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Resumen 

Seis marcadores microsatélite nucleares polimórficos, fueron usados 
para determinar los niveles de diversidad y estructura genética en 16 
poblaciones naturales del complejo Pinus caribaea Morelet a lo largo de su 
área de distribución natural en México y Centroamérica (var. hondurensis), 
Cuba (var. caribaea) y las Islas Bahamas (var. bahamensis). Los resultados 
indican que Pinus caribaea muestra niveles de diversidad genética (n=36 
alelos totales, A=3.4, Ae=3.5, H0 =0.49, He=0.63} promedios o menores que 
el promedio con relación a otras especies de pinos. La mayor parte de las 
poblaciones se encuentran en equilibrio Hardy-Weinberg y un bajo grado de 
endogamia fue encontrado en las variedades (F15=0.1 00}. Se identificó a las 
variedades como la principal agrupación de diferenciación genética (Rsr=0.091) 
dentro del complejo. Un análisis Bayesiano de estructura genética 
poblacional (BAPS) y un análisis espacial de varianza molecular (SAMOVA}, 
determinaron una diferenciación genética entre variedades, la cual parece estar 
asociada a su distribución geográfica. Aunque no se encontró un patrón de 
aislamiento por distancia significativo, se observó un flujo genético 
relativamente alto entre poblaciones de P. caribaea (Nm=2.5} y un valor 
promedio mayor para la variedad hondurensis (Nm=7). Los tamaños 
efectivos de las poblaciones se han mantenido elevados a través del tiempo 
(Ne=818 individuos) lo que ha evitado la erosión de la diversidad genética 
por deriva, pero las variedades han sido suficientemente aisladas como 
para diferenciarse. Estos resultados corroboran la hipótesis de Dvorak et al. 
(2005) quienes postulan como posible origen de Pinus caribaea a 
Centroamérica, ya que las poblaciones que contienen la mayor variación 
genética se ubican en Honduras y Nicaragua. Proponemos que la dispersión 
de Pinus caribaea ocurrió aproximadamente hace 8-12 MA desde la 
Península de Yucatán hacia las islas del Caribe (Cuba y Bahamas). 
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Abstract 

Six nuclear polymorphic microsatellite markers were used to 
determine diversity levels and genetic structure in 16 natural populations of 
the Pinus caribaea Morelet complex distributed throughout its natural range 
in México and Central America (P. caribaea var. hondurensis), Cuba (P. 
caribaea var. caribaea) and the Bahamas (P. caribaea var. bahamensis). 
Results indicate that Pinus caribaea has intermediate to lower levels of 
genetic diversity (n=36 total alleles, A=3.4, Ae=3.5, H0 =0.49, H8 =0.63) 
compared to other pine species. Most of the populations are in Hardy
Weinberg equilibrium with low levels of inbreeding within varieties 
(F15=0.1 00). Varieties were identified as the main grouping for genetic 
differentiation (Rsr=0.091) in the species complex. A Bayesian analysis of the 
genetic structure at population leve! (BAPS) and an analysis of Spatial 
Molecular Variance (SAMOVA), revealed a genetic differentiation among 
varieties, which seems to be associated with the geographical distribution. 
Although a significant pattern of isolation by distance was not found , we 
observed a relatively high gene flow among populations of P. caribaea 
(Nm=2.5), with highest values for P. caribaea var. hondurensis (Nm=7). 
Effective population sizes (N8 =818) have been maintained long enough to 
avoid erosion of genetic diversity due to the effect of genetic drift; however 
varieties have been sufficiently isolated to become differentiated. These 
results support Dvorak et al.'s hypothesis (2005) suggesting Central America 
as the possible place of origin of Pinus caribaea, since populations with the 
highest genetic diversity are currently found in Honduras and Nicaragua. We 
propase that the dispersa! of Pinus caribaea occurred approximately 8-12 
MYA from the Yucatan Península to the islands of the Caribbean (Cuba and 
Bahamas). 
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Introducción 

La conservación de la diversidad biológica forestal es fundamental 
para sostener los valores productivos de los bosques, para preservar el 
estado sanitario y la vitalidad de los ecosistemas forestales, y de este 
modo, mantener sus funciones protectoras y ambientales (Palmberg
Lerche, 2001 ). El adecuado manejo de las poblaciones naturales de 
árboles se muestra como una alternativa para dotar de bienes y servicios 
a la sociedad. Dicho manejo depende tanto del conocimiento preciso de la 
biología de las poblaciones, para basar ahí las decisiones silvícolas que 
garanticen un aprovechamiento forestal sostenible (Arteaga y Pérez, 
2001 ), así como de la correcta valoración de los niveles y estructura de la 
variación genética. En particular, el conocimiento de la distribución 
espacial y temporal de la estructura genética de las poblaciones en una 
especie, ofrece una perspectiva histórica de los cambios evolutivos que 
caracterizan a una especie y nos permite predecir cómo las poblaciones 
responderán a futuros eventos de origen natural o artificial (Wallace, 
2002}. 

Dentro de los recursos genéticos forestales, las coníferas son de 
gran importancia ya que constituyen un amplio grupo formado por ocho 
familias, 70 géneros y 630 especies alrededor del mundo (Farjon, 2005), y 
además poseen gran utilidad en la industria maderera, medicinal, 
artesanal y de otros derivados. El género Pinus L. es uno de los grupos 
más amplios y diversos dentro de las coníferas con poco más de 100 
especies reconocidas (Gernandt et al., 2005; Farjon, 2005). Este género 
ha sido particularmente exitoso en cuanto a su adaptación a ambientes 
muy diversos, como resultado de esto, es posible encontrar especies de 
pinos creciendo naturalmente en el Hemisferio Norte o siendo introducidas 
en el Hemisferio Sur (Farjon, 2005}. En algunas regiones las especies de 
pinos se encuentran conformando grandes extensiones de bosque como 
especie dominante y en algunas otras son codominantes generalmente 
con otras coníferas, o algunas veces con angiospermas. La diversidad 
genética que poseen las especies que conforman al género Pinus, le ha 
permitido sobrevivir desde tiempos remotos manteniéndose hasta la 
actualidad (Farjon, 2005}. 

Dentro del género Pinus se encuentra el complejo de Pinus 
caribaea Morelet, el cual está conformado por tres variedades: P. caribaea 
var. caribaea Morelet, P. caribaea var. bahamensis (Griseb.) W.H.G . 
Barrett & Golfari y P. caribaea var. hondurensis (Sénécl.) W. H. G. Barrett 
& Golfari. La especie tiene un origen tropical y se distribuye en una 
extensa área geográfica tanto en islas del Caribe, como en México y 
Centroamérica (Vidakovic, 1991 ), y es la especie de pino en América con 
la distribución más sureña. Este taxón es reconocido por su amplia 
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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 
precipitación pluvial del trópico rápidamente se drena y los incendios de 
maleza o pastos son muy frecuentes en la temporada de sequía (Farjon, 
2005), con pH ligeramente ácidos (4.5-6.5) a moderadamente alcalinos 
(7.5-8.5) (Francis, 1992). Aunado a lo anterior, Pinus caribaea var. 
hondurensis posee gran importancia económica para la región de América 
Central, ya que durante los últimos 70 años ha sido usada extensivamente 
como una especie para plantaciones comerciales, tanto dentro como fuera 
de su área de distribución natural (Vidakovic, 1991; Zheng y Ennos, 1999). 
Se estima que un millón de hectáreas de esta variedad se han plantado 
en China, Indonesia y Australia (Hodge et al., 2001 ). 

La distribución geográfica de islas-continente que presenta P. 
caribaea, así como sus adaptaciones a zonas tropicales, hacen de este 
grupo de variedades un sistema de estudio de gran relevancia ecológica y 
evolutiva. Sin embargo, se ha estimado un 4% de pérdida anual de áreas 
forestales en Mesoamérica (Myers, 1989) aunque este dato actualmente 
pudiera ser mayor por la demanda y afectación al recurso forestal. Por lo 
tanto, los bosques en esta área han visto disminuida la extensión de sus 
aéreas naturales tanto por la afectación de huracanes o incendios, así 
como por el cambio de uso del suelo, plagas o enfermedades y 
aprovechamiento ilegal (Hernández, 1997). Aunque, P. caribaea esta 
considerada dentro de la lista roja de la UICN (201 O) como una especie en 
bajo riesgo de extinción, P. caribaea var. hondurensis está reportada 
como amenazada para México por la NOM-59. La disminución en el 
tamaño de las poblaciones de P. caribaea en Mesoamérica así como la 
condición de poblaciones aisladas en las islas del Caribe, podría haber 
afectado su variabilidad genética, por lo que resulta de interés conocer el 
nivel y distribución de la variación genética que actualmente presenta esta 
especie. Por tanto, en este trabajo se obtuvo la información relacionada 
con los niveles de variación y distribución de la variación genética para las 
tres variedades, con base en el uso de marcadores microsatélites 
nucleares y herramientas teóricas de la genética de poblaciones. Este 
conocimiento permitirá, 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 diferenciación 
entre variedades se debe a procesos genéticos y/o geográficos. Así 
mismo, esta información será de gran utilidad para el planteamiento de 
estrategias de manejo y conservación de los recursos genéticos de este 
grupo de pinos tropicales. 
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Este trabajo esta enmarcado dentro de un proyecto más amplio 
titulado "Genética de poblaciones y divergencia evolutiva del complejo 
Pinus caribaea Morelet: una aproximación molecular y biogeográfica" 
(Delgado et al. ; Proyecto CONACYT 44373, 2004), el cual aportará 
información relevante sobre el origen y diversidad de estos linajes 
evolutivos, así como en la determinación de los procesos genéticos y 
demográficos que han influido en la dinámica evolutiva de las poblaciones 
naturales que lo conforman. 
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Capítulo 1. Antecedentes 

1.1. SISTEMA DE ESTUDIO 

El complejo Pinus caribaea Morelet 

El género Pinus L. es el género más grande dentro de las coníferas 
-con cerca de 110 especies- y con la distribución más amplia en el 
Hemisferio Norte (Farjon, 2005). Éste género se divide en dos grandes 
grupos, el subgénero Pinus -también llamado Diploxilón o pinos duros, 
caracterizado por tener dos haces fibrovasculares en las acículas- y el 
subgénero Strobus -Haploxilón o pinos blandos con un solo haz vascular
(Little y Critchfield, 1969; Farjon, 2005). Particularmente, dentro del 
subgénero Pinus existen las secciones Pinus y Trifoliae Duhamel, en ésta 
ultima se encuentran tres subsecciones: Contortae Little and Critchfield, 
Ponderosae Loudon y Australes Loudon. Pinus caribaea Morelet se ubica 
dentro de esta última subsección (Dvorak et al., 2000b; Farjon, 2005; 
Gernandt et al. , 2005). 

En referencia a la taxonomía de P. caribaea, ésta tiene una historia 
un tanto complicada en lo que respecta a la circunscripción de especies, 
variedades y en particular, a las distribuciones geográficas de las mismas. 
Farjon y Styles (1997) en el tratamiento del género Pinus para la Flora 
Neotrópica, reconocen varios nombres aplicables a las poblaciones 
comprendidas en este estudio y es el que se sigue en este trabajo. 

Farjon y Styles ( 1997) reconocen tres variedades para Pinus 
caribaea, las diferencias tanto anatómicas como morfológicas se 
presentan en la figura 1. Pinus caribaea var. caribaea es el nombre que se 
le asigna a aquellas poblaciones localizadas en el extremo occidental de 
la Isla de Cuba, en particular en la Provincia de Pinar del Río y en la Isla 
de la Juventud (Isla de Los Pinos), a altitudes entre 1-700 msnm, más 
frecuentemente por debajo de 400 msnm, en bosques abiertos, con 
sotobosque con arbustos y gramíneas, en suelos pedregosos, bien 
drenados y ácidos. El nombre de Pinus caribaea var. caribaea es el 
nombre que aplicaremos a nuestras poblaciones de Mil Cumbres y 
Viñales (Cuba). 

Pinus caribaea var. bahamensis (Grisebach) W. H. Barret & Golfari 
se describió originalmente como Pinus bahamensis por Grisebach en 
1960. Después, fue descrita como una variedad de Pinus caribaea por 
Barret & Golfari en 1962 y así aceptada por Farjon y Styles (1997); este es 
el nombre que se le aplica particularmente en nuestro estudio a las 
poblaciones de New Providence y de Andros (ambas de las Bahamas). 
Miembros de esta variedad crecen en suelos arenosos, formando bosques 
abiertos acompañados en el sotobosque por Sabal palmetto (Walter) 
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Lodd. ex Schult. & Schult. f. (Arecaceae) y arbustos, algunas veces 
formando bosques secundarios, a altitudes desde 1-1 O 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 1 962 por Barret & Golfari. Esta entidad es la que 
presenta la distribución geográfica más amplia de la especie, desde el SE 
de México (Quintana Roo), Belice, Norte de Guatemala, Honduras 
(incluyendo la Isla de La Bahía) y Nicaragua. Las poblaciones casi en su 
totalidad están en el arco Atlántico de México y Mesoamérica, en bosques 
cercanos a manglares hasta sabanas. Crecen en suelos bien drenados, 
arenosos o de grava, ácidos, en bosques puros o también acompañados 
de miembros de Pinus oocarpa Schiede ex Schltdl. 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. & Schult. (Arecaceae) cerca de la costa, a 
altitudes de 1-700 m. Todas las poblaciones de Mesoamérica incluidas en 
este estudio serán identificadas como Pinus caribaea var. hondurensis. 

Características morfológicas generales de Pinus caribaea 

Árboles adultos que alcanzan alturas de 20-30 m, 
excepcionalmente 45 m, cuyo diámetro del tronco varía 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 fascículos de 3 (algunas 
veces 2, 4, ó 5), con una longitud que varía entre 15 a 25 cm, y el grosor 
de 1.0 a 1.6 mm, con 2 a 5 canales resiníferos internos y 2 haces 
vasculares. Sus márgenes están finamente aserrados y las hileras de 
estomas están presentes en todas las superficies (Figura 2d) (Van Wyk, 
2002; Farjon y Styles, 1 997). 

Las semillas son pequeñas, ovoide-angosto-triangulares, color café, 
de 5-6 mm de largo y aproximadamente de 3-4 mm de ancho, el 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 la semilla (Van 
Wyk, 2002; Farjon y Styles, 1 997). 
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Figura 1. Características anatómicas y morfológicas distintivas de las 
variedades del complejo de Pinus caribaea. A-F, Pinus caribaea var. 
caribaea. G-1, P. caribaea var. bahamensis. J-L, P. caribaea var. 
hondurensis. A. Rama con fascículos aciculares y conos inmaduros. B, 
G. Fascículos aciculares. C, H, J. Sección transversal de hojas. O, K. 
Conos ovulíferos. E. Tres vistas de la escama del cono. F. Semillas con 
alas adnadas. 1, L. Semillas con alas adnadas y articuladas (Farjon y 
Styles, 1997). 
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Biología de la especie 

Pínus caríbaea es una especie monoica, presenta tanto estróbilos 
masculinos como femeninos en el mismo individuo. Requiere de entre 18 a 
21 meses desde la polinización hasta la maduración de los conos. El tiempo 
de maduración máxima ocurre en mayo o junio en Nicaragua, julio en Belice y 
Honduras, junio y julio en Cuba, y agosto en las Bahamas. Los conos en los 
árboles comienzan a liberan su semillas de dos a tres semanas después que 
los conos se tornan de color pardo. Se ha reportado un número de entre 
52,000 a 81 ,000 semillas por kilo (Francis, 1992). La primera producción de 
semilla se presenta desde los 4 años en algunas plantaciones (Francis, 1992) 
hasta 10 (Okoro, 1984) o 15 años (Jardon com. pers.) en arbolado natural. La 
germinación de la semilla comienza en promedio 12-15 días después de la 
siembra y alcanza porcentajes de germinación variados dependiendo de la 
calidad de la semilla. La producción de plántula puede ser en contenedores 
de plástico, bolsa negra o raíz desnuda. También se ha reportado la 
propagación vegetativa mediante injertos, acodos aéreos y micropropagación 
por cultivo de tejidos (Francis, 1992; Stasolla et al., 2002). Las raíces de los 
pinos se encuentran normalmente asociadas con ectomicorrizas. Esta 
asociación permite al árbol aumentar la absorción de agua y nutrientes así 
como ofrecer cierta protección contra patógenos de la raíz (Francis, 1992). 

