, 1965), que incluye los valores de Fit, Fis y Fs. Fi
representa el indice de fijacién o endogamia de los indivi-
duos con respecto a la poblacion total, Fis representa el in-
dice de fijacién o endogamia de los individuos dentro de
cada una de las poblaciones, y Fs« representa el indice de
fijacién o endogamia de los individuos que ocurre entre las
poblaciones. En este sentido Fs es una medida de la dife-
renciacién entre las poblaciones. Para calcular estos indi-
ces se utiliz6 el procedimiento descrito por Swofford y Se-
lander (1989) con el programa BIOSYS-1. Con la finalidad
de evaluar la importancia del aislamiento entre poblaciones
y su efecto sobre la diferenciacién de las mismas, se esti-
mo el flujo génico de acuerdo con el procedimiento de
Slatkin y Barton (1989), el cual proporciona una estima-
cién indirecta del nimero de migrantes por generacion
(Nm) mediante la siguiente expresion:

Nm = (1 - Fs) / 4F« eY)

Con el propodsito de analizar con mayor detalle la es-
tructura de la diversidad genética y su particién en los di-
ferentes niveles jerarquicos de la especie, se calcularon los
componentes de diversidad genética de acuerdo con el mo-
delo de Nei (1973) para el andlisis de poblaciones subdivi-
didas. Los calculos se efectuaron con el procedimiento
descrito por Chakraborty (1980), de acuerdo con el si-
guiente modelo:

H: = Hy + Dywy + Dr 2)
donde: H: es la diversidad genética total; Hp es la diversi-
dad genética dentro de poblaciones; Dpr es la variacién
entre poblaciones dentro de regiones geograficas, y Dr es
la variacién entre regiones geograficas. Con la informa-
cion anterior se calcul6 la proporcion de la diversidad ge-
nética existente entre (Gr) y dentro de regiones geograficas
(Gpw), como lo indica Nei (1973). Los valores de Gr y Gpm
permiten conocer los componentes que tienen mayor im-
portancia en la estructura genética de la especie.

Las distancias genéticas entre pares de poblaciones se
estimaron con el procedimiento descrito por Nei (1978).
Con base en la matriz de distancias genéticas se efectud el
agrupamiento de las poblaciones empleando el método de
agrupamiento con promedios no ponderados (UPGM). Pa-
ra determinar la posible relacién entre las distancias gené-
ticas y geograficas de las poblaciones, se estim6 la
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correlacién entre ellas. La distancia geografica entre dos
poblaciones se calculd con base en las coordenadas geogra-
ficas (latitud y longitud) de cada una de ellas.

RESULTADOS Y DISCUSION
Diversidad genética

En los seis sistemas isoenziméaticos se encontrd un total
de 15 loci, de los cuales 14 fueron polimérficos en por lo
menos una poblacién. En los 14 loci polimorficos se regis-
tr6 un total de 50 alelos, con un promedio de 3.5 y una
variacion de 2 a 7 alelos por locus. Esto implica que a ni-
vel global mas de 90 % de los loci fueron polimoérficos y
que a nivel de especie existe una amplia diversidad genéti-
ca. Lo anterior coincide con los resultados obtenidos para
la gran mayoria de coniferas (Hamrick ef al., 1992) y del
género Pinus en particular (Ledig, 1998). A pesar de la
gran riqueza de alelos encontrados a nivel global, una pro-
porcion elevada de éstos (47 %) fueron alelos raros (esto
es, alelos con frecuencia menor a 0.05), y 12 de ellos fue-
ron alelos “privados” (es decir, alelos presentes en una
sola poblacién).

