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RESUMEN

Debido al cambio climatico se esperaria que en los proximos anos
el habitat de Pinus hartweggii Lindl. disminuya drasticamente. Por
ello conviene establecer estrategias de conservacion que disminuyan o
contrarresten los efectos del cambio climatico, y el primer paso consiste
en conocer la variacion adaptativa de la especie, asi como las fuerzas
evolutivas que la han moldeado. Con el propésito de conocer las
fuerzas evolutivas que actiian sobre las poblaciones de P. hartweggii se
comparo el patréon de variacion genética mediante rasgos (caracteres)
cuantitativos e isoenzimas, en 12 poblaciones naturales distribuidas
altitudinalmente en Michoacan, México, a través de la estimacion de
los estadisticos Qg y F,. Aunque se encontré diferenciacién genética
significativa entre poblaciones, tanto paralos rasgos cuantitativos como
para las isoenzimas, en la mayoria de los rasgos cuantitativos existiéo un
pronunciado patrén de variacion clinal asociado con la elevacion, pero
no en las isoenzimas. El valor promedio de Qg (0.200) fue superior
al de F (0.127), aunque los intervalos de confianza indican que no
hay diferencia significativa entre ellos. Los resultados indican que la
seleccion natural, impuesta por el gradiente ambiental altitudinal, esta
actuando en los rasgos cuantitativos, mientras que en las isoenzimas
estan actuando otras fuerzas evolutivas como la deriva genética y el
flujo génico. La similitud de valores de Q, y F, puede atribuirse a la
accion conjunta de la seleccion natural y la deriva genética.

Palabras clave: Pinus hartwegii, rasgos cuantitativos, deriva genética,
isoenzimas, seleccion natural.

SUMMARY

Due to climatic change, it might be expected that in the next years,
the habitat of Pinus hartwegii Lindl. could sharply decrease. It is
then convenient to establish conservation strategies that diminish or
counteract the effects of the climatic change. However, a first step in
establishing conservation measures is to quantify the adaptive variation
of the species and the evolutionary forces that may have shaped it. To
understand the evolutionary forces acting on P. hartwegii populations,
patterns of genetic variation, assessed through quantitative traits and
isozymes, were compared in 12 natural populations along an altitudinal
transect in Michoacdn, Mexico, by estimation of Q,, and F statistics.
Although significant genetic differentiation among populations was
found for quantitative traits and isozymes, most of the quantitative
traits showed a strong clinal pattern of variation associated with
site elevation, but not for isozymes. Average Q. value (0.200) was
higher than F_ value (0.127), but they were not significantly different.
Results indicate that natural selection, imposed by the altitudinal
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environmental gradient, is acting on quantitative traits, while other
evolutionary forces, like genetic drift and gene flow, are acting on
isozymes. The similarity of Qg and F_ values could be attributed to
the joint action of natural selection and genetic drift.

Index words: Pinus hartwegii, quantitative traits, genetic drift, isozy-
mes, natural selection.

INTRODUCCION

P hartwegii es una especie que se distribuye en las al-
tas montafas de México y América Central (Perry, 1991),
donde predominan bajas temperaturas y relativamente alta
humedad (Sdenz-Romero et al., 2010). Sin embargo, ante
el aumento de la temperatura y la disminucion de la preci-
pitacion que se espera para las proximas décadas, se prevé
que el habitat climatico propicio para las poblaciones de
esta especie, que actualmente se ubican en la parte baja de
su distribucidn altitudinal, sea reemplazado por el hébitat
climadtico propicio para otras especies de pinos que actual-
mente crecen a menor altitud (Sdenz-Romero et al., 2010),
con lo que el habitat de la especie se veria disminuido hasta
en 42 % (Arriaga y Gémez, 2004). Ante esta situacion, es de
esperarse que la variacién genética de la especie se vea dis-
minuida. Por tal motivo es necesario conocer la variaciéon
genética de la especie asi como las fuerzas evolutivas que
estdn actuando sobre ella, para poder establecer medidas de
conservacion. La magnitud y distribucién de la variaciéon
genética entre y dentro de poblaciones se debe al efecto di-
versificador de la mutacién, la deriva génica y la selecciéon
natural, mientras que el flujo génico y la seleccién uniforme
tienden a producir homogeneidad genética (Slatkin, 1987;
Chan y Arcese, 2003).

Los marcadores moleculares, como isoenzimas o frag-
mentos de ADN no codificantes, son en general neutrales
o casi neutrales a la seleccion, por lo que el patron de dife-
renciacion genética que se detecta refleja el efecto combi-
nado del flujo genético, la deriva genética y las mutaciones
acumuladas (Hedrick, 1999). Por otra parte, la estructura
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genética de rasgos (caracteres) cuantitativos en poblacio-
nes naturales estda moldeada en gran medida por la presion
de seleccién impuesta por factores ambientales (Barton y
Turelli, 1989; Lynch et al., 1999), por lo que la variacién
genética en estos rasgos se asocia con el potencial de las
especies para adaptarse a cambios ambientales (Hamrick,
1983; Lande y Barrowclough, 1987).