Crecen en un rango altitudinal que va desde el nivel del mar en las 
Bahamas hasta los 1 000-1200 msnm en Centroamérica (Poynton, 1977). 
Los suelos van de ligeramente a moderadamente alcalinos (pH 7.5-8.5) en 
las Bahamas, hasta intensamente a ligeramente ácidos (pH 4.5-6.5) en Cuba 
y Centroamérica. Los suelos donde se desarrolla Pínus caríbaea var. 
hondurensis son de origen aluvial, arenosos, ácidos y pobres en 
nutrientes (al nivel del mar) o son suelos con textura arcillo-arenosa, 
profundos, con buen drenaje y originados a partir de granitos (Lugo et al., 
2006) La precipitación media anual es de 750 mm en las Bahamas, 600 
mm (Valle Choluteca de Honduras) a 4000 mm en Nicaragua, con un 
régimen de lluvias en verano y una estación seca de aproximadamente 0-
6 meses. La temperatura media anual es de 25°C en las Bahamas, 24-
250C en Cuba y entre 20° y 27°C en Centroamérica, aunque incluso se han 
reportado promedios anuales de hasta 34°C (Van Wyk, 2002; Francis, 
1992). 
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a) 

Figura 2. Caracteres morfológicos de Pinus caribaea. (a) árboles 
adultos creciendo en Belice, (b) yema y acículas, (e) cono femenino, 
(d) cono masculino (e) corteza. Fotos b, e y e tomadas de 
Gimnosperm Database (www.conifers.org/pi/pin/caribaea.htm); y 
foto d, tomada de www.cybertruffle.org.uk/vinales/pics/pinus_ 
estrobilo_masculino.htm 
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Distribución geográfica 

Pinus caribaea tiene una amplia distribución natural en la zona del 
Caribe (Figura 3) y las variedades que la conforman se distribuyen en áreas 
geográficas particulares cuyo aislamiento probablemente ha influido en la 
diferenciación morfológica de las mismas. Pinus caribaea var. caribaea está 
confinada a las montañas del oeste de la isla de Cuba y en la isla de la 
Juventud, esta última situada lo suficientemente distante de la isla principal 
como para tener una población genéticamente distinta (Birks y Barnes, 1990; 
Francis, 1992). Pinus caribaea var. bahamensis es nativa de algunas islas de 
las Bahamas y del grupo Caicos (Grand Bahama, Great Abaco, Andros, New 
Providence y en tres pequeñas islas del grupo Caicos) (Francis, 1992). Pinus 
caribaea var. hondurensis se puede encontrar en la zona que se extiende 
desde el sureste de la Península de Yucatán y el este de Centroamérica 
hasta Nicaragua (Farjon y Styles, 1997; Francis, 1992; Dvorak et al., 2005). 
En general, todas las variedades se distribuyen entre las latitudes 12° N y 
2r N, longitudinalmente entre los 75° W y 90° W. 

Importancia económica 

Pinus caribaea es una especie tropical muy importante, se usa 
como ornamental y como árbol de sombra, en parte debido a su rápido 
crecimiento (0. 75-1.5 m por año hasta los 15-20 años) y su adaptabilidad 
a diversos tipos de suelo. Es particularmente eficaz para la protección de 
cuencas y vertientes perturbadas (Francis, 1992). La especie también se 
planta para restaurar sitios erosionados y agotados de nutrientes, por al 
menos los últimos 70 años se ha usado extensivamente en plantaciones 
tanto dentro como fuera de su rango natural de distribución, en áreas 
tropicales y subtropicales alrededor del mundo (Zheng y Ennos, 1999). 
Los árboles de esta especie son aprovechados para la obtención de 
resina, oleorresina, terpentina, látex y productos medicinales; su madera 
se utiliza en forma de vigas, madera de contrachapado, tableros de 
partículas, paneles, contenedores, cajas, estacas, garrochas, para pisos, 
muebles, juguetes, cubiertas de barcos, tablas para exportación, paletas, 
espátulas, pinceles, brochas, palos de escoba, en construcción de casas, 
postes, leña, antorchas, carbón y sus astillas son adecuadas para lo 
obtención de pulpa para papel (Van Wyk, 2002). 
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Figura 3. Distribución natural del complejo Pinus caribaea. Adaptado de 
Francis, 1992. 

1.2. VARIACIÓN GENÉTICA 

La finalidad de la genética de poblaciones es el estudio de los 
genes en las poblaciones que conforman a las especies y es importante 
por su aplicación en el conocimiento de la microevolución de las especies, 
procesos de especiación y en el aporte de la teoría y evidencia de análisis 
en la reconstrucción filogenética. El reto es la descripción de los niveles 
de variación genética dentro y entre poblaciones en términos de las 
fuerzas evolutivas: selección natural, deriva génica, mutación, migración y 
sistemas reproductivos (Eguiarte, 1990). Por un lado la mutación, la 
selección natural y la deriva génica son las fuerzas que favorecen la 
diferenciación genética de una población y por el otro, la migración tiende 
a igualarlas. Estas fuerzas que tienden a determinar la diferenciación 
genética entre poblaciones juegan un papel importante en la diversidad y 

11 



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

El estudio de la variación genética de una especie se puede hacer 
desde tres perspectivas: a nivel de individuos, a nivel de una población 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 proporción de loci que poseen alelos distintos respecto 
al total de loci examinados. En cuanto a poblaciones, la variación genética 
es definida tanto por el tipo de alelos presentes como sus frecuencias 
relativas y se expresa al nivel de una población dada, y entre poblaciones 
distintas, conforma la estructura genética de una población (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 
biológicos o geográficos detectables a lo largo del área de distribución 
natural de la especie, o a características ecológicas o de historia de vida, 
tales como mecanismos de polinización, dispersión de semillas y 
fecundidad (Pérez, 1990}. 

La diversidad genética puede cuantificarse midiendo la variación 
intrapoblacional desde dos puntos de vista. El primero toma en cuenta el 
número de variantes, esto implica conocer la tasa de polimorfismo (Pj). la 
proporción de loci polimórficos (P), la abundancia de variantes alélicas o 
número de alelos (n) y el número promedio de alelos por locus (A). El 
segundo, con base en la frecuencia de las variantes, conlleva a obtener el 
número efectivo de alelos (Ae) y la heterocigosidad esperada (He; 
diversidad genética de Nei). La heterocigosidad esperada promedio de 
todos los loci (H) evaluados en una población es una estimación del grado 
de variabilidad genética de la población y varia de O a 1 (De Vincent et al. , 
2004). La diversidad genética también se puede medir entre poblaciones 
calculando el aporte de una población a la variación genética total, esto a 
través del análisis de varianza molecular o AMOVA el cual se basa en un 
modelo jerárquico o anidado. 

1.3 ESTRUCTURA GENÉTICA 

Las poblaciones vegetales no son agregados de fenotipos 
arreglados aleatoriamente sino que están estructurados en espacio y 
tiempo. Esta estructura puede manifestarse entre poblaciones distintas 
geográficamente, dentro de un grupo local de plantas o aún en la progenie 
de individuos (Siatkin, 1994 ). Una población se considera estructurada si 
(1) hay deriva genética en algunas de sus subpoblaciones, (2) si la 
migración no se da uniformemente en toda la población, o (3) si el 
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apareamiento no ocurre al azar en toda la población. La estructura de una 
población afecta el grado de variación genética y los patrones de su 
distribución (De Vincent et al., 2004). 

En los años 30's, Wright se interesó en estudiar la estructura 
genética de las poblaciones y fué quien se percató de la tremenda 
diversidad de estructuras demográficas que puede tener una especie, e 
intentó siempre que fuera posible reducir esa complejidad en algo más 
simple que bastara para predecir los rasgos más importantes de la 
estructura genética (Siatkin, 1994 ). La teoría de Wright planteó así los 
conceptos de coeficiente de endogamia y tamaño efectivo de la población 
resumidos en un solo valor. El análisis de Wright acerca de las 
poblaciones geográficamente subdivididas tenía el mismo objetivo, 
mostrar que en muchos casos el efecto de una dispersión restringida 
puede ser descrita por un sólo valor. Más tarde, consideró el problema del 
aislamiento por distancia (Wright, 1943), modeló una situación en la cual 
la dispersión de las especies que ocupaban una gran área geográfica 
estaba restringida. Concluyó que lo que él había definido como tamaño 
del vecindario -el número de individuos en un área de la cual fueron 
muestreados los padres de cada individuo- era equivalente al tamaño 
efectivo poblacional de una sola población y era suficiente para predecir el 
grado de variación en las frecuencias alélicas entre las localidades. Sin 
embargo, los trabajos de Kimura yWeiss (1964), mostraron que el análisis 
de Wright (1943) era incompleto. Estos autores mostraron que para alelas 
neutros en un locus, la varianza en las frecuencias alélicas entre 
localidades depende, tanto del tamaño del vecindario como de la tasa de 
mutación en ese locus. 

Los índices de fijación (F) desarrollados por Wright {1951 ), son 
usados para describir la estructura genética de las poblaciones, éstos 
determinan la distribución de la variación genética dentro y entre 
poblaciones, se pueden calcular en tres diferentes niveles. El primero es 
F15, mide el grado de endogamia dentro de individuos relativo al resto de 
su subpoblación, éste refleja la probabilidad de que dos alelas dentro del 
mismo individuo sean idénticos por descendencia. Toma valores entre -1 y 
1 indicando un exceso de heterócigos u homócigos, respectivamente. El 
segundo es FsT. también conocido como índice de fijación, proporciona un 
estimado de la diferenciación genética entre subpoblaciones. Toma 
valores entre O y 1 indicando que todas las subpoblaciones son iguales o 
diferentes, respectivamente. lndices análogos a FsT han surgido después 
del planteado por Wright. Uno de ellos es GsT desarrollado por Nei (1973), 
el cual equivale a FsT cuando hay solamente dos alelas en un locus y en 
el caso de alelas múltiples GsT equivale al promedio ponderado de FsT 
para todos los alelas (Culley et al., 2002). Otro índice esB, propuesto por 
Weir y Cockerham (1984), preferido por tomar en cuenta el efecto de 
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tamaños de muestra desiguales y el número de poblaciones muestreadas. 
Y el más reciente es Rsr. desarrollado por Slatkin (1995) específicamente 
para el análisis de datos obtenidos con microsatélites, éste difiere de los 
anteriores porque asume un modelo de mutación de un paso (SMM, 
Kimura y Ohta, 1978) que puede ser más realista en comparación con el 
modelo de a lelos infinitos (IAM, Kimura y Crow, 1964) en el cual se basa 
F5r. Finalmente el tercer índice es el F1r. el cual es un coeficiente general 
de entrecruzamiento o endogamia, midiendo la heterocigosis de un 
individuo relativo al total de la población y toma valores de -1 a 1 
(Freeland, 2005). 

El modelo de mutación de un paso o paso a paso (SMM) que se 
asume en microsatélites sostiene que cuando los microsatélites mutan, 
ellos sólo ganan o pierden una repetición. Esto implica que los dos alelas 
que se diferencian por una repetición están más estrechamente 
relacionados (tienen un ancestro común más reciente) de los alelas que 
se diferencian por muchas repeticiones. En otras palabras, el tamaño de 
alelo importa cuando se hacen las pruebas estadísticas de 
subestructuración en la población. Un problema que se presenta es la 
homoplasia (cuando tenemos dos alelas idénticos en tamaño -mismo 
estado-, pero no idénticos por descendencia). En cambio, en el modelo de 
aleles infinitos cada mutación puede crear un nuevo alelo al azar. Un alelo 
de 15 repeticiones podría estar tan estrechamente relacionado con un 
alelo de 1 O repeticiones como a uno de 11 repeticiones. Todo lo que 
importa es que son alelas diferentes. En otras palabras, el tamaño 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 población 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 población 
evoluciona en forma casi independiente. Cuánto flujo genético se requiere 
para impedir la evolución independiente en poblaciones locales diferentes, 
depende de que otras fuerzas se encuentren actuando. El resultado de 
Wright para el modelo de islas nos habla del equilibrio alcanzado entre el 
flujo genético y la deriva genética. Si N m es mayor que 1, el flujo genético 
sobrepasa los efectos de la deriva e impide la diferenciación local. Si Nm 
es menor que 1, la deriva actúa en forma casi independiente en cada 
población. La selección que favorece al mismo alelo en diferentes 
poblaciones en general impedirá la diferenciación sin importar la cantidad 
de flujo genético. Estos resultados teóricos nos dicen que el flujo podría 
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impedir la diferenciación en algunos loci -aquellos que son neutros o que 
están bajo una selección débil- pero no en los loci que se encuentran bajo 
una selección fuerte. Además, el tiempo necesario para alcanzar los 
estados de equilibrio de cada locus depende tanto del grado de flujo 
genético como de la fuerza de la selección. Los loci fuertemente 
seleccionados alcanzarán sus frecuencias de equilibrio mucho más 
rápidamente que los loci neutros o débilmente seleccionados (Siatkin, 
1994). 

Hay dos métodos para estimar los niveles de flujo genético en 
poblaciones naturales (Siatkin y Barton, 1989). Los métodos directos son 
aquellos que dependen de observaciones o experimentos que miden el 
grado de dispersión. Por ejemplo, estudios de marcado, liberación y 
recaptura pueden proveer de estimaciones de la distancia promedio entre 
el punto de liberación y el punto de recaptura. En contraste con los 
métodos directos, los métodos 'indirectos' no dependen de estudios en 
individuos que se dispersan. En vez de ello, conducen a estimaciones del 
nivel promedio de flujo genético a partir de un modelo matemático de la 
interacción del flujo y otras fuerzas para predecir cuánto flujo genético 
debe haber estado ocurriendo para que los patrones observados estén 
presentes en los datos. El método indirecto más comúnmente utilizado 
para estimar el flujo genético entre pares de poblaciones se basa en el 
estadístico Fsr de Wright, el cual se calcula como Nm=(1-FsT)/4(FsT) 
(Wright, 1969). 

Los métodos indirectos para estimar los niveles y patrones de flujo 
genético utilizando el estadístico FsT de Wright realmente proporcionan 
estimaciones confiables del valor promedio de Nm y pueden indicar el 
grado de aislamiento por distancia (Siatkin, 1994). 