A nivel de poblaciones la diversidad genética fue mu-
cho mas baja que a nivel global, pero relativamente similar
de una poblacién a otra. Por ejemplo, el niimero de alelos
por locus vari6 de 1.3 a 2.1 entre las poblaciones, con un
valor promedio de 1.6, y el porcentaje de loci polimoérficos
vari6 de 13.3 a 53.3 entre ellas, con un promedio de 31.9
(Cuadro 2). Esto indica que cada poblacién contiene sélo
una pequefla fraccién de la diversidad genética de la espe-
cie, con valores mas bajos que los reportados para otras
especies de coniferas (Hamrick et al., 1992, Ledig, 1998),
incluyendo algunas especies endémicas de Pinus como P.
ayacahuite (Hernandez, 1990), P. rzedowskii (Delgado et
al., 1999) o P. koraiensis (Potenko y Velikov, 1998), con
excepcion de P. clausa, que presenta poblaciones pequefias
y aisladas (Parker y Hamrick, 1996).

Lo anterior significa que la diversidad genética de P.
greggii a nivel poblacional es relativamente pobre. Es de-
cir, aunque existen muchos alelos en la especie, éstos no
estan presentes en todas las poblaciones, como se manifies-
ta por la elevada proporcion de alelos raros y “privados”.
Lo anterior puede estar asociado a un proceso de erosién
genética que ha ocasionado la pérdida de alelos en algunas
poblaciones o a un proceso de diferenciacion genética im-
portante, como resultado de diversos factores evolutivos,
lo cual implica una expansién de la diversidad genética a
nivel de especie.

La heterocigocidad observada (Ho) y esperada (He)
también fue similar entre poblaciones y entre regiones
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geogréficas, con valores promedio de 0.087 y 0.123 para
Ho y He respectivamente, y valores extremos de 0.038 y
0.137 para Ho y de 0.053 y 0.209 para He (Cuadro 2).
Estos valores son menores a los que se han publicado para
otras especies de coniferas (Hamrick et al., 1992), asi co-
mo para la mayoria de especies de Pinus (Ledig, 1998;
Schmidtling et al., 1999), incluyendo a varias especies en-
démicas y con distribucién natural restringida (Hernandez,
1990; Delgado et al., 1999). Sin embargo, los valores de
heterocigocidad de P. greggii son mayores a los de P. re-
sinosa y P. toreyana, especies consideradas como genéti-
camente depauperadas (Ledig, 1998).

Cuadro 2. Valores de diversidad genética en 19 poblaciones naturales de
Pinus greggii Engelm. con base en 15 loci isoenzimdticos.

Localidad TPAY NPA PLMf? Heterocigocidad
por por promedio
locus  locus Observada Esperada® y?

Zacualpan 20.0 1.5 333 0.090 0.120 ns
Molango 19.7 1.4 26.7 0.064 0.112 *
Pemuxtitla 24.9 1.9 26.7 0.074 0.129 **
Xochicoatlan 19.9 1.5 20.0 0.127 0.104 ns
Cieneguilla 23.9 1.6 26.7 0.057 0.092 *
El Pifién 18.4 1.5 333 0.084 0.097 ns
Laguna Seca 16.5 1.5 40.0 0.100 0.146 ns
Valle Verde 15.0 1.5 26.7 0.044 0.096 ns
El Madroiio 17.7 1.3 26.7 0.133 0.123 ns
San Joaquin 17.7 1.7 40.0 0.101 0.127 ns
Promedio regién 19.37 1.5 30.01 0.087 0.115
sur
Jamé 20.0 1.5 46.7 0.083 0.154 **
Los Lirios 23.5 1.5 20.0 0.038 0.068 *
Puerto San Juan 21.2 2.1 46.7 0.131 0.209 **
Santa Anita 14.1 1.4 333 0.061 0.117 *
El Penitente 18.3 1.9 40.0 0.093 0.157 *
Agua Fria 16.7 1.5 13.3 0.053 0.053 ns
Puerto El Conejo ~ 20.8 1.7 40.0 0.103 0.162 **
Las Placetas 20.3 1.7 13.3 0.089 0.089 ns
La Tapona 18.0 1.8 53.3 0.137 0.191 ns
Promedio region 19.21 1.7 34.07 0.087 0.133
norte
Promedio general ~ 19.29 1.6 31.93 0.087 0.123

 TPA = Tamafio promedio de muestra; NPA = Nimero promedio de
alelos; PLM = Porcentaje de loci polimodrficos

" Un locus es considerado polimorfico si la frecuencia del alelo més co-
mun no excede de 0.95.