Aunque la variacién molecular y la de rasgos cuantitati-
vos pueden estar correlacionados, particularmente si existe
ligamiento entre loci de uno y otro tipo de rasgos, existen
estudios que revelan patrones discordantes entre ambas
(Merild y Crnokrak, 2001; Waldmann y Andersson, 1998).
La identificacién del grado de concordancia entre ambos
tipos de rasgos permite inferir tanto el papel de éstos en los
procesos evolutivos (Edmands y Harrison, 2003), como la
relacién existente entre ellos (Butlin y Tregenza, 1998; Reed
y Frankham, 2001). Estudios empiricos muestran que la di-
ferenciacion revelada por marcadores moleculares neutra-
les predice la diferenciacion en rasgos cuantitativos en algu-
nos casos (McKay y Latta, 2002), aunque esto depende de
las fuerzas que generan y mantienen la diversidad genética
entre las poblaciones (Butlin y Tregenza, 1998). Otros estu-
dios sugieren que los marcadores y los rasgos cuantitativos
se comportan en forma diferente en cuanto a la divergencia
adaptativa de poblaciones y, por lo tanto, la extrapolacién a
partir de un tipo de rasgo a otro se debe hacer con cautela
(Butlin y Tregenza, 1998; Reed y Frankham, 2001; McKay
y Latta, 2002).

El estadistico F_. de Wright se utiliza para caracterizar el
grado de la estructura genética existente entre y dentro de
poblaciones a nivel de genes simples, al medir la propor-
cién de la variacion alélica total que ocurre entre poblacio-
nes (Wright, 1951); por ello, en estudios con varios tipos de
marcadores moleculares frecuentemente se utiliza F_. con
ese fin (Hedrick, 1999). Con rasgos cuantitativos, la varia-
ci6én genética entre poblaciones se puede estimar con el va-
lor de Q, el cual es comparable con el valor de F_. (McKay
y Latta, 2002). La magnitud de las diferencias entre Q. y F;
permite inferir el grado de adaptacion local de las poblacio-
nes; es decir, refleja el papel de la seleccion en la divergencia
de poblaciones, con respecto al efecto ocasionado por la de-
riva genética (Spitze, 1993; Merild y Crnokrak, 2001).

Al asumir que las isoenzimas son marcadores neutrales o
casi neutrales a la seleccién, para rasgos cuantitativos neu-
trales a la seleccion se esperarfa que F. = Q. En cambio,
para rasgos sometidos a presion de seleccion, se esperaria
que Q. > F_. (Spitze, 1993; Whitlock, 1999), debido a la
accion de la seleccion direccional o disruptiva (Hamrick,
1983; Merild y Crnokrak, 2001; McKay y Latta, 2002). En
ocasiones puede ser que Q.. < F,, lo que sugiere que la
seleccion actia alrededor de un mismo fenotipo 6ptimo
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en cada poblacién; es decir, la seleccion estabiliza y homo-
geneiza a los fenotipos (Spitze, 1993), como se ha reporta-
do en algunas caracteristicas de hoja en Cedrela odorata L.
(Navarro et al., 2005).

Existen dos estudios previos establecidos en gradientes
altitudinales que indican que P. hartwegii presenta diferen-
ciacion genética a lo largo de gradientes altitudinales, tan-
to en caracteristicas cuantitativas relacionadas con el valor
adaptativo (Viveros-Viveros et al., 2009), como en isoenzi-
mas (Viveros-Viveros et al., 2010). Otros trabajos en esta
especie (aunque no realizados en gradientes altitudinales),
muestran variacion fenotipica significativa entre poblacio-
nes en caracteristicas de conos, semillas y aciculas (Iglesias-
Andreu y Tivo-Fernandez, 2006; Iglesias et al., 2012).

Lo anterior indica que varias fuerzas evolutivas han esta-
do involucradas en moldear la estructura genética de estas
poblaciones a través del tiempo. Sin embargo, queda pen-
diente una comparacion explicita del grado de diferencia-
cién entre poblaciones para rasgos cuantitativos (Q,,) con
su correspondiente diferenciacién para marcadores neutra-
les a la seleccion (F,), a fin de comprender mejor el papel
de las fuerzas evolutivas (seleccién, migracion, deriva géni-
ca y mutacion) que han actuado en ellas. Esta informacién
es util para definir estrategias de manejo para la conserva-
cion de la variacion genética entre y dentro de poblaciones.

Los objetivos del presente estudio fueron: (a) Determi-
nar el nivel de variacién genética de rasgos cuantitativos en
plantulas de Pinus hartwegii Lindl. provenientes de pobla-
ciones distribuidas a lo largo de un gradiente altitudinal; (b)
Determinar la variabilidad genética de estas poblaciones
mediante marcadores considerados neutrales o casi neutra-
les a la seleccion (isoenzimas); y (c) Comparar el grado de
diferenciacion de las poblaciones estimada con ambos tipos
de rasgos.