1.4 MARCADORES MOLECULARES 

Un marcador genético puede definirse como un carácter 
cuantificable que puede detectar variación ya sea en una proteína o en 
una secuencia de ADN. Una diferencia ya sea fenotípica o genotípica 
puede actuar como marcador genético si identifica en un individuo 
características del genotipo, del fenotipo o de ambos, y si además, puede 
hacerse seguimiento a su herencia a través de varias generaciones (De 
Vicente et al. , 2004 ). Los marcadores genéticos se dividen en tres tipos: 1) 
morfológicos, constituyen una medida directa del fenotipo, son de fácil 
disponibilidad, no requiere equipo sofisticado pero son ampliamente 
influenciados por el ambiente y su número es limitado; 2} bioquímicos 
(proteicos), son un complemento de los anteriores y se basan en la 
propiedades de migración de las proteínas que pueden separarse por 
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electroforesis y detectarse mediante ensayos bioquímicos específicos, 
pero también presentan influencia ambiental y son de número limitado; y 
3) moleculares, definido como los polimorfismos detectados en la 
secuencia del ADN del núcleo, mitocondria o cloroplasto, constituyen una 
medida objetiva de la variación, no están sujetos a la influencia del 
ambiente, pueden realizarse en cualquier etapa del desarrollo de la planta 
y son en número 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 únicos o múltiples y son de 
tipo dominante o codominante (Simpson, 1997). 

Los marcadores moleculares pueden ser detectados por 
hibridación, dentro de los cuales tenemos a los llamados RFLP 
(Polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restricción) y a los 
Minisatélites o número variable de repeticiones en tándem; o pueden estar 
basados en la amplificación del ADN por la reacción 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) (Yánez, 2002; Cornide-Hernández, 2002). 
Recientemente han surgido marcadores como las secuencias entre 
repeticiones simples (ISSR), las regiones amplificadas caracterizadas por 
una secuencia (SCAR), polimorfismos de un solo nucleótido (SNP), y es 
posible determinar la secuencia de bases del ADN en una región 
genómica de interés (núcleo, cloroplasto, mitocondria o ribosoma) para 
diferentes individuos (Rentaría-Alcántara, 2007). 

De todos los marcadores moleculares anteriores, los microsatélites 
están siendo ampliamente usados porque son altamente polimórficos, 
segregan de manera mendeliana, son codominantes, específicos 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 
(Yañez, 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 ecológicos, ya que son excelentes para estudiar 
flujo genético, tamaño efectivo de poblaciones, dispersión y migración, 
parentesco y relaciones, así como niveles de endogamia (Karhu, 2001 ). 
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Marcadores genéticos en especies forestales 

Las isoenzimas fueron de los primeros marcadores más 
ampliamente usados en estudios de variación genética de especies 
forestales (Furnier, 2004), ahora los microsatélites son de los marcadores 
más empleados en este tipo de estudios. Los primeros microsatélites 
desarrollados en árboles forestales fueron con Pinus radiata D. Don 
(Smith y Devey, 1994), desde entonces se han desarrollado para 
genomas nucleares de diversas especies de pinos (Butcher et al., 1999) 
(ver Cuadro 1 ). Los microsatélites nucleares son ideales para el estudio 
tanto de sistemas de apareamiento y análisis de paternidad, como 
también para el mapeo genético, mejoramiento vegetal, identificación de 
variedades e incluso individuos y para la conservación ·de especies. En los 
últimos diez años, pocos han sido los estudios que se han realizado con 
microsatélites nucleares en especies de pinos, estos son: Rajara et al., 
2000; Williams et al., 2000; Mariette et al., 2001(a) {b); Shepherd et al., 
2002; Al-Rabah'Ah, 2003; Boys et al., 2005; Kumar y Richarson, 2005; 
Karhu et al., 2006; Furlan et al., 2007 y Dvorak et al., 2009. El principal 
objetivo de dichos estudios ha sido evaluar inicialmente la transferencia de 
microsatélites entre especies de pinos por lo menos dentro del mismo 
subgénero (Strobus o Pinus) ya que desarrollarlos específicamente para 
cada especie es costoso y laborioso, una vez identificados aquellos que 
son polimórficos para cada especie, entonces se han aplicado para 
evaluar el nivel de variación y estructura genética en especies tanto de 
amplia como de restringida distribución natural, así como inferir la historia 
evolutiva de las mismas. 

Microsatélites procedentes del genoma de cloroplasto se han 
aislado también en varias especies de Pinus (Powell et al., 1995; Cato y 
Richardson 1996; Vendramin et al., 1996). El genoma de cloroplasto se 
hereda por vía paterna en la mayoría de las gimnospermas, lo que ofrece 
oportunidades para estudios comparativos del flujo de genes por medio 
del polen vs semilla y pruebas de paternidad (Kent y Richardson, 1997). 

Cuadro 1: Microsatélites caracterizados en el género Pinus L. Tomado de 
Butcher et al. (1999). 

Especie 
Pinus radiata D. Don 

Pinus sylvestris L. 

Pinus strobus L. 
Pinus conforta Douglas ex 
Lo u don 

No.loci 
24 

2 

23 
5 

17 

Fuente 
Smith y Devey 1994; Devey et 
al. , 1999; Echt et al., 1999 
Kostia et al., 1995; Soranzo et 
al., 1998 
Echt et al., 1996; 1999 
Hicks et al., 1998 



La principal aplicación de los microsatélites en árboles forestales 
incluye estudios de diversidad genética de poblaciones naturales y 
mejoradas, particularmente en especies con bajos niveles de variación 
detectada con isoenzimas, flujo de genes, dispersión de polen o semilla y 
diferentes sistemas de cruzamiento. Como estos parámetros son 
importantes para la conservación de los recursos genéticos forestales, los 
microsatélites se están utilizando para vigilar los efectos genéticos de los 
sistemas de ordenación forestal y de la fragmentación del bosque 
(Butcher et al., 1999). En los programas de domesticación, éstos 
marcadores pueden emplearse para la identificación del germoplasma y 
para ayudar a la construcción de mapas de ligamiento genético, con el 
objetivo final de lograr una selección asistida por marcadores. 

Además de proporcionar datos sobre la genética de poblaciones de 
árboles forestales, los microsatélites han abierto posibilidades para el uso 
de métodos analíticos que permiten obtener deducciones más detalladas 
sobre la historia evolutiva de los procesos de las especies y poblaciones. 
La eficacia de estos métodos aumentará con el número y variabilidad de 
loci, haciendo posible la estimación de las tasas de dispersión entre 
poblaciones, la identificación de dispersores individuales y la 
reconstrucción de los linajes genéticos de las poblaciones naturales 
(Waser y Strobeck, 1998). 

Sin embargo, los microsatélites presentan ciertas limitaciones o 
problemáticas, uno es la reducción o completa pérdida de amplificación de 
algunos alelos debido a la sustitución de bases (inserciones y/o 
deleciones) dentro del sitio del iniciador. Otra limitación es aquella 
asociada al proceso de amplificación en sí, la Taq polimerasa puede 
generar ciertos deslices durante la PCR añadiendo nucleótidos al 
producto de PCR que algunas veces pueden crear problemas de lectura. 
Otra situación a considerar es la homoplasia, ya que es posible que dos 
fragmentos amplificados del mismo tamaño no deriven de la misma 
secuencia ancestral (Karhu, 2001 ). 

Estudios de variación y estructura genética en Pinus caribaea 

En Pinus caribaea solo se han realizado unos pocos estudios para 
conocer la variación y estructura genética en poblaciones naturales, o en 
poblaciones con algún 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 isoenzimáticos (Cuadro 2). Así por ejemplo, al evaluarse 
algunas poblaciones de Pinus caribaea var. caribaea y Pinus caribaea var. 
bahamensis, se determinó que las poblaciones naturales presentaron 
altos niveles de diversidad genética y baja endogamia en comparación 
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con las plantaciones que mostraron menos diversidad y mayor endogamia 
(Zheng y Ennos, 1999). Además, observaron que ambas variedades 
representan unidades evolutivas distintas. Las isoenzimas se usaron 
también para estimar las relaciones entre poblaciones de P. caríbaea var. 
hondurensís y la variedad bahamensis, así como sus tasas de 
entrecruzamiento. Los resultados mostraron niveles de variación 
semejantes a otras especies de pinos y la tasa de entrecruzamiento fue 
ligeramente superior para la variedad hondurensis (t=0.905) en 
comparación con la variedad bahamensis (t=0.89), además las distancias 
genéticas corroboraron la diferenciación entre ambas variedades 
(Matheson et al., 1989). Finalmente, Dvorak et al. (2005} plantearon el 
posible origen natural o artificial (plantación realizada por los Mayas) de la 
población de El Pinal en Guatemala. El análisis isoenzimático reveló que 
esta población tuvo un origen ancestral y una amplia distribución en 
Centroamérica, además proponen un modelo climático indicando que la 
población de El Pinal pudo pertenecer a una amplia zona de distribución 
en Mesoamérica. 

Cuadro 2. Estudios de variabilidad y estructura genética con isoenzimas para el 
complejo de Pinus caribaea. Zheng y Ennos (1999} \ Matheson et al. (1989} 2 y 
Dvorak et al. (2005) 3• 

Variedad A Ho FsT 
Pinus caribaea var. 2.1-2.3 0.25-0.297 0.107-0.173 0.020 * 

caribaea 1 

Pinus caribaea var. 1.9-2.5 0.22-0.26 0.014-0.218 0.078 * 
bahamensis 1"

2 2.1-2.4 0.21-0.23 0.25-0.26 0.013 
Pinus caribaea var. 2.2-2.3 0.23-0.24 0.27-0.29 0.011 

hondurensis 2"
3 2.3-5.6 0.20-0.25 0.21-0.25 0.011 0.023 * 

A=número promedio de alelos por locus. Ho=heterocigosis observada. 
He=heterocigosis esperada. F1s=coeficiente de endogamia. FST=diferenciación genética 
entre poblaciones. p<0.05* 

En otro estudio se usaron marcadores AFLP's y microsatélites para 
obtener los mapas genéticos de Pínus el/iottii var. elliottií y P. caribaea var. 
hondurensis, lo que permite la comparación con otras especies de pinos y 
futuros análisis de caracteres cuantitativos (Shepherd et al., 2003). 

El único estudio realizado con marcadores microsatélites nucleares 
se reporta para Pinus caribaea var. hondurensis (Furlan et al., 2007), en 
donde se comparan tres tipos de poblaciones: una población que ha sido 
la base para mejoramiento genético de la especie, otra de árboles élite y 
la última, una población de híbridos F1. Los autores encontraron una baja 
diferenciación genética entre poblaciones (Fsr=0.0213} al igual que su 
diversidad genética (H0 =0.247 y H6 =0.248}, así mismo pudieron 
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determinar 10 potenciales cruzas entre árboles élite con el fin de lograr un 
mayor vigor híbrido entre progenies. 

1.5. JUSTIFICACION 

La información sobre los niveles y patrones de variación genética es 
importante para la conservación y el manejo de los recursos genéticos. Se 
ha reconocido que la diversidad genética es la materia prima del 
mejoramiento genético y la evolución de las especies (Furnier, 2004; 
Krutovskii y Neale, 2001 ). Por un lado, la variación genética en las plantas 
ha permitido aumentar los rendimientos en los cultivos, incrementar la 
resistencia a plagas y enfermedades o crecer en nuevas condiciones 
climáticas (Eguiarte y González, 2007). En otras palabras, si no hay 
reservas de variación, no se pueden mejorar los organismos y la selección 
artificial no puede actuar. Además, la variación genética permite que 
accione la selección natural, sin ella las poblaciones no se pueden adaptar 
a las nuevas y diferentes condiciones ambientales que ocurren a lo largo 
del tiempo, y tampoco cambiarían ni aparecerían nuevas especies, por lo 
que no habría evolución (Eguiarte y González, 2007; Krutovskii y Neale, 
2001 ). Es por esto que entre las diferentes razones por las que debemos 
conocer y conservar los recursos naturales (ecológicas, económicas, 
éticas), las razones genéticas ocupan un lugar preponderante. Desde el 
punto de vista genético, los genomas de las especies son reservorios de 
información genética sobre todo tipo de adaptaciones, procesos 
bioquímicos, morfologías, patrones de desarrollo, ciclos de vida y 
adaptaciones ecológicas complejas (Eguiarte y González, 2007). Existen 
porciones del genoma que no se expresan o 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 adaptación del organismo a condiciones futuras, materia prima 
de la evolución futura de diversos linajes. En síntesis la conservación de la 
variación genética mantiene la posibilidad de evolución (Eguiarte y 
González, 2007). 

La importancia que representa el estudio de la variación y la 
estructura genética en poblaciones naturales del género Pinus, para 
conocer y entender la historia evolutiva y la diversificación 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 
características para hacer este tipo de estudios, cuyos resultados serán 
de utilidad al aportar información que complemente la delimitación 
taxonómica de la especie y sus variedades, conocer el grado de 
diversidad genética de la especie, así como poder establecer el 
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planteamiento de estrategias de manejo y conservación de los recursos 
genéticos de este grupo de pinos tropicales. 

1.6. HIPÓTESIS 

El complejo Pinus caribaea representado por tres variedades, 
muestra una marcada diferenciación genética debido principalmente a la 
distribución geográfica de continente-islas presente en sus poblaciones. 
Esto se ve reflejado en las relaciones genéticas; donde la similitud 
genética es mayor entre poblaciones de la misma variedad y menor entre 
variedades, representando tres linajes evolutivos en proceso de 
especiación. 

1.7. OBJETIVOS 

General: 

Evaluar los niveles y posibles causas de la variabilidad y estructura 
genética entre poblaciones naturales del complejo de Pinus caribaea 
Morelet (P. caribaea var. caribaea, P. caribaea var. bahamensis y P. 
caribaea var. hondurensis) con el uso de marcadores moleculares 
microsatélite nucleares. 

Particulares: 

a) Estimar la variación y estructura genética del complejo de Pinus 
caribaea a través de su área de distribución natural. 

b) Evaluar los niveles de flujo genético y los tamaños efectivos de las 
poblaciones. 

e) Analizar las relaciones genéticas de las poblaciones en estudio y 
proponer las posibles rutas de migración de genes. 
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Capítulo 2. Materiales y Métodos 

2.1. ÁREA DE ESTUDIO Y COLECTA DE MATERIAL 

La zona de estudio incluye las áreas de distribución natural 
representativas del complejo Pinus caribaea Morelet (Pinus caribaea var. 
caribaea, Pinus caribaea var. bahamensis y Pinus caribaea var. 
hondurensis) las cuales se localizan en la isla de Cuba, Islas 8ahamas, 
México, 8elice, Guatemala, Honduras y Nicaragua. El número de 
poblaciones por variedad incluidas en este estudio, se seleccionó de 
acuerdo al tamaño del área de distribución natural que ocupa cada 
variedad, tomando en cuenta que los sitios de colecta estuvieran poco 
perturbados y no presentaran indicios de ser plantaciones (Figura 4). 

--+--
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Figura 4. Distribución de las poblaciones estudiadas del complejo de Pinus 
caribaea en la cuenca del Caribe. H-01 a H-12, poblaciones 
correspondientes a P. caribaea var. hondurensis, C1 y C2 poblaciones de la 
variedad caribaea; 81 y 82 corresponden a la variedad bahamensis. 
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En cada población se eligieron aleatoriamente entre 13 y 30 
árboles, esto de acuerdo al tamaño y características particulares de cada 
población, cuidando también que la separación entre los árboles 
muestreados fuera de más de 100 m para evitar el efecto de coancestría, 
aunque en las poblaciones insulares el tamaño poblacional fue el factor 
determinante del tamaño de muestra. En cada sitio de colecta se 
obtuvieron los datos geográficos: latitud, longitud y altitud (Cuadro 3), así 
mismo se observó la presencia de las principales especies vegetales 
asociadas al pino. 

