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Proporcién de loci polimérficos.
Reaccién en cadena de la polimerasa. Método para
amplificar una secuencia de ADN en grandes cantidades
mediante una polimerasa estable al calor y con cebadores
apropiados, los cuales dirigen la amplificacién de la region
del ADN que interesa.
Region amplificada caracterizada por una secuencia. Es un
locus identificado a partir de un solo fragmento de RAPD que
ha sido secuenciado. Se pueden disefar cebadores
especificos para el locus y usarse para la amplificacion
especifica del fragmento mediante PCR.
Repeticiones de secuencia simple o microsatélite. Técnica
basada en la amplificacion selectiva de secuencias simples
repetidas de ADN, formadas de una a seis pares de bases
por medio de PCR.
Secuencia entre repeticiones simples. La técnica se basa en
la amplificacion, mediante la PCR, de secuencias ubicadas
entre microsatélites.
Tamaiio efectivo de la poblacion.
Tasa de polimorfismo.
Temperatura de fusién: Punto medio del intervalo de
temperaturas al cual el ADN se desnaturaliza.
Enzima que la bacteria Thermus aquaticus emplea para la
replicacion del ADN.
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adaptabilidad, crece desde el nivel del mar hasta cerca de los 1000 m
(Poynton, 1977), en tierras bajas susceptibles de inundaciones temporales
o en suelos arcillo-arenosos extremadamente pobres, donde la alta
precipitacion pluvial del tropico rapidamente se drena y los incendios de
maleza o pastos son muy frecuentes en la temporada de sequia (Farjon,
2005), con pH ligeramente acidos (4.5-6.5) a moderadamente alcalinos
(7.5-8.5) (Francis, 1992). Aunado a lo anterior, Pinus caribaea var.
hondurensis posee gran importancia econémica para la region de América
Central, ya que durante los ultimos 70 afios ha sido usada extensivamente
como una especie para plantaciones comerciales, tanto dentro como fuera
de su area de distribucién natural (Vidakovic, 1991; Zheng y Ennos, 1999).
Se estima que un millén de hectareas de esta variedad se han plantado
en China, Indonesia y Australia (Hodge et al., 2001).

La distribucion geografica de islas-continente que presenta P.
caribaea, asi como sus adaptaciones a zonas tropicales, hacen de este
grupo de variedades un sistema de estudio de gran relevancia ecolégica y
evolutiva. Sin embargo, se ha estimado un 4% de pérdida anual de areas
forestales en Mesoamérica (Myers, 1989) aunque este dato actualmente
pudiera ser mayor por la demanda y afectacion al recurso forestal. Por lo
tanto, los bosques en esta area han visto disminuida la extensién de sus
aéreas naturales tanto por la afectacién de huracanes o incendios, asi
como por el cambio de uso del suelo, plagas o enfermedades vy
aprovechamiento ilegal (Hernandez, 1997). Aunque, P. caribaea esta
considerada dentro de la lista roja de la UICN (2010) como una especie en
bajo riesgo de extincion, P. caribaea var. hondurensis esta reportada
como amenazada para México por la NOM-59. La disminucién en el
tamano de las poblaciones de P. caribaea en Mesoamérica asi como la
condicion de poblaciones aisladas en las islas del Caribe, podria haber
afectado su variabilidad genética, por lo que resulta de interés conocer el
nivel y distribucion de la variacién genética que actualmente presenta esta
especie. Por tanto, en este trabajo se obtuvo la informacion relacionada
con los niveles de variacion y distribucion de la variacién genética para las
tres variedades, con base en el uso de marcadores microsatélites
nucleares y herramientas tedricas de la genética de poblaciones. Este
conocimiento permitira, por un lado, esclarecer las relaciones genéticas
entre las tres variedades y saber si representan tres linajes evolutivos
independientes, y por otro lado, reconocer que tanto de la diferenciacion
entre variedades se debe a procesos genéticos y/o geograficos. Asi
mismo, esta informacién sera de gran utilidad para el planteamiento de
estrategias de manejo y conservacion de los recursos genéticos de este
grupo de pinos tropicales.












Lodd. ex Schult. & Schult. f. (Arecaceae) y arbustos, algunas veces
formando bosques secundarios, a altitudes desde 1-10 msnm.

La tercera variedad es Pinus caribaea var. hondurensis
(Sénéclauze) W. H. Barret & Golfari, descrita originalmente como Pinus
hondurensis por Sénéclauze en 1868 y reconocida como variedad de
Pinus caribaea en 1962 por Barret & Golfari. Esta entidad es la que
presenta la distribucién geografica mas amplia de |a especie, desde el SE
de México (Quintana Roo), Belice, Norte de Guatemala, Honduras
(incluyendo la Isla de La Bahia) y Nicaragua. Las poblaciones casi en su
totalidad estan en el arco Atlantico de México y Mesoamérica, en bosques
cercanos a manglares hasta sabanas. Crecen en suelos bien drenados,
arenosos o de grava, acidos, en bosques puros o también acompanados
de miembros de Pinus cocarpa Schiede ex Schitdl. y P. tecunumanii
Eguiluz y J. P. Perry o en bosques de pino-encino, con sotobosque de
Pteridium aquilinum (L.) Kuhn (Dennstaedtiaceae) o Sabal palmetto
(Walter) Lodd. ex Schult. & Schuilt. (Arecaceae) cerca de la costa, a
altitudes de 1-700 m. Todas las poblaciones de Mesoameérica incluidas en
este estudio seran identificadas como Pinus caribaea var. hondurensis.

Caracteristicas morfolégicas generales de Pinus caribaea

Arboles adultos que alcanzan alturas de 20-30 m,
excepcionalmente 45 m, cuyo diametro del tronco varia de los 25 a 75 cm
y hasta 1.35 m, el tronco es generalmente recto y bien formado (Figura
2a). Las ramas inferiores son grandes y horizontales mientras que las
ramas superiores son ascendentes, lo cual proporciona a la copa una
forma piramidal. Su corteza es delgada y de color café-rojizo, con
profundas fisuras verticales y horizontales (Figura 2b) (Van Wyk, 2002).