MATERIALES Y METODOS
Ubicacion geografica y material biolégico

Se recolectaron muestras de semilla en los bosques del
Parque Nacional Pico de Tancitaro, Michoacan, Méxi-
co, a lo largo de una linea imaginaria previamente es-
tablecida (transecto) que cubre la distribucion altitudi-
nal natural de la especie en la regién, desde 3150 m (19°
25.967° N, 102° 16.972” O) hasta 3750 m (19° 25.120° N,
102° 18.750° O) de elevacion, mismas procedencias que
Viveros-Viveros et al. (2009; 2010), pero haciendo una
correccion de +150 m de altitud después de revisitar los
sitios en campo con nuevo instrumental e ingresando las
coordenadas a un Sistema de Informacién Geografica
(Figura 1). En el gradiente altitudinal se establecieron 13
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sitios de muestreo, separados entre si por 50 m altitudinales.

En el estudio, el sitio de muestreo es designado como
procedencia y el conjunto de arboles muestreados en cada
sitio representa una poblaciéon. En cada procedencia se
seleccionaron al azar 11 drboles sanos para evaluar rasgos
cuantitativos y 13 individuos en promedio para isoenzimas,
para asegurar que existiera entre si una distancia minima
de 30 m para reducir posibles efectos de parentesco directo,
si bien no es posible tener la certeza de que una distancia
de 30 m sea una garantia de ausencia de parentesco. De
cada arbol seleccionado se recolectaron de 5 a 10 conos. La
poblacién de 3600 m se excluyd del analisis de isoenzimas,
y por ende del andlisis comparativo de Q. vs. F, por no
contar con semilla suficiente.

ST

Si bien algunos autores sugieren que lo ideal es analizar
mas de 20 poblaciones (O'Hara y Merild, 2005), en este caso
no era viable incluir mas poblaciones, ya que habria reque-
rido realizar un segundo transecto altitudinal. Otros auto-
res seflalan que el numero de poblaciones a analizar debe
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ser al menos de 10 (Beaumont y Nichols, 1996) y en este es-
tudio se incluyeron 13. En cuanto al nimero de individuos
por poblacién, de manera semejante a lo anterior, si bien
lo ideal seria haber recolectado mas individuos no se pudo
realizar un muestreo mas amplio. Sin embargo, los 11 6 13
individuos recolectados por poblacién caen en el rango uti-
lizado en otros trabajos con arboles forestales; por ejemplo,
en el andlisis de rasgos cuantitativos Navarro et al. (2005)
utilizaron de 4 a 19 individuos por poblacién y en el analisis
molecular de 5 a 22 individuos; por su parte, Waldmann et
al. (2005) utilizaron de 10 a 22 individuos por poblacion.

Analisis de rasgos cuantitativos

Las semillas se pusieron a germinar en cajas de Petri a
temperatura ambiente. Una vez germinada se pasaron a en-
vase rigidos de 380 cm? (Broadway Plastics de Mexico®), con
sustrato comercial Creci-root®, en un vivero del Instituto de
Investigaciones Agropecuarias y Forestales de la Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo (IIAF-UMSNH) en
Morelia, Michoacan. El disefio en el vivero fue de bloques

MEXICO

P

Sitio del ensayo
en Morelia

Figura 1. Localizacion geografica de 13 poblaciones de Pinus hartwegii Lindl. en el Parque Nacional Pico de Tancitaro,

Michoacan.
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completos al azar, con ocho bloques, 13 poblaciones, y
nueve familias (progenies) de medios hermanos (elegidas
al azar entre las 11 progenies por poblacién recolectada)
por cada poblacién en cada bloque; cada familia estuvo
representada por una sola plantula por poblacién por blo-
que. Para mds detalles de la siembra, disefio experimental
y manejo de las plantas en vivero ver a Viveros-Viveros et
al. (2009).

A los 20 meses después de la siembra (febrero de 2007) el
experimento se trasplanté a envases rigidos de 3 L (Stuewe
& Sons Inc., Oregon, USA), exactamente con el mismo di-
seflo experimental que en vivero, mismo sustrato y bajo
una malla-sombra (35 %). A los 30 meses después de la
siembra (diciembre de 2007) se midieron las siguientes
variables: altura de la planta (cm), didmetro basal del ta-
llo (mm) y longitud de la acicula mas larga (cm) de cuatro
fasciculos completamente desarrollados por planta, y se ob-
tuvo el promedio de éstas. La altura de planta y el didmetro
basal son variables cominmente medidas para cuantificar
el crecimiento de plantas de especies forestales. La longi-
tud de aciculas es una variable en la que se ha encontrado
diferenciacién genética entre poblaciones y para la que es
comun encontrar importantes diferencias fenotipicas entre
poblaciones (Bermejo-Veldzquez y Patifio-Valero, 1981;
Sédenz-Romero et al., 2012; Viveros-Viveros et al., 2013).