El material foliar (acículas) colectado se identificó por árbol y 
población, se mantuvo bajo condiciones de frío (10-15°C) durante el 
traslado hasta su almacenamiento final en un ultracongelador a -80°C 
para su posterior procesamiento en laboratorio. 

Cuadro 3. Poblaciones estudiadas del complejo de Pinus caribaea. 

Variedad Población País C. l. LN. LO. Alt 

Caobas 
México 

H-01 1 so 14' 77.5" sao sr 60.4" 35 

Pioneros del Río H-02 17"53'05.0" 89° 10' 44.0" 68 
Carmelitas H-03 1?48'122' 8S032'55.0' 13 
Rock H-04 17"24'43.1" as· 26' 2.4" 16 

8elice 
M:luntain Pine H-05 1 fJ> sg 35'.a 8S05750.1' 501 

Pinus caribaea DeepRiver H-06 1f5>29' 16.0' 8S041'08.3' 31 
var. hondurensis Dolores Guatemala H-07 1f5>29'07.7' 89"25'34.9' 438 

Mezapa H-08 15°34' 18.6' 8? 36' 382' 306 
Trinidad Honduras H-09 15° 5' 54.37" aa·1s'10.74" 200 
Leimus H-10 14°45'57.0' 84°08'08.7 00 

Waspam H-11 14°43'09.8' 83"58' 47.1' 87 
Moss 

Nicaragua 
H-12 14°2713.8' 83"54' 14.4' 128 

Pinus caribaea Vlñales Cuba C1 2?l32' 48.4" 83" 42' 29.5" 239 
var. caribaea Mil Cumbres C2 22°4745.9" 83"21'57.44" 185 

Pinus caribaea Andros Islas 81 25°00'312" 7? 21.)' 06.9" 9 
var. bahamensis New Providence 8ahamas 82 24°55' 13.1" ?SO 00' 49.8" 4 

C. I.=Ciave de identificadón, L. N.=Latitud norte, L. O.=Longitud oeste, Alt=Aititud (msnm) 
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2.2. EXTRACCIÓN DE ADN 

El ADN genómico se extrajo de aciculas conforme al método 
Miniprep CTAB 2X modificado por Vázquez-Lobo (1996}. La calidad del 
ADN proveniente de cada árbol se verificó en geles de agarosa al 2%. La 
electroforesis se realizó en un equipo Wide mini-sub Cell GT, BioRad, a 
120V durante 15 minutos. En aquellas muestras donde se detectó RNA se 
agregó 1 !JI ribonucleasa (1 O mg/ml) para eliminarlo. 

El ADN se cuantificó en un espectrofotómetro (Beckman Couiter DU 
650 Spectrophotometer) diluyendo 2 !JI de muestra de ADN en 1 mi de 
agua destilada estéril y obteniendo la lectura de absorbancia a 260 nm. La 
concentración de ADN se calculó aplicando la fórmula (1 ). Posteriormente 
se realizaron las diluciones pertinentes para obtener una concentración de 50 
ng/¡JI en cada muestra con la fórmula CN1=CN2· 

[ADN] (ng/¡JI)= 00260 x 500 (factor dilución) x 50 (¡Jg/ml) (1) 

2.3. AMPLIFICACIÓN DE MICROSATÉLITES 

El estudio comprendió la amplificación de siete microsatélites 
nucleares derivados de Pinus taeda: PtTX2037, PtTX2123, PtTX2146, 
PtTX3013, PtTX3020, PtTX3025 y PtTX3029 (Eisik et al., 2000). Estos 
microsatélites fueron reportados como polimórficos y reproducibles para 
P. caribaea var. hondurensis (Delgado, en realización; Furlan et al., 2007; 
Shepherd et al., 2002}. Las características de estos iniciadores se 
describen en el Cuadro 4. 

La amplificación de los microsatélites se llevó a cabo mediante la 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Las condiciones de reacción 
y de amplificación fueron realizadas de acuerdo a Elsik et al. {2000} y 
Furlan et al. (2007). La mezcla de reacción para cada individuo consistió 
de buffer de PCR 1X (200 mM Tris-HCL con pH 8.4; 500 mM KCI, 
lnvitrogen), 0.2 mM de dNTP's (lnvitrogen); 0.22 !JM de iniciador sentido y 
antisentido (lnvitrogen); de 2 a 4 !JM de cloruro de magnesio (lnvitrogen); 
0.2 !JI Taq DNA polimerasa (5 U/¡JI, lnvitrogen) y 50-100 ng ADN 
genómico, todo llevado a un volumen final de 23 ¡JI. La amplificación se 
llevó a cabo en un termociclador (GeneAmp PCR System, Applied 
Biosystem) usando el siguiente protocolo: desnaturalización inicial a 94°C 
por 5 minutos, después dos ciclos conformados: 94°C por 1 minuto, 60°C 
por 1 minuto y 72°C durante 35 segundos; 20 ciclos que comprenden: 
desnaturalización a 94°C durante 45 segundos, 45 segundos a 
temperatura de alineamiento disminuyendo 0.5°C cada ciclo, extensión a 
72°C por 1 minuto; después 20 ciclos más comprendiendo: 
desnaturalización 1 minuto a 94°C, 1 minuto a la temperatura final de 
alineamiento y una extensión por 1 minuto a 72°C; la extensión final fue a 
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72°C durante 5 minutos y finalmente disminución de la temperatura a 4°C. 
La temperatura inicial de alineamiento (T m) fue específica para cada 
iniciador (Cuadro 4). La amplificación de los fragmentos específicos para 
cada iniciador se verificó al visualizar los productos de PCR en geles de 
agarosa (2%) teñidos en un baño de bromuro de etidio (50 ¡Jg/ml), previa 
separación de fragmentos mediante electroforesis utilizando una cámara 
horizontal (Wide mini-sub Cell GT, BioRad). 

Cuadro 4. Características de los siete loci de microsatélites nucleares 
amplificados en Pinus caribaea. 

Iniciador Motivo de Secuencia (5'-3') Tm R. T. N.A. 
re~etición 

PtTX2037 (GTGA)a(GTM F: GCCTTTAGATGAATGAACCCA 63 197-261 13 
R: TAAGCGGGATATIATAGAGTIT 

PtTX2123 (AGC)a F: GAAGAACCCACAAACACAAG 57 195-207 5 
R: GGGCAAGAATICAATGATAA 

PtTX2146 (GAG};. .. (CAG')J F: CCTGGGGATTTGGATIGGGTATTTG 57 162-192 9 
CGGCAG~ R: ATATITICCTIGCCCCTICCAGACA 
(CAG~ 

PtTX3013 (GTI),o F:GCTICTCCATIAACTAATICTA 63 116-137 4 
R:TCAAAATIGTICGTAAAACCTC 

PtTX3020 (CAA)g F: GTCGGGGAAGTGAAAGTA 65 194-215 6 
R: CTAGGTGCAAGAAAAGAGTAT 

PtTX3025 (CAA)10 F: CACGCTGTATAATAACAATCTA 59 250-280 10 
R: TICTATATICGCTITIAGTTTC 

PtTX3029 (OCT};. .. (<?CT)¡ F: CTIGTIGCTGCTICTGC 63 255 3 
* ... (OCT); R: AACAAAATAATATAAATGCTCTGC 

T m= Temperatura de alineamiento (0C), R. T.=Rango del tamaño de alelos (pb), N. 
A.=Número de alelos por locus (Eisik et al., 2000; Furlan ef al., 2007*) 

Las muestras amplificadas de cada población se prepararon 
añadiendo a cada una 5 ¡JI de buffer de carga (formamida, conteniendo 
0.45% de azul de bromofenol y 0.25% de xileno-cianol), posteriormente se 
desnaturalizaron a 94°C durante 5 minutos. 5 ¡JI de cada una de éstas se 
cargaron en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 5% 
(acrilamida/bis-acrilamida 40%) con urea (7M) y TBE (0.5%). La 
electroforesis se realizó en un equipo Thermo EC160 DNA Sequencing 
System, a 50-60W de poder constante durante 1.5 a 3.5 hrs, dependiendo 
del microsatélite empleado (Cuadro 5). Los geles se revelaron por el 
método de tinción de Nitrato de plata propuesto por Echt et al. (1996), y la 
determinación del tamaño de los fragmentos se realizó visualmente, 
utilizando como referencia un marcador de 1 O pb. 
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Cuadro 5. Condiciones para la secuenciación 
de los diferentes loci amplificados en el 
complejo de Pinus caribaea. 

Iniciador Condiciones 
PtTX2037 50 watts 
PtTX2123 54 watts 
PtTX2146 54 watts 
PtTX3013 54 watts 
PtTX3020 60 watts 
PtTX3025 54 watts 
PtTX3029 50 watts 

2.4. ANÁLISIS DE DATOS 

Tiempo 
2:00 hrs. 
2:00 hrs. 
2:00 hrs. 
1:40 hrs. 
2:30 hrs. 
3:00 hrs. 
2:00 hrs. 

Los diferentes tamaños de alelas obtenidos con todos los 
microsatélites se arreglaron en una base de datos. De los siete 
microsatél ites amplificados, dos loci han sido reportados con presencia de 
alelas nulos, el PtTX2037 y PtTX3020 (Williams et al., 2000} y también el 
PtTX2037 pero por Shepherd et al. (2002). Sin embargo, el pequeño 
tamaño de muestra que emplearon en estos dos estudios (de 5 a 14 
individuos por población y diez megagametofitos haploides, 
respectivamente) podría representar un sesgo en el resultado. Tomando 
en cuenta este dato, se estimó la frecuencia de alelas nulos para cada 
locus (Brookfield, 1996) por medio del programa Micro-Checker v. 2.2.3 (Van 
Oosterhout et al., 2004). Este programa usa un método de simulación de 
Monte Cario (bootstrap) para generar la frecuencia de homócigos y la 
frecuencia de las diferencias en el tamaño de alelas heterócigos, asume que 
la población esta en equilibrio Hardy-Weinberg y es capaz de discriminar 
entre desviaciones a causa de alelas nulos, deslices en la alineación o 
dominancia de alelas cortos. 

Variación genética 

La variación genética se estimó con base en las frecuencias alélicas y 
tomando en cuenta el modelo de mutación de un paso (SMM; Kimura y Ohta, 
1978}. Los índices de variación considerando tres niveles (poblaciones, 
variedades y especie) fueron los siguientes: número total de alelas por 
población (n), número promedio de alelas por locus (A) y número efectivo de 
alelas (Ae). heterocigosidad observada (H0 ) y esperada (He) así como el 
índice de diversidad genética promedio o de Nei (H) (Nei, 1973). Las 
frecuencias de alelas por población e índices de variación genética (A, n, H0 , 

He. y H) así como el índice de endogamia (F15) de cada población se 
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realizaron en el programa Arlequín (Excoffier et al., 2005). En este mismo 
programa se realizó la prueba exacta por locus para determinar si las 
poblaciones se encuentran en equilibrio Hardy-Weinberg (Guo y Thompson, 
1992) con los parámetros: 100,000 pasos en la cadena de Markov y 5000 
pasos previos al inicio. El número efectivo de alelos se obtuvo mediante la 
fórmula: Ae=1/ rP? (De Vincent et al., 2004). 

El tamaño efectivo (Na) para la especie se obtuvo indirectamente con el 
uso del valor promedio del flujo genético Nm mediante la formula: N8 =2 x 
3.1416 x Nm (Siatkin y Barton, 1989). Se estimó también de manera indirecta 
para cada población de acuerdo a la formula: B=1/(1-H8 )

2 -1 modificada para 
microsatélites con el programa Arlequín (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 
información a priori de posibles grupos (variedades) o sin ningún previo 
planteamiento de alguna agrupación: 

Primera aproximación: la estructura genética entre poblaciones se 
calculó con el modelo SMM (Rsr) (Siatkin, 1995) probando tres 
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 distribución 
geográfica (norte, centro, sur). 

Segunda aproximación: se realizó un análisis de inferencia bayesiana 
de la estructura genética de acuerdo con Corander et al. (2003) cuya ventaja 
es combinar la información de varios loci en un modelo de probabilidad 
sencillo en vez de simplificar en un solo promedio como ocurre en el 
tradicional Fsr. Este análisis consistió 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 
indicó a priori cada uno de los grupos (16 poblaciones). Estos análisis se 
realizaron mediante el programa BAPS 3 (Corander et al., 2003). 

Tercera aproximación: se realizó un análisis de simulación de 
alineamiento (Dupanloup et al. , 2002). Este procedimiento permite definir 
grupos de poblaciones que son geográficamente homogéneas y maximiza la 
diferenciación genética entre las mismas (Heuertz et al. , 2004). Este se basa 
en un procedimiento de alineamiento simulado, cuyo algoritmo usa una 
búsqueda aleatoria que no acepta solo cambios que disminuyen (o 
aumentan) para optimizar una función particular, sino también cambios que 
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lleven a soluciones sub-óptimas. Las estimaciones fueron realizadas 
asumiendo valores de 1 a 9 K grupos, con 1 O, 000 iteraciones para cualquiera 
de las 200 condiciones iniciales aleatorias. El mejor agrupamiento se 
determinó como aquel que presentó un valor de Fcr mayor y significativo, 
además de tener una explicación biológica congruente. Este análisis se 
realizó con el programa SAMOVA 1.0 (Análisis Espacial de la Varianza 
Molecular) (Dupanloup et al., 2002). 

Adicionalmente, se realizó un análisis jerárquico de varianza molecular 
(AMOVA) para estimar la varianza genética en cada uno de los modelos de 
estructura bajo los niveles: entre poblaciones (Fsr), entre individuos (F15) y 
dentro de individuos (Frr). Este análisis se realizó en el programa Arlequín 
(Excoffier et al., 2005). 

Flujo genético y aislamiento por distancia 

El flujo genético (Nm) total para la especie se estimó de manera 
indirecta de acuerdo al modelo finito de islas de Crow y Aoki {1984) conforme 
a la formula: Nm=1-F5r/4(Fsr)a, Donde: a= [n/n-1]2 y n=número de 
poblaciones. Además, se estimó el flujo genético (Nm) entre pares de 
poblaciones de acuerdo a la formula: Nm=1-F5r/4(Fsr) de Wright {1969) con 
el programa Genetix 4.03 (Belkhir et al., 2004). 

De manera complementaria, se realizó un análisis de aislamiento por 
distancia (Siatkin, 1993) basado en un modelo poblacional de islas, el cual 
examina la relación del flujo genético con la distancia geográfica entre pares 
de poblaciones. Se realizó un gráfico de correlación simple y se determinó el 
coeficiente de correlación en el programa Statistica (StatSoft lnc., 2005). La 
confiabilidad estadística se determinó con una prueba de Mantel con 10,000 
permutaciones aleatorias (Sokal y Rohlf, 1995; Rousset, 1997) usando las 
matrices de flujo genético (Nm) y distancias geográficas entre pares de 
poblaciones con el programa Arlequín (Excoffier et al., 2005). 