Las aciculas se presentan regularmente en fasciculos de 3 (algunas
veces 2, 4, 6 5), con una longitud que varia entre 15 a 25 cm, y el grosor
de 1.0 a 1.6 mm, con 2 a 5 canales resiniferos internos y 2 haces
vasculares. Sus margenes estan finamente aserrados y las hileras de
estomas estan presentes en todas las superficies (Figura 2d) (Van Wyk,
2002; Farjon y Styles, 1997).

Las semillas son pequefas, ovoide-angosto-triangulares, color café,
de 5-6 mm de largo y aproximadamente de 3-4 mm de ancho, €l ala de la
semilla de 20 mm de largo aproximadamente y de 5-7 mm de ancho.
Aunque el ala es articulada, cubre parcialmente un lado de ia semilla (Van
Wyk, 2002; Farjon y Styles, 1997).


















estructura genética entre y dentro de las poblaciones (Slatkin, 1980;
Futuyma, 2000; Nason, 2002).

El estudio de la variacidon genética de una especie se puede hacer
desde tres perspectivas: a nivel de individuos, a nivel de una poblacién en
particular y comparando poblaciones. La diversidad genética a nivel de
individuo es definida por la frecuencia relativa de los alelos, el grado de
heterocigosis o la proporcién de loci que poseen alelos distintos respecto
al total de loci examinados. En cuanto a poblaciones, la variacién genética
es definida tanto por el tipo de alelos presentes como sus frecuencias
relativas y se expresa al nivel de una poblacion dada, y entre poblaciones
distintas, conforma la estructura genética de una poblacién (Nason, 2002).

La diversidad genética entre poblaciones de una misma especie se
refiere a las diferencias que muestran en su acervo genético, las
poblaciones que la conforman, diferencias que obedecen a factores
biolégicos o geograficos detectables a lo largo del area de distribucion
natural de la especie, 0 a caracteristicas ecolégicas o de historia de vida,
tales como mecanismos de polinizaciéon, dispersion de semillas vy
fecundidad (Pérez, 1990).

La diversidad genética puede cuantificarse midiendo la variacién
intrapoblacional desde dos puntos de vista. El primero toma en cuenta el
nimero de variantes, esto implica conocer la tasa de polimorfismo (P)), la
proporcion de loci polimérficos (P), la abundancia de variantes alélicas o
numero de alelos (n) y el nimero promedio de alelos por locus (A). El
segundo, con base en la frecuencia de las variantes, conlieva a obtener el
nimero efectivo de alelos (As) y la heterocigosidad esperada (He;
diversidad genética de Nei). La heterocigosidad esperada promedio de
todos los loci (H) evaluados en una poblacién es una estimacion del grado
de variabilidad genética de la poblacién y varia de 0 a 1 (De Vincent et al.,
2004). La diversidad genética también se puede medir entre poblaciones
calculando el aporte de una poblacién a la variacion genética total, esto a
través del analisis de varianza molecular o AMOVA el cual se basa en un
modelo jerarquico o anidado.

1.3 ESTRUCTURA GENETICA

Las poblaciones vegetales no son agregados de fenotipos
arreglados aleatoriamente sino que estan estructurados en espacio y
tiempo. Esta estructura puede manifestarse entre poblaciones distintas
geograficamente, dentro de un grupo local de plantas o aln en la progenie
de individuos (Slatkin, 1994). Una poblacién se considera estructurada si
(1) hay deriva genética en algunas de sus subpoblaciones, (2) si la
migracién no se da uniformemente en toda la poblaciéon, o (3) si el
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tamarios de muestra desiguales y el nimero de poblaciones muestreadas.
Y el mas reciente es Rgr, desarrollado por Slatkin (1995) especificamente
para el andlisis de datos obtenidos con microsatélites, éste difiere de los
anteriores porque asume un modelo de mutacién de un paso (SMM,
Kimura y Ohta, 1978) que puede ser mas realista en comparaciéon con el
modelo de alelos infinitos (IAM, Kimura y Crow, 1964) en el cual se basa
Fsr. Finalmente el tercer indice es el Fi;, el cual es un coeficiente general
de entrecruzamiento o endogamia, midiendo la heterocigosis de un
individuo relativo al total de la poblacion y toma valores de -1 a 1
(Freeland, 2005).

El modelo de mutacién de un paso o paso a paso (SMM) que se
asume en microsatélites sostiene que cuando los microsatélites mutan,
ellos s6lo ganan o pierden una repeticion. Esto implica que los dos alelos
que se diferencian por una repeticion estdn mas estrechamente
relacionados (tienen un ancestro comin mas reciente) de los alelos que
se diferencian por muchas repeticiones. En otras palabras, el tamafio de
alelo importa cuando se hacen las pruebas estadisticas de
subestructuracion en la poblacion. Un problema que se presenta es la
homoplasia (cuando tenemos dos alelos idénticos en tamafio -mismo
estado-, pero no idénticos por descendencia). En cambio, en el modelo de
alelos infinitos cada mutacion puede crear un nuevo alelo al azar. Un alelo
de 15 repeticiones podria estar tan estrechamente relacionado con un
alelo de 10 repeticiones como a uno de 11 repeticiones. Todo lo que
importa es que son alelos diferentes. En otras palabras, el tamafio no es
importante (Freeland, 2005; Williams et al., 2000).