¥ Estimacién insesgada, segiin Nei (1978). ¥ Prueba de y? para las dife-
rencias entre heterocigocidad observada y esperada: ns =diferencias no
significativas; * = diferencias significativas (P < 0.05); ** = diferencias
altamente significativas (P < 0.01).

De manera consistente, la heterocigocidad observada
fue menor que la esperada en la mayoria de las poblacio-
nes, aunque la prueba de %> mostré que las diferencias fue-
ron significativas s6lo en nueve de ellas, tres en la region
sur y seis en la regién norte. Asi, en general, existe una
deficiencia de individuos heterocigdticos en las poblacio-
nes, posiblemente como resultado de la deriva genética y
del apareamiento no aleatorio entre los individuos de la
poblacién. Las poblaciones que presentaron diferencias
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altamente significativas (P < 0.01), son aquéllas de me-
nor tamafio (< 90 ha), lo cual apoya la hipétesis de que
existen efectos de endogamia asociados con el apareamien-
to de individuos emparentados entre si.

Estructura de la diversidad genética

Con excepcion de tres loci (ACP-2, MDH-3 y GOT-3)
que presentaron un valor negativo de Fis, el resto de los
loci mostraron valores positivos, con un promedio de
0.271 (Cuadro 3), lo cual confirma el déficit de individuos
heterocig6ticos en las poblaciones descrito anteriormente.
Un patrén similar se observé para Fi, aunque en este caso
el valor promedio (0.547) fue mucho mas elevado (Cuadro
3). Esto refleja que también a nivel global (es decir, a ni-
vel del conjunto total de poblaciones estudiadas) existe una
deficiencia de individuos heterocigdticos. Es poco comin
que se presente una deficiencia de individuos heterocigoti-
cos en especies de polinizacidon cruzada como los pinos.
Una consecuencia de la deriva genética es precisamente la
reduccion de la frecuencia de individuos heterocigdticos a
nivel global, aun cuando las poblaciones individuales se
encuentren en equilibrio. Dado que las poblaciones de P.
greggii se encuentran fragmentadas y aisladas entre si, es
posible que la deriva genética tenga un papel importante en
la estructura genética de la especie. Los valores promedio
de Fis y Fit son elevados en comparacion con los publicados
para otras especies del género Pinus (Potenko y Velikov,
1998; Schimdtling et al., 1999), lo cual implica que en P.
greggii la deficiencia de individuos heterocigéticos es rela-
tivamente elevada.

Con excepcién de dos loci (MDH-4 y GOT-3), los va-
lores de Fs fueron iguales o mayores a 0.10 en los otros 12
loci polimérficos evaluados, con un valor promedio de
0.379. Este valor indica que 37.9 % de la diversidad gené-
tica detectada en la especie se encuentra entre poblaciones
(Cuadro 3). Este valor de F« en P. greggii también es ma-
yor que en otras especies del género Pinus estudiadas hasta
la fecha (Potenko y Velikov, 1998; Schimdtling et al.,
1999), pero es muy cercano al valor estimado en P. rze-
dowskii (Delgado et al., 1999), otra especie endémica de
México que también se encuentra en poblaciones fragmen-
tadas y aisladas. En general, un valor de Fst mayor a 0.10
se considera como un indicador de una fuerte diferencia-
cién genética entre poblaciones, situaciéon que es poco co-
mun en especies alégamas y de polinizacién anémofila co-
mo el caso del género Pinus (Hamrick et al., 1992; Ledig,
1998). Sélo en algunas especies de coniferas con una dis-
tribucién natural restringida o una fuerte fragmentacién de
sus poblaciones como P. cembra o P muricata (Ledig,
1998), se han encontrado valores similares de diferencia-
cién genética entre poblaciones.
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Cuadro 3. Estadisticos “F” (Wright, 1965) y flujo génico (Nm) con base
en 14 loci polimérficos analizados en 19 poblaciones naturales de Pinus
greggii Engelm.