Relaciones genéticas 

Finalmente, para conocer la manera como están relacionadas 
genéticamente las poblaciones y las posibles rutas de migración, se 
estimaron las distancias genéticas entre pares de poblaciones de acuerdo 
con dos modelos; uno específico para microsatélites y uno generalmente 
aplicado en este tipo de estudios: 1) la distancia promedio cuadrada (ol.l/ 
propuesta por Goldstein et al. (1995), la cual tiene incorporadas las 
características del modelo de mutación de un paso e independencia del 
tamaño de la población, y 2) la distancia genética Da propuesta por Nei et al. 
{1983) modificada de Cavalli-Sforza {1969). A partir de esta información, se 
realizó un análisis de Neighbour-joining y se estimó su significancia con 1,000 
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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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Capítulo 3. Resultados 

El análisis preliminar de datos reveló la presencia de alelas nulos en 
los locus PtTX2146, PxTX2037 y PtTX3029. En los dos primeros fue 
posible eliminar su presencia de acuerdo a las frecuencias de genotipos 
probables en base al método de estimación de alelas nulos de Brookfield 
(1996). Sin embargo, el locus PxTX3029 no se logró corregir con este 
procedimiento probablemente porque presentó un 40% de datos faltantes 
y una alta frecuencia de alelas nulos (40-90%) en nueve poblaciones, por 
lo tanto se excluyó del análisis. Se identificaron los tamaños de alelas por 
locus para cada población (Figura 5). 

PtTX3013 PtTX2123 

200 

190 

"' 

"' 

"' 

"' 

"' 

PtTX3020 

Figura 5. Tamaños de alelas por locus obtenidos en geles de 
poliacrilamida (5%) con seis microsatélites nucleares en poblaciones de 
Pinus caribaea. 
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3.1. VARIACIÓN GENÉTICA 

A nivel de especie se obtuvo un total de 36 alelas. El número de 
alelas por locus varió de cuatro para los loci PtTX2123 y PxTX2037 hasta 
nueve para ellocus PxTX2146 (Anexo 1). 

A nivel de población, el número total de alelas por población varió 
desde 14 alelas hasta 25 alelas. En las poblaciones de Pinus caribaea 
var. hondurensis se presentó el mayor número de alelas; H07 (n=25; 
Guatemala), H05 (n=24; 8elice) y H08 (n=24; Honduras). En contraste, las 
poblaciones que presentaron el menor número de alelas fueron de la 
misma variedad, pero se distribuyen en la zona norte (México), n=18 para 
H01 y n=14 para H02, siendo estas mismas poblaciones las que 
presentaron el menor número de alelos promedio por locus (Cuadro 6). El 
número efectivo de alelas varió de 2 a 3 sin diferencias entre las 
poblaciones de cada variedad (Cuadro 6). Alelas únicos se presentaron en 
la población 81 (8ahamas) en los loci PtTX3025 (247 y 263 pb) y 
PtTX3013 (137 pb) y en la población H05 que presentó un alelo único en 
ellocus PtTX2146 (159 pb) (Anexo 1). 

La diversidad genética promedio (H) por variedad fue muy similar 
entre poblaciones (Cuadro 6). Sin embargo, en la variedad hondurensis 
sobresalen tres poblaciones con la mayor diversidad genética: H12 
(H=0.5688), seguida de H11 (H=0.52) y H1 O (H=0.52). En cambio las 
poblaciones H01 y H02 (México) presentaron los promedios más bajos de 
diversidad genética, H=0.36 y H=0.42 respectivamente. En la variedad 
caribaea sobresale C1 (H=0.5263) y en la variedad bahamensis 82 
(H=0.53), como las poblaciones con los promedios de diversidad más 
altos. 

Los valores de heterocigosidad esperada promedio por población 
variaron entre 0.35 (en H02, México) a 0.63 (en H07, Guatemala) y la 
heterocigosidad observada de 0.31 (en H01 , México) a 0.59 (en 81 , 
8ahamas) (Cuadro 6}. La mayoría de las poblaciones se encuentran en 
equilibrio Hardy-Weinberg. Sin embargo, para Pinus caribaea var. 
caribaea una población se encuentra en desequilibrio (C2; p>0.05} 
observándose un menor número de heterócigos a los esperados. 

El valor del índice de endogamia por variedad fue bajo pero 
significativo (F15=0.1 00; p=0.001 ). A nivel de poblaciones éste índice varió 
de -0.20 (H04 en 8elice y C1 en Cuba) a 0.27 (H06 en 8elice y 82 en 
8ahamas). Solo para H06 se observó este valor como significativo 
(p=0.008). En general podemos suponer que no existen procesos 
significativos de endogamia. Este resultado corrobora que la mayoría de 
las poblaciones se encuentran en equilibrio Hardy-Weinberg (Cuadro 6). 
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Cuadro 6. Variación genética obtenida con seis loci de microsatélites 
nucleares ~ara las ~oblaciones del com~lejo de Pinus caribaea. 

p N n A A. H Hll Ht NI F,lZ 
H-01 24 18 3 2.1 0.3697 0.3757 0.4668 36 0.0306 

(0.239) (0.214) (0. 206) (16) 
H-02 14 14 2.5 1.8 0.4212 0.3095 0.3510 14 0.1014 

(0.269) (0.232) (0.243} (8) 
H-03 19 19 3.2 2.8 0.5082 0.4410 0.5676 231 0.0546 

(0.324) (0.230) (0.138) (393) 
H-04 18 21 3.5 3.1 0.4778 0.5229 0.5934 129 -0.2060 

(0.309) (0.166) (0.134) (83) 
H-05 30 24 4 3 0.4744 0.5656 0.5812 351 0.0968 

(0.304) (0.106) (0.138) (457) 
H-06 22 23 3.8 3 0.5095 0.4908 0.5781 943 0.2762* 

(0.309) (0.217) (0.225) (4607) 
H-07 20 25 4.2 3.2 0.5056 0.5367 0.6336 777 -0.0332 

(0.309) (0.101) (0.127) (3633) 
H-08 25 24 4 3.2 0.4514 0.5206 0.6001 303 0.1177 

(0.280) (0.232) (0.217) (447) 
H-09 16 22 3.7 2.6 0.5000 0.4531 0.5894 121 0.2039 

(0.308) (0.172) (0.157) (152) 
H-10 21 22 3.7 2.5 0.5205 0.5159 0.5527 169 -0.0871 

(0.306) (0.143) (0.128) (210) 
H-11 24 22 3.7 3 0.5284 0.5371 0.6212 373 -0.1248 

(0.333) (0.113) (0.066) (695) 
H-12 21 23 3.8 2.8 0.5688 0.5161 0.6160 169 0.0247 

{0.354) {0.140) {0.064) {210) 
Plnus caribaea var. 0.499 0.493 0.622 * 610 0.082 

hondurensis (0.30) (0.10) (0.09) (141) p=0.006 

C1 19 20 3.3 2.8 0.5263 0.5226 0.5736 118 -0.2089 
(0.319) (0.177) (0.112) (56) 

C2 18 19 3.2 2.5 0.4635 0.3843 0.5546* 67 -0.1362 
(0.302) (0.147) (0.158) (52) 

Pinus caribaea var. 0.500 0.462 0.583* 297 -0.177 
caribaea (0.31) (0.13) (0.10) (277) p=0.996 

81 16 20 3.3 2.6 0.4980 0.5914 0.5586 121 0.2043 
(0.321) (0.132) (0.103) (152) 

82 13 19 3.2 2.8 0.5338 0.4336 0.5936 322 0.2742 
(0.342) (0.178) (0.095) (1239) 

Pinus caribaea var. 0.490 0.530 0.605 327 0.260 
bahamensis ¡o.31~ ¡o.o9~ ¡o.o9~ ¡421~ Eo.o14 

Promedio general 0.494 0.496 0.632* 818 0.100 
¡o . 296~ ¡o . o92~ ¡o.o914~ ¡167~ Eo.oo1 

P=Poblaciones, N=número de individuos por población, n-número total de alelos por 
población, A=número de alelos promedio por locus, Ae=número efectivo de alelos, 
H=diversidad genética promedio, Ho=heterocigosidad observada, He=heterocigosidad 
esperada, Ne=tamaño efectivo y Fts=divergencia genética dentro de poblaciones 
(índice de endogamia). Desviación estándar entre paréntesis. p<0.05*. 
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Para la especie Pinus caribaea el tamaño efectivo (Ne) fue de 15 
individuos. La variedad hondurensis presentó un Ne mayor con relación a 
las variedades caribaea (297 individuos) y bahamensis (327). A nivel de 
poblaciones H06 (N6 =942; Belice) y H07 (N6 =777; Guatemala) 
presentaron el mayor tamaño efectivo, en cambio las poblaciones de 
México, H02 (N6 =14) y H01 (N6 =36) obtuvieron los menores tamaños 
(Cuadro 6). 

3.2. ESTRUCTURA GENÉTICA 

Primera aproximación: el análisis de la estructura genética 
considerando a todas las poblaciones como un grupo presentó un valor de 
Rsr de 0.08044 {p<0.001 ), lo que implica una moderada diferenciación 
genética. Así mismo se encontró un valor moderado de estructura genética 
entre variedades Rsr=0.09167 {p<0.001). Sin embargo, en la variedad 
hondurensis no se encontró 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 análisis para el 
complejo de Pinus caribaea. 

Modelos 
Modelo 1. Entre el total de las poblaciones 

Modelo 2. Entre variedades 

Modelo 3. Entre grupos de P. caribaea var. hondurensis 
Grupo 1: H01, H02, H03, H04, H05, H06 y H07. 
Grupo 2: H08 y H09. 
Grupo 3: H1 O, H11 y H12. 

Rsr (SMM) Valor p 
0.08044 0.0001 

0.09167 0.0001 

0.00031 0.49071 

El análisis jerárquico de varianza molecular (AMOVA) demostró que 
entre variedades, el mayor porcentaje de variación se presenta dentro de 
individuos (F1r :0.18427; p=0.001) y un bajo porcentaje entre poblaciones 
(F5c:0.04183; p=0.037) o entre variedades (Fcr:0.09167; p=0.001) y dentro de 
poblaciones (F15:0.0627 4; p=0.001 ). Esto significa que la mayor diferenciación 
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 8. Análisis de Varianza Molecular AMOVA para el complejo 
de Pinus caribaea. 

TOTAL DE POBLACIONES 
F. V. G.L. S. C. c.v. P. V. 

Entre poblaciones 15 9279.978 13.86207 8.04443 
Entre individuos dentro de 304 43315.240 9.94121 5.76908 
poblaciones 
Dentro de individuos 320 41509.500 148.51552 86.18649 

Total 639 94104.718 172.31881 

VARIEDADES 

F. V. G.L. S. C. c.v. P. V. 
Entre variedades 2 4102.866 16.69068 9.16740 
Entre poblaciones dentro 13 5177.112 6.91817 3.79982 
de variedades 
Entre individuos dentro de 304 43315.240 9.94121 5.46024 
poblaciones 
Dentro de individuos 320 41509.500 148.5155 81.57254 

Total 639 94104.718 182.0656 
F. V.=fuente de variación, G. L.=grados de libertad, S. C.=suma de 
cuadrados, C. V.=componentes de varianza y P. V.=porcentaje de 
variación. 

Segunda aproximación: el resultado obtenido con el análisis de 8APS 
determinó como mejor agrupamiento la formación de tres grupos de 
individuos (/ogm/=-3636). Este análisis reveló la separación de los individuos 
pertenecientes a las poblaciones H01 y H02 (mayormente en rojo) de los que 
conforman las poblaciones C1 , C2, 81 y 82 (mayormente en verde). Las 
demás poblaciones (H03 a H12) conforman una mezcla de los tres grupos 
(Figura 6a). Esto permite identificar que las poblaciones en la variedad 
hondurensis son más variadas entre sí. 

El anál isis de estructura identificando la formación de grupos 
genéticamente divergentes formó la presencia de 8 agrupaciones (logml= -
37 46.4 ). En la variedad hondurensis se diferenciaron cinco grupos y en la 
variedad bahamensis las dos poblaciones que la conforman son diferentes, 
en cambio para la variedad caribaea ambas poblaciones son semejantes 
(Figura 6b). Esto sugiere la presencia de una estructura a nivel de variedades 
y dentro de ellas. 
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Figura 6. Análisis bayesiano de varianza molecular (BAPS) para el complejo 
de Pinus caribaea. Estructura genética estimada a nivel de individuos (a) y 
poblaciones (b). Colores iguales indican un mismo grupo. 

Tercera aproximación: el análisis de SAMOVA (Cuadro 9) permitió 
identificar dos posibles agrupaciones, una con 3 K grupos y otra con 4 K 
grupos. El valor mas alto de Fcr fue de 0.54 (p<0.01) para la formación de 3 
grupos, sin embargo con 4 grupos se separan 3 de las 4 poblaciones que 
conforman las variedades insulares. 

Estas dos agrupaciones coinciden en separar a las poblaciones de 
Pinus caribaea var. caribaea (C1 y C2) del resto de poblaciones que 
corresponden a las variedades bahamensis y hondurensis. Además en la 
variedad bahamensis solo se identifica a la población 82 como un grupo 
genéticamente diferente. 
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Cuadro 9. Análisis espacial de varianza molecular (SAMOVA) para el 
complejo de Pinus caribaea. 
K Fcr Agrupamiento Variedad 

3 

4 

(valor p) 

0.54019 
(0.0049) 

0.46638 
(0.0001) 

1) C2 
2) C1 
3) Resto de las 

poblaciones 
1) C2 
2) C1 
3) 82 

4) Resto de las 
poblaciones 

Pinus caribaea var. caribaea 

Pinus caribaea var. bahamensis 
Pinus caribaea var. hondurensis 

Pinus caribaea var. caribaea 

Pinus caribaea var. bahamensis 

Pinus caribaea var. hondurensis 
Pinus caribaea var. bahamensis 

3.3. FLUJO GENÉTICO Y AISLAMIENTO POR DISTANCIA 

El flujo genético (Nm) calculado para todas las poblaciones fue de 
2.5 migrantes por generación. A nivel de variedades el flujo genético fue 
mayor para Pinus caribaea var. hondurensis (7 migrantes) en 
comparación con las variedades caribaea (3.9 migrantes) y bahamensis (3 
migrantes). El flujo entre las dos variedades de las islas del Caribe fué de 
dos migrantes entre C2 y 82, hasta 3.7 entre C2-81 y en C1-82 (Cuadro 
1 0). Cabe resaltar que solo tres de las doce poblaciones de la variedad 
hondurensis (H01, H02 y H1 O) presentaron menos de un migrante con las 
poblaciones C1 (variedad caribaea), 81 y 82 (bahamensis) . 

Entre pares de poblaciones se encontraron valores desde cero 
migrantes (en 17 pares de poblaciones, ver Cuadro 1 O) hasta un máximo 
de más de 20 migrantes (H03-H09 y H01-H02). La población H02 es la 
que presentó los valores más bajos de flujo, tanto con poblaciones de su 
misma variedad como con las variedades insulares (Cuadro 1 0). 
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Cuadro 10. Flujo genético entre pares de poblaciones del complejo de Pínus 
caríbaea. 