Flujo genético

El flujo genético (Nm) es un componente principal de la estructura
poblacional porque determina hasta que punto cada poblacién local de
una especie es una unidad evolutiva independiente. Si existe una gran
cantidad de flujo genético entre poblaciones locales, entonces todas las
poblaciones evolucionan juntas; pero si hay poco flujo cada poblacion
evoluciona en forma casi independiente. Cuanto flujo genético se requiere
para impedir Ia evolucion independiente en poblaciones locales diferentes,
depende de que otras fuerzas se encuentren actuando. Ei resultado de
Wright para el modelo de islas nos habla del equilibrio alcanzado entre el
flujo genético y la deriva genética. Si Nm es mayor que 1, el flujo genético
sobrepasa los efectos de la deriva e impide la diferenciacion local. Si Nm
es menor que 1, la deriva actia en forma casi independiente en cada
poblacién. La seleccion que favorece al mismo alelo en diferentes
poblaciones en general impedira la diferenciacion sin importar la cantidad
de flujo genético. Estos resultados teéricos nos dicen que el flujo podria
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electroforesis y detectarse mediante ensayos bioquimicos especificos,
pero también presentan influencia ambiental y son de nimero limitado; y
3) moleculares, definido como los polimorfismos detectados en la
secuencia del ADN del nucleo, mitocondria o cloroplasto, constituyen una
medida objetiva de la variacion, no estan sujetos a la influencia del
ambiente, pueden realizarse en cualquier etapa del desarrollo de la planta
y son en numero ilimitado porque abarcan todo el genoma (De Vicente et
al., 2004). Los diferentes tipos de marcadores se distinguen por su
capacidad de detectar polimorfismos en loci Unicos o mdltiples y son de
tipo dominante o codominante (Simpson, 1997).

Los marcadores moleculares pueden ser detectados por
hibridacioén, dentro de los cuales tenemos a los llamados RFLP
(Polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion) y a los
Minisatélites o nimero variable de repeticiones en tandem; o pueden estar
basados en la amplificacion del ADN por la reaccion en cadena de la
Polimerasa (PCR) empleando cebadores que difieren en longitud y
secuencia, lo que lleva a tener marcadores con secuencias arbitrarias
dentro de los que tenemos a los RAPD’'s (Polimorfismo del ADN
amplificado al azar), con secuencias semiarbitrarias en donde se
encuentra los AFLP’s y los Microsatélites o secuencias simples repetidas
(SSR, siglas en inglés) (Yanez, 2002; Cornide-Hernandez, 2002).
Recientemente han surgido marcadores como las secuencias entre
repeticiones simples (ISSR), las regiones amplificadas caracterizadas por
una secuencia (SCAR), polimorfismos de un solo nucleétido (SNP), y es
posible determinar la secuencia de bases del ADN en una regién
gendmica de interés (nulcleo, cloroplasto, mitocondria o ribosoma) para
diferentes individuos (Rentaria-Alcantara, 2007).

De todos los marcadores moleculares anteriores, los microsatélites
estan siendo ampliamente usados porque son altamente polimorficos,
segregan de manera mendeliana, son codominantes, especificos y
uniformemente distribuidos en el genoma, son selectivamente neutros, la
técnica es reproducible y confiable, los loci son frecuentemente
conservados entre especies relacionadas y algunas veces entre géneros
(Yanez, 2002, De Vicente et al, 2004; Vendramin et al, 1996). Los
microsatélites son secuencias simples repetidas de ADN formadas de una
a seis pares de bases, se encuentran en regiones codificantes y no
codificantes del mismo y es probable que se formen por eventos de
rompimiento que generan polimorfismos con valores superiores al 90%
(Zane et al., 2002; Karhu, 2001). Los SSR’s fueron los primeros usados
para obtener mapas genéticos y ahora son regularmente usados en
estudios poblacionales y ecoldgicos, ya que son excelentes para estudiar
flujo genético, tamaiio efectivo de poblaciones, dispersion y migracion,
parentesco y relaciones, asi como niveles de endogamia (Karhu, 2001).
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La principal aplicacion de los microsatélites en arboles forestales
incluye estudios de diversidad genética de poblaciones naturales y
mejoradas, particularmente en especies con bajos niveles de variacion
detectada con isoenzimas, flujo de genes, dispersion de polen o semilla y
diferentes sistemas de cruzamiento. Como estos parametros son
importantes para la conservacion de los recursos genéticos forestales, los
microsatélites se estan utilizando para vigilar los efectos genéticos de los
sistemas de ordenacion forestal y de la fragmentacion del bosque
(Butcher et al., 1999). En los programas de domesticacion, éstos
marcadores pueden emplearse para la identificacion del germoplasma y
para ayudar a la construccion de mapas de ligamiento genético, con el
objetivo final de lograr una seleccion asistida por marcadores.

Ademas de proporcionar datos sobre la genética de poblaciones de
arboles forestales, los microsatélites han abierto posibilidades para el uso
de métodos analiticos que permiten obtener deducciones mas detalladas
sobre la historia evolutiva de los procesos de las especies y poblaciones.
La eficacia de estos métodos aumentara con el nUmero y variabilidad de
loci, haciendo posible la estimacion de las tasas de dispersidon entre
poblaciones, la identificacion de dispersores individuales y la
reconstruccion de los linajes genéticos de las poblaciones naturales
(Waser y Strobeck, 1998).

Sin embargo, los microsatélites presentan ciertas limitaciones o
problematicas, uno es la reduccion o completa pérdida de amplificacion de
algunos alelos debido a la sustitucion de bases (inserciones y/o
deleciones) dentro del sitio del iniciador. Otra limitaciéon es aquella
asociada al proceso de amplificacién en si, la Taq polimerasa puede
generar ciertos deslices durante la PCR anadiendo nucledtidos al
producto de PCR que algunas veces pueden crear problemas de lectura.
Otra situacidon a considerar es la homoplasia, ya que es posible que dos
fragmentos amplificados del mismo tamaio no deriven de la misma
secuencia ancestral (Karhu, 2001).