Locus Fis Fic Fst Nm'

IDH-1 0.294 0.438 0.204 0.975
6PGD-1 0.162 0.277 0.137 1.575
6PGD-2 0.087 0.366 0.306 0.567
PGI-1 0.000 1.000 1.000 0.000
PGI-2 0.034 0.492 0.474 0.277
ACP-2 -0.161 -0.007 0.133 1.630
MDH-1 0.243 0.494 0.331 0.505
MDH-2 0.506 0.603 0.197 1.019
MDH-3 -0.022 0.978 0.978 0.006
MDH-4 0.198 0.256 0.072 3.222
GOT-1 0.074 0.259 0.200 1.000
GOT-2 0.170 0.251 0.098 2.301
GOT-3 -0.091 -0.006 0.078 2.955
GOT-4 0.874 0.930 0.445 0.312
Promedio 0.271 0.547 0.379 1.167

" Niimero de migrantes por generacion, segiin Slatkin y Barton (1989).

El nimero estimado de migrantes por generacién (Nm)
fue de 1.17, valor relativamente bajo si se compara con los
valores estimados en otras especies de coniferas (Ledig,
1998), en donde el niimero de migrantes por generacion es
generalmente mayor de 10. El reducido nimero de mi-
grantes en P. greggii implica que existe muy poco inter-
cambio genético entre poblaciones, lo que conduce a una
diferenciacion de éstas. De acuerdo con la teoria (Wright,
1965) se requiere un minimo de cuatro migrantes por ge-
neracion para mantener un balance que evite los efectos de
diferenciacion genética asociados con la deriva genética.
El reducido flujo génico y la baja diversidad genética de la
mayoria de las poblaciones de P. greggii, pueden estar
asociados con el hecho de que las poblaciones de esta es-
pecie son pequefias y se encuentran aisladas entre si. Esta
situacion se ve favorecida por la fragmentacion de algunas
de ellas debida a la eliminacion de individuos de la especie
en algunas zonas por causas naturales o antropogénicas.

Al extender el modelo de particién de la diversidad ge-
nética para considerar el nivel de diferenciacién entre re-
giones geograficas y entre poblaciones dentro de las regio-
nes, se encontré que el mayor porcentaje de diferenciacion
genética se encuentra dentro de regiones (29 %) y sélo 2
% de ésta corresponde a las regiones geograficas (Cuadro
4). Es decir, aunque existe una elevada diferenciacion ge-
nética entre las poblaciones de P. greggii (Cuadro 3), las
regiones geograficas no contribuyen en gran medida a esta
diferenciacion. Algunos loci, como PGI-1 y MDH-3, pre-
sentan valores muy elevados de diferenciacién entre pobla-
ciones dentro de regiones (>93 %), mientras que otros
(MDH-4, GOT-2 y GOT-3) tienen valores pequefos (<9
%) (Cuadro 4), lo que sugiere que los primeros son los
que mas contribuyen a la diferenciacion de las poblacio-
nes. Estos loci generalmente presentan un alelo fijo o muy
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cercano a la fijacién en unas poblaciones, mientras que
otro alelo diferente es el mas comin en otras poblaciones.

El reducido nivel de diferenciaciéon genética detectado
entre regiones geograficas no es consistente con los resul-
tados en caracteristicas morfoldgicas y adaptativas de P.
greggii. En esos estudios se ha encontrado una clara dife-
renciacién entre regiones geograficas (Donahue y Lopez-
Upton 1996; Salazar et al., 1999; Lbépez-Ayala et al.,
1999; Loépez et al., 2000). En otras especies de coniferas
(Picea mariana, Pinus palustris, P. strobus y P. taeda)
tampoco se han encontrado patrones consistentes en estruc-
tura de diversidad genética al comparar los resultados de
loci isoenzimaticos con aquellos asociados a caracteristicas
morfoldgicas o adaptativas (Schmidtling y Hipkins, 1998;
Schmidtling et al., 1999). Una posible explicacién es el
hecho de que los loci isoenzimaticos se consideran neutra-
les a la seleccién, mientras que las otras caracteristicas
responden a la fuerza de seleccidn natural, lo que ocasiona
patrones distintos de diversidad genética entre ellos. La
unica posibilidad de que ambos tipos de caracteres mues-
tren patrones similares de estructura genética es cuando los
loci isoenzimaticos se encuentran ligados a los otros o
cuando ambos responden de manera similar a las mismas
fuerzas selectivas.