H01 H02 H03 H04 H05 H06 H07 H08 H09 H10 H11 H12 C1 C2 81 
H02 23.66 O 
H03 3.10 1.07 O 
H04 1.19 0.66 3.31 O 
H05 2.78 1.76 2.88 3.29 O 
H06 2.02 0.98 3.03 4.21 3.77 O 
H07 1.43 0.81 4.30 9.65 13.85 3.60 O 
H08 1.01 1.26 1.24 1.34 2.90 1.72 1.99 O 
H09 1.54 0.67 20.62 9.38 3.71 4.37 12.56 1.3 O 
H10 2.02 1.05 12.04 2.72 1.73 2.71 2.06 1.3 4.01 O 
H11 2.89 1.17 O 7.87 4.36 6.55 5.9 1.91 O 16.58 O 
H12 1.77 0.86 3.68 5.14 6.67 6.20 O 1.47 8.19 1.81 6.03 O 
C1 0.92 0.59 1.74 2.61 3.65 2.97 4.44 1.47 2.47 0.94 2.11 3.7 O 
C2 1.52 1.41 1.70 1.58 9.20 3.53 3.54 3.11 1.68 1.13 1.96 3.21 3.93 O 
81 0.76 0.53 1.18 3.03 2.82 2.44 4.64 1.78 2.43 0.91 1.90 5.86 3.67 1.99 o 
82 0.95 0.75 1.46 1.64 3.22 1.85 4.82 1.57 2.0 0.90 1.76 3.94 2.66 3.70 3.0 

No se determinó la existencia de aislamiento por distancia 
(coeficiente de determinación=0.0638 p=0.992). Sin embargo, se observa una 
baja correlación negativa entre las distancias geográficas y el flujo genético 
(r=-0.257; p=O.OOS). Esto demuestra una ligera tendencia en la disminución 
del flujo genético (Nm) conforme aumenta la distancia (Figura 7). A pesar de 
esto, la relación no es suficiente para demostrar que exista diferenciación 
genética entre poblaciones debido al incremento de la distancia geográfica y 
disminución de flujo genético. 
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Figura 7. Correlación entre distancias geográficas y flujo genético del 
complejo de Pinus caribaea. Transformación Log(10). Identificación de 
acuerdo a variedades, H:Pinus caribaea var. hondurensis, C:Pinus 
caribaea var. caribaea y B: Pinus caribaea var. bahamensis. 

3.4. RELACIONES GENÉTICAS 

Las relaciones genéticas obtenidas con los dos modelos de distancias 
fueron similares en cuanto a la identificación de dos grandes grupos, pero 
diferentes en las poblaciones que los conforman (Figura 8). El filograma con 
las distancias (o¡.t}2 forma dos agrupamientos, en el primero separa las 
poblaciones de la variedad caribaea (C1 y C2) junto con una población de 
la variedad hondurensis (H06). En el segundo grupo se aprecia un 
escalamiento de relaciones con poblaciones de la variedad hondurensis y 
la variedad bahamensis (81 y 82). Esto sugiere que la variedad 
hondurensis presenta similitudes con la variedad bahamensis. 

En contraste, la topología obtenida con la distancia Da relaciona 
inicialmente en el primer grupo a las poblaciones H01 y H02 de la 
variedad hondurensis, considerándolas como más ancestrales de todas 
las demás. En el segundo grupo se observan tres subgrupos, en el 
primero únicamente se separa la población de la variedad bahamensis 
(81 ), que se relaciona con un segundo subgrupo en el cual se muestra la 
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relación entre las dos poblaciones de la variedad caribaea {C1, C2), las 
cuales se relacionan con la población 82 de la variedad bahamensis. Las 
diez poblaciones restantes de la variedad hondurensis conforman un 
último subgrupo, dentro del cual se pueden apreciar algunas relaciones 
entre pares de poblaciones, principalmente entre aquellas ubicadas en el 
centro-norte de la distribución de esta variedad. Se considera que las 
relaciones genéticas presentes en el filograma con la distancia Da explican 
de manera más congruente las condiciones biológicas y geográficas de 
este com piejo. 

.-----H02 

H12 

C2 

a 

B2 
H05 

H07 

H09 

H11 

H03 

H08 

H04 

H06 

H12 

H10 

B1 

C2 
C1 

H01 

b} HOZ 

Figura 8. Filograma mostrando las relaciones genéticas entre 
poblaciones del complejo de Pínus caríbaea. a) o¡Q y b) Da. 
Bootstrap basado en 1000 réplicas. B=P. caríbaea var. bahamensís, 
C=P. caribaea var. caribaea y H=P. caribaea var. hondurensis. 
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Capítulo 4. Discusión 

4.1. DIVERSIDAD GENÉTICA 

Las poblaciones de las tres variedades del complejo de Pinus 
caribaea estudiadas en este trabajo presentan una considerable variación 
genética, la cual es menor a la obtenida en otras especies de pino con el 
uso de SSRn (Williams et al., 2000; Shepherd et al., 2002; Dvorak et al., 
2009). El número de alelos observados en este estudio {36 totales) se 
encuentra por abajo del intervalo que se ha obtenido en otras especies de 
pino (P. resinosa n=45, Boys et al., 2005; P. pinaster n=62 y 82, Mariette 
et al., 2001 a, b; y P. taeda n=172, Williams et al., 2000). La riqueza de 
alelos entre las variedades insulares de Pinus caribaea es muy similar 
(n=19.5), no así para la variedad continental en donde la mayoría de las 
poblaciones tienen mayor número de alelos (n=21 ), lo que significa una 
mayor variación para la variedad hondurensis. Ahora bien, cabe 
mencionar que estos estimadores son sensibles al tamaño de muestra y 
número de loci empleados (Williams et al. 2000), por lo que la 
comparación entre especies o poblaciones debe ser cautelosa. 

El número promedio de alelos por locus que presenta P. caribaea 
{A=3.4) también se encontró por debajo de los valores reportados para otras 
siete especies de pinos (ver Cuadro 13), y solo ligeramente superior al 
reportado para P. resinosa (A=2.9). A nivel de variedades, la variedad 
hondurensis presentó más alelos en promedio por locus y las poblaciones 
con los valores mayores fueron la H07, H08 y HOS. A pesar de que Pinus 
caribaea presenta un considerable número de alelos totales (36 alelos), el 
número promedio de alelos por locus es bajo (intervalo de 2.5-4.2), 
indicando un desbalance de la diversidad alélica por locus. Así por 
ejemplo, tomando en cuenta todas las poblaciones el locus PtTX2146 
presentó 9 alelos, en cambio los locus PtTX2123 y PtTX2037 solo tuvieron 
4 alelos. 

El número efectivo de alelos que pueden estar presentes en una 
población es un mejor estimador de la diversidad genética en 
comparación con el número de alelos totales y promedio por locus, al 
involucrar no solo la presencia o ausencia de alelos sino también su 
frecuencia. Pinus caribaea presentó un promedio menor de Ae (3.5) en 
comparación a los reportados en la literatura para otras especies del 
género (3. 7 a 5.1; Mariette et al., 2001 b; Rajora et al. 2000; Al Rabah'Ah 
2003). Entre las variedades de Pinus caribaea, el valor promedio de alelos 
efectivos es muy similar entre ellas, variando de 2.65 (var. caribaea) a 
2.75 en la variedad hondurensis. Sin embargo, en la variedad hondurensis 
se presentaron poblaciones (50% de ellas) con valores por encima de 3.0. 
En general, la presencia de un número efectivo de alelos similar entre 
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todas las poblaciones sugiere que P. caribaea tiene un considerable 
número de alelas cuyas frecuencias son equitativas. Esto se corrobora al 
no apreciarse un importante efecto de alelas únicos, ya que sólo se 
presentaron cuatro y en muy baja frecuencia {0.03-0.06). 

El principal indicador de variación genética es la heterocigosidad 
(H) preferida por ser menos sensible al tamaño de muestra y por su 
significado directo al ser sinónimo de diversidad. En este aspecto, P. 
caribaea presentó una He 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 H01 y H02 de la 
variedad hondurensis presentaron valores por debajo de dicho intervalo 
(He=0.46 y He=0.35 respectivamente). Estas poblaciones se ubican 
geográficamente en el extremo norte de la distribución de la variedad; 
además, una de las poblaciones tiene un tamaño extremadamente 
pequeño, ya que solo cuenta con 14 individuos (H14). Por tanto, estas 
condiciones podrían estar generando un aislamiento geográfico de las 
poblaciones, con la consecuente pérdida de variación genética. 

La heterocigosidad observada fue menor a la esperada en la 
mayoría de las poblaciones, pero estas no se desvían significativamente 
del equilibrio Hardy-Weinberg (H-W). Una excepción es la población C2, 
distribuida en Cuba, la cual no se encontró en dicho equilibrio ya que 
presentó un muy bajo valor de heterocigosidad observada con respecto al 
esperado y esta diferencia fue significativa. Esta población no presenta 
endogamia (F15= -0.136) por lo tanto esta baja heterocigosidad observada 
puede deberse a un pequeño tamaño de población 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 última se encuentra fuera de equilibrio H-W. 
Finalmente cabe mencionar, que en las poblaciones de la zona sur de 
Mesoamérica, que corresponde a la región geográfica continental de la 
especie, se encuentra la mayor diversidad genética. 

Por tanto, los resultados muestran que el proceso de endogamia no 
es importante (F15=0.1 00; 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 más altos, en P. oocarpa Schiede ex Schltdl, P. 
tecunumaníi Eguiluz et J . P. Perry y P. patu/a Schiede ex Schltdl. et Cham 
con el uso de SSRn, donde el índice de F15 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 F15 por lo 
que consideran que existe un déficit de heterócigos y presencia de 
endogamia. Igualmente, en P. resinosa, a pesar de contar con una amplia 
distribución, se estimaron valores de F,s mayores (0.5) en algunas 
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poblaciones. La presencia de un importante exceso de homócigos y la 
desviación del equilibrio H-W, fue atribuido al sistema de apareamiento 
con un alto nivel de endogamia por autofecundación o por el 
apareamiento de individuos muy relacionados genéticamente (Boys et al., 
2005). 

El tamaño efectivo de población promedio para Pinus caribaea var. 
hondurensis (610 individuos) es muy similar al obtenido en P. resinosa (615 
individuos, Boys, et al. 2005}. Tanto la variedad hondurensis como P. 
resinosa son de amplia distribución y sus poblaciones ocupan extensiones 
más amplias en comparación con las variedades caribaea y bahamensis las 
cuales son de distribución restringida (islas). Cabe resaltar que las 
poblaciones H01 y H02, presentaron los tamaños efectivos más pequeños, 
sin embargo estos valores, pueden considerarse apropiados con relación al 
tamaño censal de las poblaciones (H01 de 150 individuos y H02 con 14 
árboles en total). 

En general podemos considerar que en las poblaciones de las tres 
variedades de P. caribaea no se han presentado factores externos que hayan 
afectado históricamente los niveles de variación genética, tales como; 
diferencia en la proporción de sexos, endogamia, deriva génica, procesos de 
selección que favorezcan o eliminen alelos, y/o la existencia de cambios 
drásticos del tamaño poblacional durante su historia evolutiva. 

Dvorak et al. (2005), menciona que el posible origen de P. caribaea 
pudo darse en Centroamérica y nuestros resultados corroboran esta 
hipótesis, ya que las poblaciones que contienen la mayor diversidad genética 
se ubican en la zona sur de Mesoamérica lo cual sugiere a esta región como 
un posible centro de origen o diversificación del complejo P. caribaea. 
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Cuadro 11. Variación y estructura genética en diferentes especies de Pinus basada en loci de microsatélites 
nucleares. 
S.G. Especie No.loci n A ~ Ho H~ Fsr F,s N m Referencia 
S P. strobus 12 122 9.4 4.5 .521 .607 Rapa et al., 2ro:J 
p P.pinaster 3 62 .646 .827 Marielte et al, 2001 (a) 
p P.pinaster 3 82 9.2 3.7 .645 .111 .140 Marielte et al., 2001(b) 
p P. resinosa 5 45 2.9 .185 .508 .280 .504 0.42 8c1y'S et al., 2005. 

~ p P. radiata 8 12.9 5.1 .677 .782 KurTBr & Richarson, 2005 
~ p P. radiata 8.2 .730 .145 .207 Karhu el al, 2006 

p P. taeda 18 172 4.9 .526 .610 William; el al7 2(XX) 
p P.taeda 18 10.8 .520 .679 .041 3.78 AI-Rabah'M, 2003 
p P.oocarpa 11 5.1 .540 .710 .131 .150 2.49 0\(rnk el al., 2009 
p P. tecunumanii 11 4.9 .550 .650 .075 .109 3.14 0\(rnk el al, 2009 
p P.eatufa 11 4.5 .490 .590 .083 .138 2.26 0\(rnk el al;z 2009 
p P. caribaea var. 4 12 3 .720 .530 Shed1eld el al., 2002 

hotxiuensis 6 2.3 .250 .250 .021 .008 Furlanel al., 2007 
PROMEDIO 82.5 6.5 4.4 .522 .623 .111 .179 2.42 



~ 
01 

Continúa .. . 
S. G. Especie No.loci n A Ae Ho H~ Fsr F1s N m Referencia 

p P. caribaea var. 6 21 3.2 2.6 .462 .583 .008 -.177 3.9 Presente estJdio 
caribaea 

p P. caribaea var. 6 25 3.2 2.7 .530 .605 .072 .260" 3 Presente esludo 
bahamensis 

P P. caribaea var. 6 33 3.6 2.8 .493 .623 .040" .082'" 7 Presente estudio 
hondurensis 

S. G.=Subgénero, S:Strobus P:Pinus; n=número total de alelos; A=número de alelos promedio porlocus; A.,=alelos 
efectivos; Ho=heterocigosidad observada; He=heterodgosidad esperada; Fsr=diferencia entre pobladones; 
F1s=coeficiente de endogamia; Nm=flujo genético; p<0.05". 



4.2. PATRONES DE DIFERENCIACIÓN GENÉTICA 

Los tres tipos de análisis realizados para determinar la estructura 
genética de las poblaciones del complejo de Pinus caribaea identifican a las 
variedades como la principal agrupación de diferenciación genética. En una 
primera aproximación (AMOVA) observamos que un 0.080 de la variación 
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 diferenciación genética (Rsr) son similares al promedio 
obtenido para otras especies de pino con el uso de SSRn (Rsr=0.111, 
Cuadro 11) y ligeramente menor al promedio obtenido para coníferas 
(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 et 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 (Fsr de 
0.020 y 0.023 respectivamente), así como una estructura genética 
moderada en la variedad bahamensis (Fsr=0.078). En cambio en el 
presente estudio, encontramos una mayor diferenciación genética entre las 
poblaciones de la variedad hondurensis (Fsr=0.04), menor para la variedad 
caribaea (Fsr=0.008), y similar para la variedad bahamensis (0.072), 
aunque ésta ultima no fue significativa estadísticamente. Estos resultados 
indican que a pesar de la distribución restringida de estas variedades a las 
islas, aun mantienen una variación genética similar en sus respectivas 
poblaciones. 