Estudios de variacion y estructura genética en Pinus caribaea

En Pinus caribaea solo se han realizado unos pocos estudios para
conocer la variacién y estructura genética en poblaciones naturales, o en
poblaciones con algin grado de manejo o en plantaciones mejoradas
(Matheson et al., 1989; Zheng y Ennos, 1999; Dvorak et al., 2005). Estos
estudios han sido realizados usando principalmente marcadores
moleculares isoenzimaticos (Cuadro 2). Asi por ejemplo, al evaluarse
algunas poblaciones de Pinus caribaea var. caribaea y Pinus caribaea var.
bahamensis, se determiné que las poblaciones naturales presentaron
altos niveles de diversidad genética y baja endogamia en comparacion
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determinar 10 potenciales cruzas entre arboles élite con el fin de lograr un
mayor vigor hibrido entre progenies.

1.5. JUSTIFICACION

La informacién sobre los niveles y patrones de variacion genética es
importante para la conservacion y el manejo de los recursos genéticos. Se
ha reconocido que la diversidad genética es la materia prima del
mejoramiento genético y la evolucion de las especies (Furnier, 2004;
Krutovskii y Neale, 2001). Por un lado, la variacién genética en las plantas
ha permitido aumentar los rendimientos en los cultivos, incrementar la
resistencia a plagas y enfermedades o crecer en nuevas condiciones
climaticas (Eguiarte y Gonzalez, 2007). En ofras palabras, si no hay
reservas de variacion, no se pueden mejorar los organismos y la seleccion
artificial no puede actuar. Ademas, la variaciéon genética permite que
accione la seleccion natural, sin ella las poblaciones no se pueden adaptar
a las nuevas Yy diferentes condiciones ambientales que ocurren a lo largo
del tiempo, y tampoco cambiarian ni aparecerian nuevas especies, por lo
que no habria evolucién (Eguiarte y Gonzalez, 2007; Krutovskii y Neale,
2001). Es por esto que entre las diferentes razones por las que debemos
conocer y conservar los recursos naturales (ecoldgicas, econdémicas,
éticas), las razones genéticas ocupan un lugar preponderante. Desde el
punto de vista genético, los genomas de las especies son reservorios de
informacion genética sobre todo tipo de adaptaciones, procesos
bioquimicos, morfologias, patrones de desarrollo, ciclos de vida y
adaptaciones ecoldgicas complejas (Eguiarte y Gonzalez, 2007). Existen
porciones del genoma que no se expresan o0 no representan adaptaciones
en el momento actual, no obstante, pueden funcionar como marcadores
genéticos para reconstruir la historia evolutiva de las especies o ser la
base de la adaptacion del organismo a condiciones futuras, materia prima
de la evolucién futura de diversos linajes. En sintesis la conservacion de la
variacion genética mantiene la posibilidad de evolucion (Eguiarte y
Gonzaélez, 2007).

La importancia que representa el estudio de la variacién y la
estructura genética en poblaciones naturales del género Pinus, para
conocer y entender la historia evolutiva y la diversificacion de las
especies, ha sido plasmada en diversos estudios (Ledig, 1998; Delgado et
al,, 2002). En este caso, el complejo de Pinus caribaea posee las
caracteristicas para hacer este tipo de estudios, cuyos resultados seran
de utilidad al aportar informacion que complemente la delimitacion
taxonémica de la especie y sus variedades, conocer el grado de
diversidad genética de la especie, asi como poder establecer el
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realizaron en el programa Arlequin (Excoffier et al., 2005). En este mismo
programa se realizd la prueba exacta por locus para determinar si las
poblaciones se encuentran en equilibrio Hardy-Weinberg (Guo y Thompson,
1992) con los parametros: 100,000 pasos en la cadena de Markov y 5000
pasos previos al inicio. El nimero efectivo de alelos se obtuvo mediante la
formula: Ag=1/ Ip? (De Vincent et al., 2004).

El tamafio efectivo (N,) para la especie se obtuvo indirectamente con el
uso del valor promedio del flujo genético Nm mediante la formula: Ng=2 x
3.1416 x Nm (Slatkin y Barton, 1989). Se estimé también de manera indirecta
para cada poblacién de acuerdo a la formula: 6=1/(1-H,)? -1 modificada para
microsatélites con el programa Arlequin (Excoffier et al., 2005).

Estructura genética

Se realizaron tres aproximaciones para determinar la estructura
genética presente en las poblaciones de Pinus caribaea, de acuerdo con
informacién a priori de posibles grupos (variedades) o sin ningun previo
planteamiento de alguna agrupacion:

Primera aproximacion: la estructura genética entre poblaciones se
calculdé con el modelo SMM (Rsy) (Slatkin, 1995) probando ftres
agrupamientos: 1) total de poblaciones de las tres variedades como un grupo,
2) poblaciones agrupadas de acuerdo a las variedades y 3) grupos de
poblaciones en P. caribaea var. hondurensis de acuerdo a su distribucion
geografica (norte, centro, sur).

Segunda aproximacion: se realizé un andlisis de inferencia bayesiana
de la estructura genética de acuerdo con Corander et al. (2003) cuya ventaja
es combinar la informaciéon de varios loci en un modelo de probabilidad
sencillo en vez de simplificar en un solo promedio como ocurre en el
tradicional Fsr. Este analisis consisti6 en obtener un agrupamiento de
individuos y otro de poblaciones (grupos de individuos), de manera que se
identifiquen grupos genéticamente divergentes. En el caso del agrupamiento
de individuos, se probaron de 2 a 20 grupos (K) con 30 réplicas para cada
uno de ellos y seleccionando aquel K grupo con el menor valor del logaritmo
natural de verosimilitud (“logml”). Para el agrupamiento de poblaciones se
indicé a priori cada uno de los grupos (16 poblaciones). Estos analisis se
realizaron mediante el programa BAPS 3 (Corander et al., 2003).