Para estimar el nivel de variacién entre poblaciones se
hizo un andlisis de varianza con el procedimiento GLM de
SAS (SAS Institute, 1988), con el siguiente modelo estadis-
tico:

Yo=u+B+1+Bx1+y(1)+e,

donde: Y= valor promedio de la ijk-ésima unidad expe-
rimental, 4 = media general, 8, = efecto del i-ésimo bloque,
7,= efecto de la j-ésima poblacion, f, x 7, = interaccion del
i-ésimo bloque con la j-ésima poblacion, y,(t,) = efecto de
la k-ésima familia anidada en la j-ésima poblacién y ¢, =
error experimental. Los componentes de varianza fueron
estimados mediante el procedimiento VARCOMP de SAS
(SAS Institute, 1988), con el método de maxima verosimi-
litud restringida. Para determinar el patrén altitudinal de
variacion genética, se modeld la relacién entre los valores
promedio por poblacion de las caracteristicas evaluadas y
la elevacion sobre el nivel del mar de los sitios, con el proce-
dimiento REG de SAS (SAS Institute, 1988), con el siguien-
te modelo de regresion:

Y=+ B X +&

donde Y, = media de la poblacién i-ésima, 8, = ordenada al

origen, f3, = coeficiente de regresion, X; = altitud (msnm)
de la i-ésima procedencia, y €, = error.
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Analisis de isoenzimas

Si bien actualmente existen otras técnicas para cuantifi-
car la variacién genética entre poblaciones, como son los
microsatélites y otras que replican fragmentos de ADN
(Gonziélez, 2003), también se ha documentado que en al-
gunos casos particulares, las isoenzimas son mas eficientes
que los microsatélites para identificar la variacién genética
entre poblaciones (Karasawa et al., 2012). Por otra parte,
estudios previos en gradientes altitudinales con isoenzimas
han sido capaces de identificar los patrones de diferencia-
cién genética entre poblaciones (Saenz-Romero y Tapia-
Olivares, 2003; Viveros-Viveros et al., 2010).

Con base en lo anterior, se hizo electroforesis de isoenzi-
mas en geles de almiddn, de seis megagametofitos por in-
dividuo de cada una de las poblaciones. En este analisis no
se incluyeron individuos de 3600 m de altitud, ya que los
conos de arboles colectados a esa altitud eran muy pocos
y con bajo rendimiento de semilla de escasa germinacion,
por lo que toda la semilla disponible se usé previamente
en la produccién de planta. Se analizaron ocho poblacio-
nes adicionales a las cuatro evaluadas en Viveros-Viveros et
al. (2010). Se evaluaron 12 loci, ocho (ACP, G6P, MDH-1,
MDH-2, PGI-1, PGI-2, 6PG-1 y 6PG-2) con la metodolo-
gia de Yamada y Guries (1989), y cuatro (EST, GOT, LAP
y PGM) con la metodologia de Soltis et al. (1983). Las
enzimas fosfatasa acida, glucosa-6-fosfato, esterasa, gluta-
mato oxaloacetato transaminasa, leucina aminopeptidasa
y fosfoglucomutasa se asociaron con un locus (ACP, G6P,
EST, GOT, LAPy PGM, respectivamente); mientras que las
enzimas siguientes se asociaron con dos loci: malato des-
hidrogenasa con MDH-1 y MDH-2, fosfoglucoisomerasa
con PGI-1y PGI-2, y 6-fosfogluconato con 6PG-1y 6PG-2.
Con base en la migracién de las enzimas en el gel se efec-
tud la interpretacion de los alelos presentes y la condicion
homocigoética o heterocigética de los individuos para cada
locus. Se usaron megagametofitos de P. resinosa (especie
monomorfica de alelos conocidos) como referencia para la
identificacion de bandas.

Se estimo la heterocigosidad observada y esperada (Nei,
1978) y los estadisticos F de Wright (1965), que incluyen
la endogamia total (F, ), la endogamia dentro de pobla-
ciones (F ) y la proporcién de la diversidad genética entre
poblaciones (F,), con el método descrito por Weir y Coc-
kerham (1984). Se estimaron los intervalos de confianza
a 95 % para los estadisticos F mediante la prueba “boots-
trapping” (método para estimar intervalos de confianza a
partir de una distribucion generada por re-muestreo de los
propios datos investigados, en el que se elimina un dato a
la vez), con 10,000 repeticiones. Los analisis se realizaron
con el programa TFPGA (Miller, 1997). Se evalud el grado
de asociacion de la heterocigosidad observada y esperada
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con la elevacion de las procedencias con los procedimien-
tos CORR y REG de SAS (SAS Institute, 1988).