Por su parte, tanto el análisis bayesiano de estructura poblacional 
(BAPS), como el análisis espacial de varianza molecular (SAMOVA), 
también permitieron visualizar un grado significativo de diferenciación 
genética entre variedades, la cual está asociada a su distribución 
geográfica. De acuerdo con el análisis de BAPS la mayor estructura 
genética se presentó con la conformación 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 
podría 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 pequeña 
(44.27 km) por lo que la diferenciación 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 distribución geográfica insular, por lo que podríamos 
considerarlas como dos entidades evolutivas divergentes. En cuanto a la 
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variedad hondurensis, cuatro de los cinco grupos generados se encuentran 
relacionados con el área de distribución geográfica de las poblaciones: zona 
norte (poblaciones H01 y H02; México), zona noreste (H04 y H06; 8elice), 
zona centro este (H08; Honduras) y zona sur (H10 sur de Honduras y H11 
distribuida en Nicaragua; con excepción de H03, H09) (ver figura 5). El 
quinto grupo se conforma por las poblaciones HOS (8elice), H07 
(Guatemala) y H12 (Nicaragua). Éstas se encuentran geográficamente muy 
distantes pero presentan una similaridad genética que las separa de los 
demás grupos. Una explicación para la conformación de este grupo, podría 
ser la presencia de características ecológicas o topográficas similares en las 
tres poblaciones. Sin embargo, esto tendría que comprobarse con estudios 
particulares de dichas características en estas poblaciones. 

Igualmente, los resultados obtenidos con el análisis de SAMOVA 
indican una asociación importante de los grupos (K=4) con relación a las 
variedades y con el área geográfica en donde se distribuyen. Las 
poblaciones incluidas en estos grupos difieren relativamente poco de las 
poblaciones incluidas en los grupos generados con el método de 8APS: Los 
dos primeros grupos incluye a cada una de las dos poblaciones de la 
variedad caribaea (C1 y C2; de Cuba), el tercer grupo incluye a la var. 
bahamensis (82) y el cuarto grupo incluye a las poblaciones de la var. 
hondurensís y a la otra población de la var. bahamensis (81 ). Por tanto, las 
dos aproximaciones se diferencian en la manera de agrupar a la variedad 
caribaea. Esto puede deberse principalmente a los algoritmos que utiliza 
cada método: 8APS inicia definiendo a priori el número óptimo de los 
posibles grupos y entonces asigna los individuos a estos grupos (Excoffier y 
Heckel. 2006). Por otro lado, SAMOVA es un programa que utiliza un 
método de simulación lineal con el cual se definen grupos de poblaciones 
que presentan la máxima diferencia genética entre sí (Dupanloup et al., 
2002). Este último método generó un valor de diferenciación (FcT=0.466) 
entre grupos mayor al obtenido con el análisis de AMOVA (FsT=0.09), lo 
cual corrobora esta estructuración genética. Un comportamiento similar de 
estos dos métodos de análisis se presenta en el estudio realizado por 
Tollefsrud et al. (2008), sobre la estructura genética de 170 poblaciones de 
Picea abies (L.) H. Karst. distribuida en Europa. Al utilizar el algoritmo de 
SAMOVA se identificó dos grandes grupos representados por las 
poblaciones distribuidas en la zona norte y sur, así como una 
subestructuración definida dentro de la zona sur. En cambio para la zona 
norte, el máximo agrupamiento fue de dos, ya que conforme se aumentaba 
el número de K grupos, disminuía el valor de FcT y solo aumentaba el 
número de grupos pero incluyendo solo una población. Por tanto, se 
considera que el agrupamiento obtenido con 8APS es el más robusto y el 
que refleja la estructura genética para el complejo de Pinus caribaea. 
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4.3. FLUJO GENÉTICO 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 presentó en las poblaciones de la variedad 
hondurensis (Nm=7.0). Este resultado es opuesto a lo que se esperaría 
debido a la distribución amplia de esta variedad en Mesoamérica: 
teóricamente, a mayor distancia geográficamente el flujo genético entre las 
poblaciones debe de ser menor y por lo tanto la diferenciación genética es 
mayor (Siatkin, 1993). Este patrón solo se presenta con algunos pares de 
poblaciones distribuidos al Norte (H02 y H04, H06, H07, H09 y H12), y 
centro-sur {H07 y H12; Guatemala y Nicaragua, H09 de Honduras y H11 de 
Nicaragua), las cuales presentan menos de un migrante por generación. 
Por tanto, a pesar de la distribución geográfica amplia de esta variedad, el 
flujo genético esta evitando la diferencia genética entre las poblaciones. 
Wright (1931) señala que un número de migrantes de 1 o más individuos 
por generación por población es suficiente para prevenir la diferenciación 
genética entre poblaciones. 

Varios estudios, tanto de especies de bosque templado (Schnabel et 
al., 1991; Dow y Ashley, 1998; Latta y Mitton, 1997; Ledig 1998; González
Martínez et al., 2002) como de bosque tropical (Hamrick et al. , 1993; 
Boshier et al., 1995), han reportado que la dispersión de polen es 
frecuentemente el mayor contribuyente al flujo de genes y que la estructura 
genética espacial resulta principalmente de la limitada dispersión de 
semillas. Ledig {1998), menciona que el flujo genético en coníferas es muy 
alto (4.6-17.2 migrantes por generación), el cual se da principalmente a 
través de la dispersión por polen ya que es mucho más extenso que el de 
las semillas. El polen de las coníferas se puede mover más de 600 km en la 
superficie terrestre (DiGiovanni et al., 1996 en AI-Rabab'Ah, 2003). En 
cambio el movimiento de las semillas alcanza menores distancias y 
depende del tamaño y peso de las mismas, esperando que a mayor peso 
menor distancia de dispersión. 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 (piñonero) 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 dispersión 
de semillas a poca distancia en las especies piñoneras puede provocar la 
presencia de una estructura genética. 

Para este estudio, es posible que no existan barreras geográficas o 
diferencias ecológicas que afecten de manera significativa el flujo genético, 
a pesar de que actualmente varias de las poblaciones se encuentran 
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fragmentadas o presenten tamaños censales pequeños (poblaciones de 
Guatemala, 8elice y México). Probablemente, los tamaños de las 
poblaciones en el pasado fueron más grandes y de distribución continua, 
pero la pérdida de áreas forestales debido a diversos factores 
antropogénicos y ambientales (como incendios, huracanes o tala 
inmoderada; Hernández, 1997) han provocando su fragmentación la cual 
podría ser reciente (http://www.sagan-gea.org/hojared/ portada1.htm) por lo 
que su efecto todavía no se ve reflejado en la disminución de los niveles de 
flujo genético. Además, no se presentó un patrón de aislamiento por 
distancia entre las poblaciones, aunque existe una correlación baja pero 
significativa entre las distancias geográficas y genéticas (r=-0.257, 
p=0.005). Esto podría deberse principalmente al distanciamiento geográfico 
entre variedades, ya que, aunque se observa una asociación aleatoria más 
que lineal dentro de cada variedad, existe una tendencia a un mayor flujo 
genético entre las poblaciones del continente y menor entre las poblaciones 
distribuidas en las islas (ver Figura 7). 

4.4. RELACIONES GENÉTICAS Y RUTAS DE DISPERSIÓN 

Con la reconstrucción del filograma, basado en las distancias 
genéticas (Da) de Nei et al. (1983), también encontramos fuertes 
evidencias de una agrupación de las poblaciones por variedades, 
sugiriendo que éstas representan tres linajes evolutivos pero que aún se 
encuentran en proceso de especiación. Es interesante observar que las 
dos poblaciones distribuidas en México forman un grupo independiente 
del resto de las poblaciones, ya sean de la variedad hondurensis, 
bahamensis o caribaea, las cuales tiene un origen más reciente en 
comparación con las dos poblaciones de México. Las dos poblaciones de 
la variedad caribaea están representadas en un mismo subgrupo y esta 
relacionado a la población de la variedad bahamensis (81, 8ahamas), la 
cual parece tener un origen más ancestral que las dos poblaciones de la 
variedad caribaea. Esta asociación probablemente se debe a su 
distribución geográfica, la población 81 se localiza en una de las Islas 
8ahamas (Andros) que es más cercana a la isla de Cuba en comparación 
con la isla de New Providence en donde se localiza la población 82. La 
población 82, es la mas basal y diferenciada del resto de las poblaciones 
que se incluyen en el segundo ciado o grupo. Por lo que, forma un linaje 
independiente que se ha mantenido diferenciado a través de su evolución. 
Además, ésta población es la más cercanamente relacionada a las 
poblaciones de México (H01 yH02}. Estos resultados son comparables a 
otros estudios filogenéticos obtenidos con marcadores isoenzimáticos, en 
los que se ha demostrado que las variedades caribaea y bahamensis 
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representan entidades evolutivas distintas (Zeng y Ennos, 1999} así 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, biogeográficas y los patrones de 
diversificación para el género Pinus mediante el análisis de secuencias de 
cloroplasto, obteniendo un ciado en donde se asocian las variedades 
bahamensis y hondurensis, y otras especies de la subsección 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. Además supone que una forma 
ancestral de la variedad caribaea es la especie fundadora de otros taxa de 
la región Florida/Caribe (Pinus el/iottii var. densa , P. caribaea var. 
bahamensis y P. el/iottii var. elliottiJ) . La diferencia en cuanto a que la 
variedad caribaea es más 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 poblaciones representativas de cada variedad. Esto se 
presenta particularmente para la variedad hondurensis, la cual tiene la 
mayor distribución geográfica de las tres variedades. Además la 
información que cada marcador aporta independientemente es diferente, 
pero lo que en la actualidad se recomienda real izar este tipo de análisis 
con diferentes marcadores (morfológicos, bioquímicos y moleculares) que 
permitan obtener resultados más precisos. 

La estructura genética obtenida con el análisis de 8APS corrobora 
algunos de los grupos obtenidos en el filograma (ver figuras 6 y 8}. Ambos 
análisis separan a las poblaciones que se localizan en la zona norte de la 
distribución 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 (81 y 82), 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 8elice, centro-sur de Honduras y Nicaragua). Por lo tanto, el 
análisis de 8APS y el filograma sugieren una importante relación entre los 
grupos formados y su distribución geográfica, la cual corresponde a la 
identidad de variedades. Aunque en el grupo que incluye a las diez 
poblaciones restantes de la variedad hondurensis (8elice, Honduras y 
Nicaragua) se aprecia cierta separación de acuerdo a la distribución 
geográfica (principalmente en la parte norte de su distribución en 8elice), 
esta separación no es muy clara para el centro y sur de esta área. Esto se 
corrobora con el análisis de aislamiento por distancia el cual no fue 
significativo tanto para las variedades como para las poblaciones dentro 
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de la variedad hondurensís. Un estudio interesante que están realizando 
Jardon et al. (en revisión) con las mismas variedades pero con el uso de 
microsatélites de cloroplasto, sugieren este misma relación, pero ellos si 
encuentran un patrón de aislamiento por distancia muy claro (r=0.815, 
p<0.001 ). Por tanto, estas diferencias pueden deberse al tipo de marcador 
molecular utilizado; en la mayoría de las coníferas el cloroplasto se hereda 
vía paterna a través del movimiento del polen que es haploide (1 N) (Tani 
et al., 2003; Petit et al., 2005}. Esta condición facilita el seguimiento de las 
rutas de dispersión o movimiento de genes, sin que este se vea afectado 
por el efecto de la recombinación, como es el caso de los microsatélites 
nucleares (2N). 

En la actualidad existen dos hipótesis generales sobre las rutas de 
dispersión y colonización de especies de pinos en la Cuenca del Caribe. 
La primera hipótesis postula que la migración inicial se dio de un ancestro 
del sureste de Norteamérica, desde el sur de la Florida hacia las islas del 
Caribe y pasaron a Centroamérica (Farjon, 1996; Adams y Jackson, 
1997). En cambio, la segunda hipótesis postula que la dispersión pudo 
presentarse desde Centroamérica hacia las islas de Cuba y las Antillas 
(Mirov, 1967; Dvorak et al., 2000b; 2005). Los resultados obtenidos en 
este trabajo concuerdan con esta última hipótesis, ya que tanto el 
filograma como el análisis de agrupamiento de poblaciones (BAPS), 
sugieren que ésta se pudo dar desde las poblaciones localizadas en la 
Península de Yucatán en México hacia las poblaciones de las islas de 
Cuba y Bahamas, y finalmente una posterior dispersión en Centroamérica 
(Belice, Honduras y Nicaragua). 

Mirov (1967) señala que los pinos migraron desde el norte de los 
Estados Unidos hacia México y Centroamérica desde inicios del periodo 
Terciario (=70 millones de años, MA) y hacia algunas islas del Caribe 
durante el Eoceno y el Mioceno (= 55 a 20 MA). Sin embargo, considera 
que es muy difícil comprobar la penetración post-Terciaria de pinos desde 
Yucatán al este de Cuba, o la aparición de pinos en las Bahamas, debido 
a la dificultad para comprobar la dispersión de semillas o plantas de pino 
en esa época, lo cual probablemente no pueda ser explicado sin la 
aceptación de la posibilidad de migración sobre el agua (Asprey y 
Robbins, 1953). Posteriormente Dvorak (2000b) planteó que el origen de 
este complejo de pinos pudo iniciarse a través de un ancestro tropical 
proveniente de Pínus oocarpa (Schiede ex Schltdl.), el cual habría 
migrado hacia el sur a lo largo del oeste de la costa del Golfo de México, a 
través de Yucatán hasta Centroamérica. Este ancestro de P. caríbaea se 
habría separado antes de la divergencia de los pinos Australes y 
eventualmente evolucionaría para dar origen a la entidad actual 
denominada Pínus caríbaea var. hondurensís, la que posteriormente 
migraría hacia Centroamérica. La forma ancestral de P. caríbaea pudo 
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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 migró al centro de la península de la Florida 
por la ruta de las Bahamas, Cuba o la Española, porque el sur de la 
Florida estuvo sumergida hasta el Pleistoceno y el establecimiento de 
pinos en esta área no era posible antes de ese tiempo. 

Los dos argumentos más fuertes que sustentan esta hipótesis 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 Yucatán y 
con la Florida (Aiain, 1958), y ii) la dispersión 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 migración o posible movimiento de genes. 
Las investigaciones paleogeográficas y biogeográficas en conjunto con la 
teoría sobre la tectónica de placas, permiten establecer un posible 
escenario que explica igualmente esta hipótesis. De acuerdo a los mapas 
paleogeográficos la cercanía entre el bloque Maya y Cuba occidental, así 
como las corrientes marítimas (Circum Tropical y la del Caribe) pudieron 
favorecer la migración 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 Panamá (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 migración de pinos a las Bahamas 
aparentemente fue por origen aéreo y reciente (Mirov, 1967). La particular 
distribución 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 distribución 
pudiera ser causado por diferentes factores tales como una rápida tasa de 
migración, o su gran edad y, las irregularidades de migración de los pinos 
a través del agua. 

Para el caso de la variedad hondurensis, Dvorak et al. (2005), 
consideran que la distribución de esta variedad en Mesoamérica fue más 
amplia y continua en el pasado, extendiéndose hasta la parte norte de la 
península de Yucatán. Los reportes de registros de polen en el Petén 
(Guatemala), han demostrado que los bosques en la región incluían pinos, 
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encinos, y olmos, junto con algunos elementos de bosque lluvioso, que 
datan de entre los años 8000 y 7000 AC (Leyden, 1984 en Dvorak et al. , 
2005). Por lo tanto, la distribución y abundancia de la variedad 
hondurensis sin duda se expandió y contrajo con los cambios del clima en 
Yucatán durante los últimos 10,000 años. Presuntamente durante un 
periodo de miles de años, esta variedad migró hacia el este por la costa 
norte de América Central en la actual Nicaragua y finalmente hacia el sur 
por los valles secos centrales de Honduras a El Salvador (Dvorak et al., 
2005). 