Tercera aproximacion: se realizd un andlisis de simulacion de
alineamiento (Dupanloup et al., 2002). Este procedimiento permite definir
grupos de poblaciones que son geograficamente homogéneas y maximiza la
diferenciacion genética entre las mismas (Heuertz et al., 2004). Este se basa
en un procedimiento de alineamiento simulado, cuyo algoritmo usa una
bisqueda aleatoria que no acepta solo cambios que disminuyen (o
aumentan) para optimizar una funcién particular, sino también cambios que
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permutaciones (Takezaki y Nei, 1996). Los dendrogramas se construyeron
con el método UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic mean)
en el programa POPTREE2 (Takezaki et al., 2010).
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Para la especie Pinus caribaea el tamano efectivo (N,) fue de 15
individuos. La variedad hondurensis presentd un N, mayor con relacién a
las variedades caribaea (297 individuos) y bahamensis (327). A nivel de
poblaciones HO06 (N,=942; Belice) y HO7 (N,=777; Guatemala)
presentaron el mayor tamano efectivo, en cambio las poblaciones de
México, H02 (N.,=14) y HO1 (N,=36) obtuvieron los menores tamanos
(Cuadro 6).

3.2. ESTRUCTURA GENETICA

Primera aproximacion: el andlisis de la estructura genética
considerando a todas las poblaciones como un grupo presentd un valor de
Rsr de 0.08044 (p<0.001), lo que implica una moderada diferenciacion
genética. Asi mismo se encontré un valor moderado de estructura genética
entre variedades Rgr=0.09167 (p<0.001). Sin embargo, en la variedad
hondurensis no se encontré estructura genética (Cuadro 7). Estos resultados
sugieren una estructura en Pinus caribaea de acuerdo a variedades.

Cuadro 7. Estructura genética de acuerdo a tres modelos de andlisis para el
complejo de Pinus caribaea.

Modelos Rsr (SMM) Valor p
Modelo 1. Entre el total de las poblaciones 0.08044 0.0001
Modelo 2. Entre variedades 0.09167 0.0001

Modelo 3. Entre grupos de P. caribaea var. hondurensis
Grupo 1: HO1, HO2, HO3, HO4, HO5, HO6 y HO7.
Grupo 2: H08 y HO9.

Grupo 3: H10, H11 y H12.

0.00031 0.49071

El andlisis jerarquico de varianza molecular (AMOVA) demostré que
entre variedades, el mayor porcentaje de variacion se presenta dentro de
individuos (Fy:0.18427; p=0.001) y un bajo porcentaje entre poblaciones
(Fsc:0.04183; p=0.037) o entre variedades (F¢r:0.09167; p=0.001) y dentro de
poblaciones (Fs:0.06274; p=0.001). Esto significa que la mayor diferenciacién
genética se esta dando a nivel de individuos dentro de las poblaciones, por
igual en las tres variedades (Cuadro 8).
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Cuadro 10. Flujo genético entre pares de poblaciones del complejo de Pinus

cariheag,
HU1 HO2 HO3 HO4 HO5 HO6 HO7 Hre 409 H10 Hi11 H12 C1 C2 Bi
H02 2366 O
HO3 3.10 107 0
HO4 119 066 331 O
HO5 278 176 288 3.29 0
HO6 202 098 3.03 421 377 O
HO7 1.43 081 4.30 965 13.85 3.60 0
HO8 101 126 124 134 290 172 199 O
H09 154 067 2062 938 3.71 437 1256 13 0
H10 202 105 1204 272 173 271 206 1.3 401 0
H11 289 1.17 0 787 436655 59191 01658 0
Hi2 177 086 3.68 514 6.67 6.20 0 147 819 181 603 O
Cl 092 059 174 261 365 297 444 147 247 094 211 37 O
C2 152 141 170 158 920 353 354 311 168 113 1.96 321 393 O
Bl 076 053 1.18 3.03 282 244 464 1.78 243 091 190 586 367 199 0
B2 095 075 146 164 322 185 482 157 20 090 1.76 3.94 266 3.70 3.0

No se determind la existencia de aislamiento por distancia

(coeficiente de determinacién=0.0638 p=0.992). Sin embargo, se observa una
baja correlacion negativa entre las distancias geograficas y el flujo genético
(=-0.257; p=0.005). Esto demuestra una ligera tendencia en la disminucion
del flujo genético (Nm) conforme aumenta la distancia (Figura 7). A pesar de
esto, la relacion no es suficiente para demostrar que exista diferenciacion
genética entre poblaciones debido al incremento de la distancia geogréfica y
disminucién de flujo genético.
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relacion entre las dos poblaciones de la variedad caribaea (C1, C2), las
cuales se relacionan con la poblacién B2 de la variedad bahamensis. Las
diez poblaciones restantes de la variedad hondurensis conforman un
dltimo subgrupo, dentro del cual se pueden apreciar algunas relaciones
entre pares de poblaciones, principalmente entre aquellas ubicadas en el
centro-norte de la distribucién de esta variedad. Se considera que las
relaciones genéticas presentes en el filograma con la distancia D, explican
de manera mas congruente las condiciones biologicas y geograficas de
este complejo.

b)
Figura 8. Filograma mostrando las relaciones genéticas entre
poblaciones del complejo de Pinus caribaea. a) du2 y b) Da.
Bootstrap basado en 1000 réplicas. B=P. caribaea var. bahamensis,
C=P. caribaea var. caribaesa y H=P. caribaea var. hondurensis.
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todas las poblaciones sugiere que P. caribaea tiene un considerable
numero de alelos cuyas frecuencias son equitativas. Esto se corrobora al
no apreciarse un importante efecto de alelos uUnicos, ya que soblo se
presentaron cuatro y en muy baja frecuencia (0.03-0.06).