Comparacion entre la variaciéon genética
de caracteres cuantitativos y de isoenzimas

El grado de diferenciacion entre poblaciones para carac-
teres cuantitativos (Qy,) se calcul6 con la férmula propues-
ta por Spitze (1993), con el uso de valores estandarizados
en cada variable:

2 2
Q _ O _ O,
! 2 2 2 2
Ot 20—(;14' o, + SO-F(P)

donde: 0’ , = componente de varianza genética entre po-
blaciones; 0”,, = componente de varianza genética dentro
de poblaciones; 0%, = varianza entre poblaciones y 0°,, =
varianza entre familias dentro de poblaciones. El estadis-
tico Q,, para cada variable y su intervalo de confianza se
estimaron mediante el programa DIOGENE, desarrollado
por Baradat (2008). Los resultados de Qg se compararon
con la variabilidad isoenzimatica estimada con el indice F,
de Wright (Jaramillo-Correa et al., 2001), con el programa
TFPGA (Miller, 1997).

RESULTADOS Y DISCUSION
Variacion genética en caracteristicas cuantitativas

Todas las caracteristicas cuantitativas mostraron diferen-
cias significativas (P < 0.05) entre poblaciones y entre fa-
milias dentro de poblaciones (Cuadro 1). La contribucion
promedio de las poblaciones a la varianza total fue cercana
a 13 %, y la contribucién de la longitud de aciculas (22 %)
fue casi tres veces mayor que las de altura y didmetro de
planta (8 %). La variabilidad encontrada para estas dos ulti-
mas variables es similar a la reportada para Pinus brutia, en
donde la aportacion de las poblaciones a la varianza total
en la altura de la planta fue de 6 % (Kaya e Isik, 1997).

La contribucién promedio de las familias dentro de po-
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blaciones a la varianza total fue de s6lo 6 %, la longitud pro-
medio de acicula tuvo una mayor variacion relativa (8 %)
que el diametro del tallo (3 %, Cuadro 1). La mayor mag-
nitud de la variacién presente a nivel de poblaciones que
dentro de las mismas, indica que los caracteres evaluados
estdn influenciados por la presion de seleccion impuesta
por el ambiente asociado a cada poblacion (Rehfeldt, 1991).
Los resultados anteriores también concuerdan con lo sena-
lado por Zobel y Talbert (1992), referente a que el grado del
control genético y el efecto del ambiente varian de rasgo a
rasgo en una misma especie.

El didmetro basal de planta y la longitud de acicula mos-
traron una asociacion negativa (r > -0.84, P < 0.0003) con
la altitud del sitio de origen, lo que refleja un patrén cli-
nal de variacidn, es decir que hubo cambios graduales en
los rasgos fenotipicos a lo largo de un gradiente altitudi-
nal (Figura 2A y 2B). En otras especies de coniferas se han
reportado asociaciones similares; por ejemplo, Isik (1986)
encontrd una correlacion negativa entre el diametro basal
de plantulas de Pinus brutia Ten. y la elevacién de origen
de las poblaciones (r = -0.54). En el caso de P. hartwegii,
anteriormente se detecté una asociacién negativa entre
rasgos cuantitativos de valor adaptativo (altura de plantu-
la; desarrollo del brote terminal; rompimiento del estado
cespitoso, que se entiende como bajo o nulo crecimiento
inicial en el que las aciculas dan a la planta la apariencia de
césped; y dafios por bajas temperaturas) con la elevacion
del sitio de origen (Viveros-Viveros et al., 2009). Esto in-
dica que los factores ambientales asociados con la altitud
(mayor temperatura y menor humedad a bajas altitudes,
menor temperatura y mayor humedad a elevadas altitudes)
estan imponiendo una presion de seleccion en estos rasgos,
lo que resulta en un menor potencial de crecimiento en las
poblaciones originadas a mayor altitud, lo cual estd contro-
lado genéticamente (Rehfeldt, 1991).

El valor promedio del estadistico Qg para las caracteris-
ticas evaluadas fue de 0.200, pero varié desde 0.117 para la
altura de planta hasta 0.262 para la longitud promedio de
aciculas (Cuadro 1); el promedio es similar al encontrado

Cuadro 1. Porcentaje de la contribucién a la varianza total (%), valores de Q y sus intervalos de confianza (IC).

Contribucién a la varianza (%) IC
Caracteristica ; , ; , o
o, 0% ) o, Inf. Sup.
Altura a los 30 meses de edad (cm) 7.7 0.0 6.9” 85.4 0.117 0.001 0.232
Diédmetro a los 30 meses de edad (mm) 8.4™ 0.0 3.0° 88.6 0.222 0.000 0.534
Longitud promedio de aciculas (cm) 21.6™ 0.9 8.0 69.5 0.262 0.110 0.414
Promedio 12.6 0.3 6.0 81.2 0.200

2 : 2 ' ' 2
0°, = varianza de bloques, 0°, = varianza de poblaciones, 0%, ,

= varianza de la interaccién bloques x poblaciones, ¢°

o) = varianza de familias dentro

de poblaciones, 0’ = varianza del error, Inf. = limite inferior, Sup. = limite superior, *: P < 0.05, **: P < 0.01, ***: P < 0.0001.
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Figura 2. Relacion entre el diametro basal de la plantula a los 30 meses de edad (A) y la longitud promedio de acicula (B)
con la altitud de origen de las poblaciones de Pinus hartwegii Lindl. Las barras verticales representan la desviacion estandar.