Cuadro 4. Particion de la diversidad genética en diferentes loci mues-
treados en poblaciones naturales de Pinus greggi, de acuerdo con el mo-
delo de poblaciones subdivididas (Nei, 1973)

Locus H: Hp Dy D: Gpr) Gr
IDH-1 0.1437 0.1144 0.0256 0.0037 0.1783 0.0258
6PGD-1 0.0465 0.0402 0.0063 0.0001 0.1353 0.0012
6PGD-2 0.5284 0.3669 0.1507 0.0108 0.2852 0.0204
PGI-1 0.0997 0.0000 0.0936 0.0062 0.9383 0.0617
PGI-2 0.3938 0.2073 0.1687 0.0178 0.4285 0.0451
ACP-2 0.0145 0.0126 0.0018 0.0001 0.1245 0.0082
MDH-1 0.5529 0.3700 0.1599 0.0230 0.2892 0.0415
MDH-2 0.0257 0.0206 0.0047 0.0004 0.1818 0.0146
MDH-3 0.1018 0.0023 0.0948 0.0047 0.9311 0.0466
MDH-4 0.0261 0.0242 0.0018 0.0001 0.0683 0.0039
GOT-1 0.3068 0.2454 0.0547 0.0067 0.1784 0.0218
GOT-2 0.0749 0.0676  0.0065 0.0008 0.0872 0.0110
GOT-3 0.0139 0.0128 0.0010 0.0001 0.0730 0.0052
GOT-4 0.5723 0.3174 0.2394 0.0155 0.4184 0.0270
Promedio  0.1934 0.1201 0.0673 0.0060 0.2878 0.0223
Error 0.0560 0.0368 0.0206 0.0020 0.0747 0.0048
estandar

Nota: El promedio es sobre 15 loci, incluyendo el locus ACP-1 que fue
monomorfico. He = Diversidad genética total; Hp = Diversidad genética
dentro de poblaciones; Dpr) = Variacién entre poblaciones dentro de re-
giones; Dr = Variacion entre regiones; Gpw = Proporcion de la diversi-
dad genética entre poblaciones dentro de regiones; y Gr = Proporcién de
la diversidad genética entre regiones.

Distancias genéticas
La distancia genética promedio entre poblaciones fue

de 0.091 pero varié desde 0.002 hasta 0.376. Sin embar-
g0, no se observéd una separacion distintiva a nivel de re-
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giones, ya que la distancia genética promedio entre pobla-
ciones de las dos regiones (0.093) fue similar a la distancia
genética promedio dentro de regiones, 0.091 en la regién
sur y 0.085 en la region norte (Cuadro 5), lo cual confirma
los resultados descritos en parrafos anteriores. Dado que la
distancia genética promedio entre poblaciones de una mis-
ma regién fue similar en las dos regiones geograficas, en
ambas existe un grado similar de diferenciacién genética.
Debido a lo anterior, el agrupamiento de las poblaciones
no muestra un patrén geografico definido (Figura 1). Es
decir, dentro de un mismo grupo existen poblaciones tanto
del norte como del sur. Estos resultados difieren de lo que
se ha encontrado en Pseudotsuga menziesii (Li y Adams,
1988) en donde el agrupamiento de las poblaciones coinci-
de con la regionalizacion geografica de la especie. Sin em-
bargo, en otras especies del género Pinus tampoco se ha
encontrado un patrén geografico definido en el agrupa-
miento de las poblaciones con base en las distancias gené-
ticas existentes entre ellas (Goncharenko er al., 1993a;
1993b; 1994).