El principal indicador de variacion genética es la heterocigosidad
(H) preferida por ser menos sensible al tamafio de muestra y por su
significado directo al ser sinénimo de diversidad. En este aspecto, P.
caribaesa presentd una H, promedio de 0.6322, indicando que se
encuentra dentro de los valores reportados de 0.50 a 0.80 para otras
especies de pinos (Karhu, 2001). Solo las poblaciones HO01 y H02 de la
variedad hondurensis presentaron valores por debajo de dicho intervalo
(He=0.46 y H,=0.35 respectivamente). Estas poblaciones se ubican
geograficamente en el extremo norte de la distribucién de la variedad;
ademas, una de las poblaciones tiene un tamafio extremadamente
pequefio, ya que solo cuenta con 14 individuos (H14). Por tanto, estas
condiciones podrian estar generando un aislamiento geografico de las
poblaciones, con la consecuente pérdida de variacion genética.

La heterocigosidad observada fue menor a la esperada en la
mayoria de las poblaciones, pero estas no se desvian significativamente
del equilibrio Hardy-Weinberg (H-W). Una excepcién es la poblacion C2,
distribuida en Cuba, la cual no se encontré en dicho equilibrio ya que
presenté un muy bajo valor de heterocigosidad observada con respecto al
esperado y esta diferencia fue significativa. Esta poblacion no presenta
endogamia (Fs= -0.136) por lo tanto esta baja heterocigosidad observada
puede deberse a un pequefio tamafio de poblacién original (efecto de
cuello de botella) o actual. A nivel de variedades, la heterocigosidad
observada fue mayor para bahamensis, seguida de hondurensis y menor
para caribaea, esta Ultima se encuentra fuera de equilibrio H-W.
Finalmente cabe mencionar, que en las poblaciones de la zona sur de
Mesoamérica, que corresponde a la region geografica continental de la
especie, se encuentra la mayor diversidad genética.

Por tanto, los resultados muestran que el proceso de endogamia no
es importante (Fs=0.100; ver Cuadro 7), y sugiere que el complejo
Caribaea presenta un sistema efectivo de entrecruzamiento entre
individuos poco relacionados genéticamente. Dvorak et al. (2009),
obtuvieron resultados mas altos, en P. oocarpa Schiede ex Schitdl, P.
tecunumanii Eguiluz et J. P. Perry y P. patula Schiede ex Schitdl. et Cham
con el uso de SSRn, donde el indice de Fs fue de 0.11 a 0.15 (Cuadro
11). Pero en cambio, para estas tres especies se encontraron muchas
poblaciones fuera de equilibrio H-W y con valores positivos de Fis por lo
que consideran que existe un déficit de heterécigos y presencia de
endogamia. Igualmente, en P. resinosa, a pesar de contar con una amplia
distribucién, se estimaron valores de F,s mayores (0.5) en algunas
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4.2. PATRONES DE DIFERENCIACION GENETICA

Los tres tipos de analisis realizados para determinar la estructura
genética de las poblaciones del complejo de Pinus caribaea identifican a las
variedades como la principal agrupacion de diferenciacion genética. En una
primera aproximacion (AMOVA) observamos que un 0.080 de la variacion
genética en el complejo de Pinus caribaea se encuentra distribuida entre el
total de las poblaciones, en cambio entre variedades encontramos un 0.091.
Estos valores de diferenciacion genética (Rsr) son similares al promedio
obtenido para otras especies de pino con el uso de SSRn (Rgsr=0.111,
Cuadro 11) y ligeramente menor al promedio obtenido para coniferas
(0.116, Petit et al., 2005). Aunque no es conveniente hacer comparaciones
entre diferentes marcadores, existen trabajos que se han realizado con
isoenzimas en Pinus caribaea var. caribaea (Zheng y Ennos, 1999), var.
hondurensis (Dvorak ef al., 2005) y var. bahamensis (Zheng y Ennos, 1999;
Cuadro 2). Los resultados indican la presencia de una baja estructura
genética en poblaciones de las variedades caribaea y hondurensis (Fg7 de
0.020 y 0.023 respectivamente), asi como una estructura genética
moderada en la variedad bahamensis (Fsy=0.078). En cambio en el
presente estudio, encontramos una mayor diferenciacién genética entre las
poblaciones de la variedad hondurensis (Fsr=0.04), menor para la variedad
caribaea (Fs7=0.008), y similar para la variedad bahamensis (0.072),
aunque ésta ultima no fue significativa estadisticamente. Estos resultados
indican que a pesar de la distribucion restringida de estas variedades a las
islas, aun mantienen una variacion genética similar en sus respectivas
poblaciones.

Por su parte, tanto el analisis bayesiano de estructura poblacional
(BAPS), como el andlisis espacial de varianza molecular (SAMOVA),
también permitieron visualizar un grado significativo de diferenciacion
genética entre variedades, la cual estd asociada a su distribucion
geografica. De acuerdo con el andlisis de BAPS la mayor estructura
genética se presentd con la conformacion de ocho grupos, de los cuales
tres identifican a dos variedades insulares (var. bahamensis y var.
caribaea), y el resto de los grupos a la variedad hondurensis. Para la
variedad caribaea las dos poblaciones conforman un solo grupo; esto
podria deberse a que ésta se encuentra solo en la zona norte de la isla de
Cuba y la distancia entre los dos poblaciones es relativamente pequefa
(44.27 km) por lo que la diferenciacion genética entre ellas no es muy
fuerte, lo que sugiere que ambas poblaciones conforman una misma
entidad evolutiva. En contraste, para la variedad bahamensis sus dos
poblaciones se identifican como dos grupos genéticamente distintos, lo cual
corresponde a su distribucién geografica insular, por lo que podriamos
considerarlas como dos entidades evolutivas divergentes. En cuanto a la
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4.3. FLUJO GENETICO Y AISLAMIENTO POR DISTANCIA