en Araucaria araucana (Molina) K. Koch (0.26) (Bekessy et (H,) encontrados en cada poblacién son idénticos a los en-
al., 2003), mayor al reportado para Picea glauca (Moench) contrados por Viveros-Viveros et al. (2010) en cuatro po-
Voss (0.100) (Jaramillo-Correa et al., 2001) y Pinus contorta blaciones ubicadas en el mismo gradiente altitudinal.
ssp. latifolia (Engelm. ex S. Wats.) Critchfield (0.120) (Yang
et al., 1996), pero menor al encontrado en otras especies, El valor medio del coeficiente de endogamia (F ) fue de
0.36 en Pinus sylvestris L. (Karhu et al., 1996) y 0.83 en Pi- 0.304 y significativamente (P < 0.05) diferente de cero (in-
nus pinaster Ait (Gonzalez-Martinez et al., 2002). tervalo de confianza de 0.001 a 0.590) (Cuadro 3), lo que
sugiere que la mayoria de los loci no estan en equilibrio
Aunque las poblaciones de P. hartwegii presentaron una de Hardy-Weinberg. Este valor fue muy similar al encon-
menor diferenciacion en la altura de la planta que la encon- trado con so6lo cuatro poblaciones del mismo gradiente
trada por Tripiana et al. (2007) en poblaciones de E. uro- altitudinal (F; = 0.361) (Viveros-Viveros et al., 2010), con
phylla (Q, = 0.33), la diferenciacion genética en el didmetro la diferencia de que al aumentar el niimero de poblaciones
del tallo fue similar en ambas especies (0.22 vs. 0.17). De la analizadas el valor de F ¢ se vuelve significativo.
misma manera, el valor de Qg para la longitud de acicula
(0.262) fue similar al encontrado para la longitud de hoja Es interesante subrayar que, en este caso, el incremen-
en Cedrela odorata L. (Qg, = 0.260; Navarro et al., 2005), to del numero de poblaciones estudiadas de cuatro (en
pero difiere de los valores encontrados para esa misma ca- Viveros-Viveros et al., 2010) a 12 poblaciones en este es-
racteristica en Scabiosa columbaria L.y S. canescens W. & K tudio, fue decisivo para considerar el valor encontrado de
(0.526 y 0.088; Waldmann y Andersson, 1998), lo que indi- F, significativamente diferente de cero. El valor promedio
ca diferencias importantes en el grado de diferenciacion y de F encontrado en P. hartwegii es alto en comparacion
estructura genética de las poblaciones entre estas especies. con los encontrados en otras especies del género Pinus; por

ejemplo, F; = 0.014 en Pinus sylvestris L. (Goncharenko et

Variacién isoenzimatica al., 1994), F ;= 0.002 en Pinus strobus L. (Beaulieu y Simon,
1994), F . = 0.016 en Pinus albicaulis Engelm. (Bruederle
Se encontr6é una H, promedio de 0.12 (Cuadro 2), con- et al., 1998), F = 0.140 en P. pinceana Gordon (Ledig et
siderada una heterocigosidad moderada dentro del grupo al., 2001), y F; = 0.078 en Pinus longaeva Bailey (Lee et al.,
de los pinos (Ledig et al., 1999). Este valor promedio fue 2002). En este caso, es posible que los valores de endogamia
idéntico al encontrado cuando so6lo se muestrearon cuatro encontrados sean ocasionados por la deriva génica, por un
poblaciones dentro del mismo gradiente (Viveros-Viveros efecto de cuello de botella (Ledig et al., 1999; 2001), o por
et al., 2010). Esto indica que aun con un numero de pobla- un posible exceso de autopolinizacion derivado de la baja
ciones tan reducido como cuatro, es posible detectar patro- densidad de los rodales (Iglesias et al., 2006).
nes de diferenciacién genética entre poblaciones, siempre
que éstas se encuentren bien distribuidas a lo largo del gra- La similitud de los valores de los parametros genéticos (he-
diente ambiental. Los valores de heterocigosidad observada terocigosidad y F de Wright) encontrados por Viveros-Viveros
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Cuadro 2. Valores de la heterocigosidad observada (H,) y esperada (H)

Rev. Fitotec. Mex. Vol. 37 (2) 2014

en 12 poblaciones de Pinus hartwegii Lindl. a través de un gradiente alti-

tudinal en Michoacan, México.

Poblacién H, H,

3150 0.09 0.10
3200 0.08 0.11
3250 0.04 0.12
3300 0.09 0.11
3350 0.06 0.09
3400 0.07 0.09
3450 0.09 0.08
3500 0.11 0.14
3550 0.07 0.10
3650 0.10 0.09
3700 0.14 0.21
3750 0.09 0.15
Promedio 0.09 0.12
Todas las poblaciones 0.08 0.13

Cuadro 3. Estadisticos F de Wright calculados para 12 loci en Pinus hartwegii Lindl.