028 024 020 016

) 012 0.8 0

1 Zacualpan

4 Xochicoat lan

6 ElPifién

9 El Madrofio
17 Pto. El Conejo

L 11Jame

004 00
3Pemuxtitla
5 Cieneguilla
| 10 San Joaquin
12 LosLirios
7 Laguna Seca
14 Santa Anita
14 ElPenitente
18 LasPlacetas

16 Agua Fria
13Pto. San Juan
2 Molango
19 LaTapona
8 Valle Verde

028 024 020 016 012 008
Distancia genética

0.04 0.0

Figura 1. Agrupamiento de las 19 poblaciones de Pinus greggii con base
en las distancias genéticas (Nei, 1978) entre ellas.

Las poblaciones de “Valle Verde” en la regioén sur y
“La Tapona” en la region norte, presentaron distancias ge-
néticas relativamente elevadas (2 a 4 veces mayores que el
promedio) que el resto de las poblaciones (Cuadro 5), lo
cual muestra que estas dos poblaciones se diferencian no-
tablemente del resto en cuanto a las frecuencias alélicas en
los loci evaluados (Figura 1). Al excluir estas dos pobla-
ciones del andlisis disminuyen en gran medida las distan-
cias genéticas promedio entre las poblaciones dentro de
regiones y entre regiones, pero no se modifica el esquema
de agrupamiento de las poblaciones. Es dificil explicar la
separacion de estas dos poblaciones con respecto al resto
de la especie, ya que se trata de poblaciones relativamente
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Cuadro 5. Matriz de distancias genéticas entre pares de poblaciones (arriba de la diagonal) y valores promedio dentro y entre regiones geogrdficas (debajo
de la diagonal) en Pinus greggii Engelm.