Los niveles de flujo genético obtenidos para las poblaciones de las
variedades fue alto (Nm=2.5), valor que es relativamente mayor al promedio
obtenido en otras especies de pinos (Nm=2.42; ver Cuadro 11). A nivel de
las variedades el mayor flujo se presentd en las poblaciones de la variedad
hondurensis (Nm=7.0). Este resultado es opuesto a lo que se esperaria
debido a la distribucion amplia de esta variedad en Mesoameérica:
tedricamente, a mayor distancia geograficamente el flujo genético entre las
poblaciones debe de ser menor y por lo tanto la diferenciacion genética es
mayor (Slatkin, 1993). Este patrén solo se presenta con algunos pares de
poblaciones distribuidos al Norte (H02 y H04, HO6, HO7, HO9 y H12), y
centro-sur (HO7 y H12; Guatemala y Nicaragua, H09 de Honduras y H11 de
Nicaragua), las cuales presentan menos de un migrante por generacion.
Por tanto, a pesar de la distribucién geografica amplia de esta variedad, el
flujo genético esta evitando la diferencia genética entre las poblaciones.
Wright (1931) sefiala que un nimero de migrantes de 1 o0 mas individuos
por generacion por poblacion es suficiente para prevenir la diferenciacion
genética entre poblaciones.

Varios estudios, tanto de especies de bosque templado (Schnabel ef
al., 1991; Dow y Ashley, 1998; Latta y Mitton, 1997; Ledig 1998; Gonzalez-
Martinez et al., 2002) como de bosque tropical (Hamrick ef al., 1993;
Boshier et al., 1995), han reportado que la dispersion de polen es
frecuentemente el mayor contribuyente al flujo de genes y que la estructura
genética espacial resulta principaimente de la limitada dispersion de
semillas. Ledig (1998), menciona que el flujo genético en coniferas es muy
alto (4.6-17.2 migrantes por generacion), el cual se da principalmente a
través de la dispersion por polen ya que es mucho mas extenso que el de
las semillas. El polen de las coniferas se puede mover mas de 600 km en la
superficie terrestre (DiGiovanni et al., 1996 en Al-Rabab’Ah, 2003). En
cambio el movimiento de las semillas alcanza menores distancias y
depende del tamafio y peso de las mismas, esperando que a mayor peso
menor distancia de dispersion. Por ejemplo, en P. taeda se ha estimado que
sus semillas que miden entre 5 y 6 mm y cuentan con un ala se diseminan
aproximadamente entre 61-91 m viento a favor y solo 23-30 m en otras
direcciones. En cambio, P. pinaster (pifionero) cuyas semillas miden entre 7
y 11 mm, no presentan un ala y son comestibles, se ha estimado que se
dispersan una distancia de ~12 m (Savolainen et al., 2007). La dispersion
de semillas a poca distancia en las especies pifioneras puede provocar la
presencia de una estructura genética.

Para este estudio, es posible que no existan barreras geograficas o
diferencias ecologicas que afecten de manera significativa el flujo genético,
a pesar de que actualmente varias de las poblaciones se encuentran
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representan entidades evolutivas distintas (Zeng y Ennos, 1999) asi como
las variedades bahamensis y hondurensis (Matheson et al., 1989).

En cuanto al posible origen de este complejo, Eckert y Hall (2006)
estudian las relaciones filogenéticas, biogeograficas y los patrones de
diversificacion para el género Pinus mediante el anélisis de secuencias de
cloroplasto, obteniendo un clado en donde se asocian las variedades
bahamensis y hondurensis, y otras especies de la subseccion Australes,
pero la variedad caribaea se presenta como un grupo hermano. En
contraste, en un estudio realizado por Dvorak et al. (2000b) en donde
utiliza RAPD’s, encuentran que la variedad hondurensis se encuentra
relacionada a la variedad caribaea. Ademdas supone que una forma
ancestral de la variedad caribaea es la especie fundadora de otros taxa de
la regién Florida/Caribe (Pinus elliottii var. densa, P. caribaea var.
bahamensis y P. elliottii var. elliottii). La diferencia en cuanto a que la
variedad caribaea es mas ancestral que la variedad hondurensis puede
deberse a que Eckert y Hall solo estudian algunos individuos de cada
variedad, mientras que Dvorak et al. y en nuestro trabajo se estudian
varios individuos y pablaciones representativas de cada variedad. Esto se
presenta particularmente para la variedad hondurensis, la cual tiene la
mayor distribucion geogréfica de las tres variedades. Ademas la
informacion que cada marcador aporta independientemente es diferente,
pero lo que en la actualidad se recomienda realizar este tipo de analisis
con diferentes marcadores (morfologicos, bioquimicos y moleculares) que
permitan obtener resultados mas precisos.

La estructura genética obtenida con el andlisis de BAPS corrobora
algunos de los grupos obtenidos en el filograma (ver figuras 6 y 8). Ambos
analisis separan a las poblaciones que se localizan en la zona norte de la
distribucion en Mesoamérica de la variedad hondurensis (distribuidas en
México), otro grupo incluye a las poblaciones de la variedad caribaea (C1
y C2), y en otros dos grupos se encuentran incluidas las dos poblaciones
de la variedad bahamensis de manera independiente (B1 y B2), el resto
de las poblaciones de la variedad hondurensis se incluyen en los cinco
grupos restantes (poblaciones de la var. hondurensis distribuidas en el
centro-sur de Belice, centro-sur de Honduras y Nicaragua). Por lo tanto, el
analisis de BAPS vy el filograma sugieren una importante relacién entre los
grupos formados y su distribucion geogréfica, la cual corresponde a la
identidad de variedades. Aunque en el grupo que incluye a las diez
poblaciones restantes de la variedad hondurensis (Belice, Honduras y
Nicaragua) se aprecia cierta separacion de acuerdo a la distribucion
geogréfica (principalmente en la parte norte de su distribucién en Belice),
esta separacion no es muy clara para el centro y sur de esta area. Esto se
corrobora con el andlisis de aislamiento por distancia el cual no fue
significativo tanto para las variedades como para las poblaciones dentro
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haber migrado de manera lenta e infrecuente desde Centroamérica hacia
Cuba y eventualmente a las Bahamas. Posteriormente, Pinus caribaea
var. caribaea posiblemente migré al centro de la peninsula de la Florida
por la ruta de las Bahamas, Cuba o la Espafola, porque el sur de la
Florida estuvo sumergida hasta el Pleistoceno y el establecimiento de
pinos en esta area no era posible antes de ese tiempo.