Locus F F.. F,

ACP 0.301 0.123 0.388
G6P 0.295 0.122 0.381
MDH]1 0.284 0.122 0.371
MDH?2 0.295 0.122 0.380
PGII 0.292 0.121 0.377
PGI2 0.303 0.124 0.389
6PGI 0.355 0.144 0.448
6PG2 0.218 0.079 0.280
EST 0.323 0.126 0.408
GOT 0.348 0.140 0.439
LAP 0.328 0.134 0.418
PGM 0.144 0.083 0.215
Promedio 0.304 0.127 0.403
Limite superior? 0.590 0.224 0.679
Limite inferior? 0.001 0.004 0.009

95 % de I. C. de 10,000 repeticiones.
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et al. (2009) (cuatro poblaciones y 30 individuos por pobla-
cion), con los del presente trabajo (12 poblaciones y 13 in-
dividuaos por poblacién), indican que el tamano de mues-
tra fue suficiente. Esto podria deberse a que el incremento
del nimero de poblaciones compensé la disminucién del
nimero de individuos por poblacién. Sin embargo, para
futuros trabajos podria cuantificarse el efecto del tamano
de muestra mediante curvas con un numero creciente de
individuos muestreados acumulados por poblacién (eje X),
contra los pardmetros genéticos estimados (Q o F_en el eje
Y), y determinar el tamafio de muestra en que se estabiliza
el valor del parametro estimado; esto de manera similar a
las curvas de parametros de diversidad de especies que se
hacen en estudios de ecologia.

El valor promedio de F fue de 0.403, significativamente
diferente de cero (P < 0.05), con un intervalo de confianza
de 0.009 a 0.679 (Cuadro 3). Tal valor de F, es elevado en
comparacion con lo encontrado en otras especies de pinos.
Esto nuevamente refleja que a nivel global existe deficien-
cia de individuos heterocigotos. Es poco comun encontrar
deficiencia de individuos heterocigotos en especies de poli-
nizacién abierta como los pinos. Los valores de endogamia
global (F ) estan determinados tanto por los valores de la
endogamia dentro de poblaciones (F) como por el valor
de la diferenciacién entre poblaciones (F ); cada una de
éstas puede influir en diferente magnitud a la endogamia
global.

Por ejemplo, en poblaciones de Liatris cylindracea Michx.
se encontrd un valor de F | = 0.43, con valores de F (= 0.41
y F;; = 0.07 (Schaal, 1975), mientras que en poblaciones de
Pinus rzedowskii se report6 un valor de F, = 0.405, con va-
lores de F ;= 0.274 y F, = 0.175 (Delgado et al., 1999). En el
caso de Pinus hartwegii, al parecer ambos componentes (F
y F,,) contribuyen de manera importante en el valor de F .
Es posible que la endogamia se deba a una baja densidad de
las poblaciones, producto de la tala ilegal, incendios y fal-
ta de reclutamiento de nuevos individuos, por el pastoreo
que ocurre en el Parque Nacional “Pico de Tancitaro” En
el Cofre de Perote, Veracruz, esta especie muestra indicios
de endogamia atribuida a la baja densidad de la poblacién
(Iglesias et al., 2006).

La diferenciacion genética entre poblaciones fue esta-
disticamente (P < 0.05) diferente de cero (F = 0.127, con
un intervalo de confianza de 0.004 a 0.224) (Cuadro 3). El
valor de F fue muy similar al encontrado con sélo cuatro
poblaciones en el mismo gradiente (F . = 0.111); sin em-
bargo, con 12 poblaciones aumenta el nivel de significancia.
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Comparacion entre Q_ y F

La mayoria de rasgos cuantitativos presentaron un pa-
trén de variacion clinal asociado al gradiente altitudinal. En
un trabajo previo, Viveros-Viveros et al. (2009) reportaron
un patrén mds pronunciado en caracteristicas como altura
de planta a los siete meses de edad, didmetro basal de la
planta a los siete y 18 meses de edad, y dafios por bajas tem-
peraturas. Se infiere que este patron de variacion altitudinal
obedece a la presion de seleccion impuesta por el ambiente
(Rehfeldt, 1991). En contraste, el anélisis de isoenzimas no
muestra correlacion significativa con la altitud de origen, lo
que indica que la presion de seleccion debida a gradientes
ambientales aparentemente no estd actuando sobre estos
marcadores. Sin embargo, dado que hay diferenciacién sig-
nificativa entre poblaciones para isoenzimas, es de suponer
que otras fuerzas evolutivas como la deriva y el flujo ge-
nético tienen una mayor influencia en el moldeo de la es-
tructura genética que revelan estos loci (Lynch et al., 1999;
Evanno et al., 2006).