De acuerdo con Dvorak (2000b), los tiempos de divergencia 
estimados en base al registro fósil de pino (Krupkin et al., 1996) sugieren 
que el grupo Australes al cual pertenece Pinus caribaea, se separó de un 
grupo conformado por un ciado Californiano y uno Mesoamericano hace 
aproximadamente 10 a 12 millones de años. Sin embargo, Willyard et al. 
(2007) y Gernandt et al. (2008) con base en datos moleculares de 
cloroplasto (matK, rbcl , rpL20/rps18S18 y el tmV), 11 loci nucleares y 
caracteres no moleculares, reportan un tiempo de divergencia más amplio 
y reciente para las subsecciones Australes, Ponderosae y Contortae 
(entre 5 y 18 millones de años). Aunque estos tiempos de divergencia 
pueden no ser totalmente correctos, si pueden ser puntos de referencia 
para indicar que el ancestro de P. caribaea pudo haberse separado más 
recientemente que dichos ciados. Para corroborar esta hipótesis podemos 
estimar el tiempo durante el cual estas variedades divergieron, 
basándonos en la estimación del ancestro común más reciente, el tiempo 
generacional para cada variedad y la tasa de mutación estimada para 
SSRn. El tiempo de coalescencia puede ser obtenido con el estimado de e 
= 4Neu (para ADN diploide; Hartl y Clark 1997), y la tasa de mutación (u) 
reportada para los SSRn de 1 X1 o-3 (Boys et al., 2005), estas 
estimaciones serían de 818, 210 generaciones atrás. Considerando un 
intervalo de tiempo generacional a la primera reproducción de 1 O (Okoro, 
1984) y 15 años (Jardón et al., en revisión), el inicio de la diversificación 
pudo presentarse entre 8, 182, 100 y 12, 273, 150 años, o sea entre 8 -12 
MAlo cual coincide con los tiempos de divergencia propuestos por Dvorak 
et al. (2000b) y cae dentro del intervalo que consideran Willyard et al. 
(2007) y Gernandt et al. (2008), aunque de acuerdo a estos últimos 
autores, esta especie pudiera ser más reciente. 

4.5. RECOMENDACIONES PARA LA CONSERVACIÓN 

La diversidad genética es el elemento básico de la diversidad 
biológica y proporciona la materia prima por la cual las especies 
evolucionan y se adaptan a las condiciones cambiantes (Keystone Center, 
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1991 ). En arboles forestales de larga vida, la diversidad genética puede 
ser necesaria como amortiguador frente a la variación ambiental, así 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 variación genética para proponer las estrategias de 
conservación que requiere cada especie, para lo cual los marcadores 
moleculares son muy útiles ya que pueden rápidamente evaluar las 
diferencias entre poblaciones y ofrecen una guía 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 variación genética que poseen. La riqueza alélica es un primer punto a 
considerar, ya que se sugiere conservar todas aquellas poblaciones con el 
mayor número de alelos a pesar de la frecuencia en la que estos se 
encuentren. De acuerdo a lo anterior, para Pinus caribaea var. 
hondurensis la población H07 (Guatemala), sería la indicada para la 
conservación al tener el mayor número de alelos (n= 25) y además la 
mayor variación (H0 =0.537 y H8=0.634}, aunque en general las 
poblaciones de la zona sur (desde H05 hasta H12) representan la mayor 
variación para la especie, por lo que podrían 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 números de alelos similares. Sin embargo, sobresale la 
población C1 para la variedad caribaea con una mayor variación. En 
cambio para la variedad bahamensis ambas poblaciones tienen prioridad 
de conservación, ya que representan entidades evolutivas que han estado 
diferenciando, ambas presentan más variación que las poblaciones de 
Cuba a pesar de su condición de islas, y la población 81 presenta alelos 
únicos que indican cierta diferenciación genética. 

El caso de las poblaciones de la variedad hondurensis H01 y H02 
es particular, ya que al ser las menos variadas, con el menor tamaño 
poblacional y localizadas al extremo norte de la distribución 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 dándoles manejos específicos. La población H01 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 está protegida (Dvorak et al., 2005); en cambio la población H02 es 
una nueva localidad para esta variedad en México y el poco número de 
árboles con el que cuenta (N=14) requiere promover la regeneración 
natural y asegurar su establecimiento y permanencia que permita 
incrementar el tamaño poblacional. 
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Ahora bien, aunque para especies forestales se ha considerado que 
el habitat natural es la mejor estrategia de conservación (Rogers y Ledig 
1996}, la conservación ex situ puede ayudar cuando la conservación in 
situ se ve afectada por la pérdida de hábitat debido a la influencia de 
actividades humanas, fuego, viento, introducción de plagas y 
enfermedades o cambio climático; incluso conservar especies forestales 
ex situ sirve para evaluar su adaptación y productividad en otros 
ambientes con posibilidades de lograr plantaciones de alto rendimiento. 
Por lo tanto, es necesario tener estrategias de conservación con métodos 
integrales in y ex situ (Ledig et al., 1998). Particularmente, en P. caribaea 
se conoce que requiere del fuego para su regeneración y sobrevivencia de 
manera natural, y por ello necesita de áreas "desmontadas" o de aclareos 
y un control del nivel de agua, ya que las zonas donde habita son 
generalmente inundables y llamados bajos, por lo que la práctica para la 
regeneración in situ en el área natural de distribución principalmente en 
México y Centroamérica requiere de la práctica de quemas controladas y 
sistemas de drenaje que aseguren la permanencia de los bosques de esta 
especie. Como señala puntualmente Dvorak et al. (2005}, quizá sea 
necesario aprender aún mas sobre cómo los antiguos Mayas manejaban 
"los bajos". 
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Capítulo 5. Conclusiones 

Los resultados obtenidos con seis microsatélites nucleares 
permitieron definir una variabilidad genética importante pero menor para 
Pinus caribaea {36 alelas totales, A=3.5, Ae=3, H0 =0.49, He=0.63) en 
comparación a otras especies de pinos. Particularmente, P. caribaea var. 
hondurensis presenta la mayor variación genética (H0 =0.49, H6 =0.62) en 
comparación con las variedades caribaea y bahamensis, principalmente 
en las poblaciones localizadas en la zona centro-sur de Mesoamérica 
{H07 y H11 ). Además la mayoría de las poblaciones se encuentran en 
equilibrio Hardy-Weinberg, corroborado por un bajo nivel de endogamia 
(F,5=0.1 00 p<O.OS). 

P. caribaea presenta una estructura genética moderada y se debe 
principalmente al agrupamiento en variedades (RsT=0.092). Esto se ve 
reflejado por el alto flujo genético encontrado entre poblaciones (2.5 
migrantes por generación), principalmente dentro de cada variedad. 
Además, de la ausencia de un patrón de aislamiento por distancia, lo cual 
indica que la distribución geográfica aun no ha jugado un papel importante 
en la diferenciación de estas poblaciones. 

Las relaciones genéticas agruparon a las poblaciones de acuerdo a 
las diferentes variedades. Por lo cual, es factible suponer, que las 
variedades representan tres linajes evolutivos que aún se encuentran en 
proceso de especiación. 

Los resultados obtenidos en este estudio, concuerdan con la 
hipótesis de la posible dispersión del Pinus caríbaea desde Centroamérica 
hacia las islas del Caribe, ya que tanto el filograma como el análisis de 
agrupamiento de poblaciones (BAPS), indican que ésta se pudo dar desde 
las poblaciones localizadas en la Península de Yucatán en México hacia 
las poblaciones de las islas de Cuba y Bahamas hace aproximadamente 8 
a 12 millones de años, y finalmente una posterior dispersión en 
Centroamérica (Belice, Honduras y Nicaragua). 

5.1. PERSPECTIVAS DE ESTUDIO 

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren una importante 
variación genética presente en el complejo de Pinus caribaea y aunque no 
se determinó un patrón de aislamiento por distancia significativo, si se 
observó cierta tendencia a una mayor diferenciación genética con 
respecto a la distancia geográfica, principalmente entre variedades. Esto 
permite plantear la necesidad de evaluar más poblaciones en las islas 
principalmente de las Bahamas, ya que se tiene conocimiento de que 
habita en otras islas con lo que se podría obtener más información. Por 
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otro lado, se podrían buscar las razones que expliquen la alta diversidad 
genética de Pinus caribaea las cuales podrían estar relacionados con la 
diversidad de hábitats que ocupa (tipos vegetación, altitud, tipo de suelos, 
etc.) que puede haber propiciado procesos de mutación y así, la 
adquisición de nuevos alelas. No obstante, sería necesario contar con 
hipótesis robustas del origen del grupo y estudios que involucren los 
mismos marcadores, para proponer un escenario evolutivo y explicar la 
tendencia a la alta diversidad. También es importante determinar la 
posible asociación de esta variación a caracteres de interés forestal como 
tasa de crecimiento, resistencia a plagas o enfermedades, calidad de 
madera entre otros, con el fin de buscar aquellas poblaciones o individuos 
dentro de poblaciones con las mejores características y proponerlos para 
el manejo específico en plantaciones comerciales, recordando que esta 
especie es la mas usada en plantaciones fuera de su hábitat natural 
gracias a sus características de crecimiento. 
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Anexo. Frecuendas alélicas obtenidas con seis microsatél~es nudeares para las 16 pobladones de Pinus caribaea. 
Poblaciones 

Locus T.A. H01 H02 1m H04 H05 H06 H07 H08 H09 H10 H11 H12 C1 C2 81 B2 

ptTX2037 206 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.159 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.048 0.000 0.000 0.000 0.000 

20& 0.104 0.000 0.263 0.3&9 0.250 0.477 0.575 0.060 0.719 0.619 0.354 0.119 0.526 0.222 0.~ 0.269 

212 0.125 0.071 0.053 0.111 0.333 0.273 0.275 0.780 0.094 0.262 0.125 0.024 0289 0.667 0.313 0.308 

216 0.063 0.000 0.000 0.000 0.011 0.000 0.050 0.000 0.063 0.024 0.063 0.000 0.079 0.056 0.031 0.038 

ptTX2123 191 0.000 0.036 0.132 0.000 0.017 0.114 0.050 0.320 0.063 0.119 0.083 0.048 0.105 0.000 0.313 0.000 

198 0.083 0.000 0.237 0.250 0.150 0.295 0.150 0.200 0.313 0.357 0271 0.214 0.316 0.111 0.219 0.308 
O'> 

201 0.917 0.964 0.632 0.528 0.717 0.273 0.550 0.320 0.531 0.524 0.3!!6 0.452 0.368 0.222 0.438 0.615 <D 

204 0.000 0.000 0.000 0.167 0.017 0.000 0.000 O.!XXI 0.031 0.000 O.OI'Xl 0.000 0.158 0.056 0.031 O.OI'Xl 

ptJX2146 155 O.OI'Xl 0.000 0.000 0.056 0.000 O.re& 0.000 0.020 0.031 0.000 0.000 O.OI'Xl O.OI'Xl 0.028 0.250 0.538 

~----------------162 0.000 0.000 0.000 0.000 0.017 0.000 0.025 0.020 0.000 0.143 0.000 0.048 0.000 0.000 0.000 0.000 

165 0.063 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.100 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 O.OCKl 

174 0.000 0.000 0.132 0.306 O.OCKl 0.250 0.125 0.000 0.094 0.381 0.146 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

177 0.333 0.321 0.158 0.167 0.217 0.341 0.125 0.180 0.094 0.119 0.146 0.262 0.553 0.250 0.250 0.154 

181 0.354 0.679 0.237 0.139 0.133 0.182 0.060 0.000 0.188 0.310 0208 0.095 0.053 0.111 0.000 0.000 



Continúa ... 
183 O.OOJ O.OOJ 0.105 0.111 0.133 0Jl91 0.200 0.160 0.094 O.MS 0.042 0.476 0.263 0.417 0.438 0.269 

185 O.OOJ O.OOJ O.OOJ 0.000 0.083 0.008 0.075 O.OOJ O.OOJ O.OOJ O.OOJ 0.071 0.132 0.083 O.OOJ 0.038 

111 0.2~ O.OOJ 0.368 0.222 0.367 O.OOJ 0.450 0.400 0.500 O_!XX) 0.458 0.00 O_!XX) 0.111 0.003 O.OOJ 

PlTX3013 125 0.021 0.071 0.184 0.028 0.100 O.OOJ 0.125 0.060 0.000 0.024 O.OOJ O.OOJ 0.316 0.139 0.000 0.192 

128 0.000 0.000 0.000 0.139 0.000 0.023 0.050 0.100 0.000 0.024 0.000 0.024 0.000 0.000 0.000 0.000 

134 0.875 0.607 0.447 0.278 0.633 0.955 0.475 0.440 0.625 0.571 0.563 0.619 0.632 0.861 0.219 0.615 

136 0.000 0.000 0.000 0.111 0.033 0.023 0.000 0.100 0.000 0.095 0.104 0.143 0.053 0.000 0.031 0.115 

mmmwmmmmmmmmmmmmm 
......,¡ 140 o.OOJ o_coo 0.211 0.056 0.200 o.ooo 0.225 0.260 0.375 0.286 0.292 0.143 o.ooo o.ooo o.OOJ o.on o 

142 0.104 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.050 0.000 O.!XX) 0.000 0.000 0.024 0.000 O.OOJ O.OOJ 0.000 

~mmmmmmmmmmoommmmm 

111 0.000 0.000 0.158 0.389 0.033 O.OOJ 0.050 0.040 O.OOJ 0.000 0.000 O.MS 0.000 0.000 0.688 O.OOJ 

PlTX3020 167 0.042 0.071 0.000 0.000 0.000 0.000 0.050 0.000 0.094 0.000 O.OOJ 0.000 0.000 O_!XX) 0.031 0.000 

181 0.313 0.214 0.105 0.472 0.333 0.432 0.325 0.260 0.188 0.286 0.271 0.429 0.158 0.222 0.281 0.115 

185 0.000 0.000 0.053 0.000 0.000 0.045 0.125 0.020 0.156 0.119 0.042 0.071 0.000 O.!XX) 0.000 0.154 

187 0.167 0.214 0263 0.056 0.200 0.182 0.175 0.100 0.063 0.000 0.083 0.167 0.316 0.472 0.000 0.269 

195 0.479 0.500 0.474 0.361 0.333 0.341 0.275 0.460 0.438 0.500 0.521 0.333 0.316 0.300 0.250 0.154 

111 0.000 0.000 0.105 0.111 0.133 0.000 0.050 0.160 0.063 0.095 0.083 0.000 0.211 0.000 0.438 0.308 



1 1 

Continúa ... 
ptTX3025 247 O.OOJ O.OOJ O.OOJ 0.())) O.OOJ 0.())) O.OOJ 0.())) 0.000 O.OOJ 0.())) 0.())) 0.())) 0.000 0.031 0.000 

252 0.292 0.179 0.237 0.028 0.167 0.091 0.225 0.240 0.156 0.143 0.250 0.286 0.053 0.083 0.156 0.462 

-...¡ ~mmmmmmmm•mmm•m~• 
...... 267 O.OOl O.OOJ 0.132 0.556 0.500 0.341 0.500 0.360 0.500 0.000 0.271 0.381 0.579 0.222 0.781 0.538 

268 0.667 0.786 0.632 0.361 0.317 0.386 0.225 0.360 0.344 0.810 0.438 0.190 0.105 0.194 0.000 0.000 

272 0.042 0.036 O.OOl O.())) 0.017 0.045 O.IXXl 0.000 O.IXXl 0.048 0.042 0.000 O.())) O.OOl O.IXXl 0.000 