Los dos argumentos mas fuertes que sustentan esta hipétesis son,
i) la presencia de conexiones terrestres (una isla y puentes terrestres de
arrecifes de coral) entre Centroamérica y Cuba a principios del Terciario,
en el Eoceno y el Mioceno (= 55 a 20 MA) (Schuchert, 1935; Asprey y
Robbins, 1953) incluso conexiones terrestres entre Cuba con Yucatén y
con la Florida (Alain, 1958), y ii) la dispersion de semillas por aves
migratorias, murciélagos, corrientes marinas o de aire y tormentas
tropicales (Mirov, 1967; Alain, 1958; Eguiluz-Piedra, 1985; Hedges, 1996)
se han sugerido para explicar la migracién o posible movimiento de genes.
Las investigaciones paleogeograficas y biogeograficas en conjunto con la
teoria sobre la tecténica de placas, permiten establecer un posible
escenario que explica igualmente esta hipotesis. De acuerdo a los mapas
paleogeograficos la cercania entre el bloque Maya y Cuba occidental, asi
como las corrientes maritimas (Circum Tropical y la del Caribe) pudieron
favorecer la migracion de biota terrestre desde el continente hacia la isla.
Esto se vio intensificado desde el Plioceno hasta el Holoceno (3.7-0 MA)
al cerrarse el Istmo de Panama (lturralde-Vinent 2004-2005). El posible
movimiento de los pinos desde Centroamérica hacia Cuba, se justifica
igualmente por lo baja probabilidad que existe para que sus semillas
hayan sido llevadas por corrientes de aire desde el continente (sureste de
Norteamérica) a las islas (Cuba y Bahamas) debido a la alta velocidad de
los vientos en el Caribe, los cuales se mueven hacia la Florida y no a
partir de ella. También las Bahamas emergieron recientemente (durante o
después del Plioceno, =2 MA) y nunca han estado conectadas con las
otras islas del Caribe. Por lo tanto la migracién de pinos a las Bahamas
aparentemente fue por origen aéreo y reciente (Mirov, 1967). La particular
distribucion de P. caribaea en al menos 6 de las islas Bahamas y sin que
existan ninguna de las otras especies de pinos del Caribe en ellas (Mirov,
1967) hizo suponer a Little y Dorman (1954) que este tipo de distribucion
pudiera ser causado por diferentes factores tales como una rapida tasa de
migracién, o su gran edad y, las irregularidades de migracién de los pinos
a través del agua.

Para el caso de la variedad hondurensis, Dvorak et al. (2005),
consideran que la distribuciéon de esta variedad en Mesoamérica fue mas
amplia y continua en el pasado, extendiéndose hasta la parte norte de la
peninsula de Yucatan. Los reportes de registros de polen en el Petén
(Guatemala), han demostrado que los bosques en la region incluian pinos,
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1991). En arboles forestales de larga vida, la diversidad genética puede
ser necesaria como amortiguador frente a la variacion ambiental, asi como
proporcionar un cambio en la escala de tiempo evolutivo (Ledig et al.,
1998). En la actualidad los especialistas forestales requieren de conocer
los patrones de variacion genética para proponer las estrategias de
conservacion que requiere cada especie, para 10 cual los marcadores
moleculares son muy utiles ya que pueden rapidamente evaluar las
diferencias entre poblaciones y ofrecen una guia sobre que conservar.

De acuerdo a lo anterior y tomado en cuenta los resultados
obtenidos en este estudio con marcadores SSRn, podemos identificar y
proponer a aquellas poblaciones susceptibles de conservar de acuerdo a
la variacion genética que poseen. La riqueza alélica es un primer punto a
considerar, ya que se sugiere conservar todas aquellas poblaciones con el
mayor nimero de alelos a pesar de la frecuencia en la que estos se
encuentren. De acuerdo a lo anterior, para Pinus caribaea var.
hondurensis la poblacion H07 (Guatemala), seria la indicada para la
conservacion al tener el mayor nimero de alelos (n= 25) y ademas la
mayor variacion (H,=0.537 y H.=0.634), aunque en general las
poblaciones de la zona sur (desde HO5 hasta H12) representan fa mayor
variaciéon para la especie, por lo que podrian representar poblaciones
ideales para conservar tanto in situ como ex situ. En los casos de Pinus
caribaea var. caribaea y la variedad bahamensis, sus poblaciones
presentan nUmeros de alelos similares. Sin embargo, sobresale la
poblacién C1 para la variedad caribaea con una mayor variacién. En
cambio para la variedad bahamensis ambas poblaciones tienen prioridad
de conservacion, ya que representan entidades evolutivas que han estado
diferenciando, ambas presentan mas variaciéon que las poblaciones de
Cuba a pesar de su condicion de islas, y la poblacion B1 presenta alelos
Unicos que indican cierta diferenciacién genética.

El caso de las poblaciones de la variedad hondurensis HO1 y H02
es particular, ya que al ser las menos variadas, con el menor tamafio
poblacional y localizadas al extremo norte de la distribucion de esta
variedad requieren de un trato especial por la importancia que revisten al
ser también las mas ancestrales. Estas poblaciones requieren de ser
conservadas dandoles manejos especificos. La poblacién HO1 cuenta con
un fuerte plan de manejo forestal por parte de sus poseedores y es
reconocida como una especie amenazada en México (NOM-059) por lo
que esta protegida (Dvorak et al., 2005); en cambio la poblacion H02 es
una nueva localidad para esta variedad en México y el poco numero de
arboles con el que cuenta (N=14) requiere promover la regeneracion
natural y asegurar su establecimiento y permanencia que permita
incrementar el tamafo poblacional.
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