SUR NORTE
Pob. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
1 — 008 0045 0063 0043 0027 0024 0260 0.047 0044 0.060 0.065 0051 0.040 0037 0.064 0.056 0095 0.184
2 — 0049 0.039 0070 0.085 0050 0251 0074 0054 0.142 0062 0.076 0058 0.093 0.137 0073 0.090 0277
3 — 0072 0.005 0073 0010 0240 008 0.006 0084 0.009 0043 0.020 0029 0.037 0052 0033 0.205
4 -~ 0.088 0.024 0046 0287 0028 0078 0.08 0098 0.094 0047 0076 0.143 0043 0.125 0.223
s| s — 0073 0010 0250 0.08 0002 0.078 0.005 0054 0013 0019 0.023 0.049 0024 0.185
ul 6 00 91 — 0020 0295 0011 0075 0040 0.100 0.087 0.039 0.046 0092 0042 0.121 0.175
R| 7 (0.002  0.295) — 0266 0.040 0012 0.047 0023 0.058 0007 0.018 0.032 0038 0.043 0.174
8 — 0260 023 0376 0225 0.189 0239 0268 0322 0210 0238 0.348
9 — 0084 0062 0.103 0088 0.034 0051 0108 0.027 0.100 0.172
10 — 0091 0004 0.047 0014 0.029 0038 0046 0.027 0.199
1 — 0113 0.124 0062 0047 0.072 0.083 0.122 0.182
12 — 0057 0019 0038 0047 0053 0019 0223
N| 13 — 0058 0066 0.100 0.047 0078 0218
o| 14 — 0014 0038 0015 002 0.167
R| 15 — 0027 0027 0.036 0.163
T| 16 00 93 00 85 —  0.094 0.038 0.166
E| 17 (0.004 0.376) 0.014 0.223) — 0052 0.185
18 — 0205
19
extensas (con una superficie mayor a 100 ha). Sin embar- Los valores estimados de diversidad genética, estructu-
go, es conveniente sefialar que en ambas poblaciones se ra de la diversidad y flujo génico, apoyan las conclusiones
presentaron problemas de germinacidn de las semillas, un obtenidas anteriormente para esta especie (Ramirez et al.,
elevado porcentaje de semillas vanas y algunas plantas al- 1997), en el sentido de que existe una fuerte influencia de
binas. Lo anterior podria estar relacionado con la baja den- la deriva genética y la endogamia debido al aislamiento y
sidad de arboles presente en ambas poblaciones (Ramirez fragmentaciéon de las poblaciones naturales en las dos re-
et al., 2001 datos no publicados), o con la inclusion de ar- giones geogréficas. En la region norte, la migracién o se-
boles aislados en la muestra, aunque es necesario realizar leccion también parecen estar involucradas, ya que la simi-
estudios adicionales al respecto. litud en las frecuencias alélicas de las poblaciones aumenta
conforme se reduce la distancia geogréfica entre ellas.
A pesar de que el agrupamiento de las poblaciones no
sigui6 un patron geografico definido a nivel de regiones, la Las poblaciones de la region sur han presentado los
distancia genética entre poblaciones tuvo una correlacién mejores crecimientos en ensayos de campo, especialmente
positiva (r = 0.30) y significativa (P < 0.05), aunque rela- las de “El Madrofio”, “San Joaquin”, “Laguna Seca” y
tivamente baja, con la distancia geografica entre ellas (Fi- “El Pifion” (Salazar er al., 1999; Lopez-Ayala et al.,
gura 2). En la region norte la correlacion entre la distancia 1999; Lopez et al., 2000). Estas poblaciones presentaron
genética y la distancia geografica (r = 0.48) fue mayor frecuencias alélicas en equilibrio de Hardy-Weinberg
que en la regién sur (r = 0.21), lo cual implica que en la (Cuadro 2) y menor nimero de alelos raros (menos de 3)
primera la separacion geografica tiene un papel més im- que el resto de las poblaciones. Schmidtling er al. (1999)
portante en la diferenciacion de las poblaciones que en la encontraron que en Pinus taeda un aumento en el nimero
segunda. Al mismo tiempo, sefiala que la diferenciacion de alelos raros estuvo relacionado con una disminucién en
genética de las poblaciones en cada region podria estar el crecimiento de los 4rboles descendientes de dichas po-
asociada a diferentes fuerzas evolutivas. blaciones. Estos autores sefialan que esto se debe a que los

alelos raros tienen efectos deletereos que se manifiestan en
una disminucion de la tasa de crecimiento.

285



DIVERSIDAD GENETICA EN POBLACIONES NATURALES DE Pinus greggii

0.35 - (a) r=0.21
0.30 °

0.25 1 o_ o

0.20 1

0.15 1

Distancia genética

0.10 4

0054 _e
°

0.20 - M

0.15 1

0.10 4

Distancia genética

0.05 1

O‘OO L) L) L) L) L L L 1
60 80 100 120 140 160

Distancia geografica (km)

Figura 2. Relacion entre distancias genéticas y distancias geogrdficas

para las poblaciones de la region sur (a) y de la region norte (b) de P.
greggii Engelm. y su coeficiente de correlacion (r).

CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo muestran que a nivel de
especie existe una amplia diversidad genética en P. greg-
gii, asi como un alto grado de diferenciacién genética entre
las poblaciones, con una elevada proporcién de alelos ra-
ros y “privados” en ellas, por lo que cada poblacién repre-
senta s6lo una pequefia muestra de la diversidad genética
total. Ante esta situacién y dado que la mayoria de las po-
blaciones de esta especie enfrentan problemas de fragmen-
tacion y aislamiento, es necesario implementar una estrate-
gia que permita conservar la diversidad genética de la es-
pecie. Esta estrategia debe considerar incluir el mayor nu-
mero posible de poblaciones ya que la diversidad genética
se encuentra distribuida en todas ellas y no es posible con-
servar s6lo un grupo de ellas sin correr el riesgo de perder
parte de esa riqueza genética.
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