Aunque el valor promedio de Q. (0.200) es superior
al valor de F (0.127), los valores de Q. estimados para
cada uno de los rasgos no fueron significativamente dife-
rentes al de F_, al considerar la amplitud de los intervalos
de confianza (Figura 3). Sin embargo, no debe perderse de
vista que los métodos estadisticos usados para calcular los
componentes de varianza y los intervalos de confianza de
Qq, influyen en la comparacién de Q, vs. F, (Morgan et
al., 2005; Waldmann et al., 2005). En este trabajo los inter-
valos de confianza para los valores de Q. y de F fueron
muy amplios; en el caso de Qg es ficil encontrar intervalos
de confianza amplios (Merild y Crnokrak, 2001; O’'Hara y
Merild, 2005; Goudet y Biichi, 2006), aun en estudios con
mayor intensidad de muestreo (Porcher et al., 2006).

Sin embargo, no se puede descartar totalmente el hecho
de que el numero de poblaciones y de familias por pobla-
cion incluidos en el presente trabajo, hayan influido en la
amplitud de los intervalos. O’'Hara y Merild (2005) sefa-
lan que para tener una mejor estimacion de los interva-
los de confianza de Qg es recomendable un niimero de
poblaciones > 20. En forma similar, la gran amplitud de
los intervalos de confianza de F_ probablemente se deba al
numero de individuos involucrados en algunas poblaciones
asi como al nimero de loci incluidos en el analisis, ambos
por abajo del dptimo. Beaumont y Nichols (1996) mencio-
nan que para una mejor estimacion, lo ideal es incluir més
de 10 poblaciones, més de 20 loci y mas de 25 individuos
por poblacién.
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Figura 3. Diferenciacion de poblaciones de Pinus hartwegii Lindl. estimada para las caracteristicas cuantitativas (Q,,) y para
isoenzimas (F ). Las lineas verticales representan los intervalos de confianza a 95 %.

Se han reportado valores de Q. mayores, menores o simi-
lares a los de F (Merild y Crnokrak, 2001). Los resultados
de este estudio en donde Qg > F,, (pero sin diferencia esta-
distica), indican que bajo el supuesto de neutralidad (Whit-
lock, 1999) la diferenciacion entre las poblaciones de Pinus
hartwegii se puede atribuir en gran medida a los efectos de
la deriva génica (Yang et al., 1996; Merild y Crnokrak, 2001;
Evanno et al., 2006), y posiblemente a flujo génico desigual
(Evanno et al., 2006), o bien a la seleccién balanceadora
(Yang et al., 1996); también es posible que los efectos de
la seleccion natural y la deriva sean de igual magnitud y
por tanto no se puedan distinguir entre estos dos grupos de
marcadores (Merild y Crnokrak, 2001).

Otras explicaciones alternativas son que la varianza ge-
nética entre poblaciones incluya efectos de epistasis o de
dominancia o ambos, lo cual aumenta la varianza genéti-
ca pero disminuye el valor de Q, lo que ocasiona que éste
sea similar a F.. (Whitlock, 1999; Goudet y Biichi, 2006).
Estos mismos autores establecen que més que la ausencia
de seleccidn, la similitud de los valores de Qg y F puede
deberse a la accion conjunta de la seleccion direccional y de
la seleccion purificadora. Los datos de Viveros-Viveros et
al. (2010) y de este trabajo permiten inferir que la diferen-
ciacion de las poblaciones determinada por los marcadores
neutrales, se debe a la accién de la deriva génica.

Sin embargo, también existen indicios de la accion de dos
tipos de seleccion natural: por una parte, la seleccién direc-
cional manifestada por el patrdn altitudinal de la variaciéon
genética de rasgos cuantitativos de valor adaptativo, y por
otra parte, la seleccion purificadora que se encarga de pur-
gar los alelos recesivos deletéreos en condiciéon homocigoti-
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ca. Se han reportado situaciones similares en Pinus contorta
ssp. latifolia para las variables angulo y didmetro de ramas
(Yang et al., 1996); en Picea glauca para el didmetro normal
y altura del arbol e inicio de la brotacion de la yema ter-
minal (Jaramillo-Correa et al., 2001), y en Cedrela odorata
para longitud y ancho de hoja, asi como didmetro del tallo
y altura de la planta (Navarro et al., 2005).

CONCLUSIONES

Pinus hartwegii en el Pico de Tancitaro presenta diferen-
ciacion genética entre poblaciones tanto en caracteristicas
cuantitativas como en isoenzimas. Sin embargo, sélo las ca-
racteristicas cuantitativas mostraron un patrén clinal aso-
ciado con la altitud de origen de las poblaciones. Este hecho
y la similitud encontrada entre los valores de Q.. y de F,
sugieren que las caracteristicas cuantitativas estan influen-
ciadas por la seleccion natural debida a factores ambienta-
les, mientras que las isoenzimas son neutras a la seleccion,
por lo que la variacién detectada con estos marcadores
esta moldeada principalmente por otras fuerzas evolutivas
como la deriva genética y el flujo génico.
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