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RESUMEN

El estudio de los sistemas de apareamiento utilizando marcadores moleculares per-
mite distinguir los patrones genéticos que se generan en poblaciones naturales de-
bidos a las tasas de entrecruzamiento y autopolinizacién, asi como los niveles de
endogamia presentes. Esto iiltimo es importante para entender la evolucién de los
sistemnas de apareamiento y para evaluar hasta que punto el purgamiento de los alelos
deletéreos puede eliminar tas causas de la depresién por endogamia y favorecer la
disminucidén de la tasa de entrecruzamiento en poblaciones pequefias. Ademads, los
estimados de desequilibrio de ligamiento son utiles para inferir eventos poblaciona-
les pasados que pudieron afectar la estructura genética de la poblacién y mediante
estimadores de variacion genética poder determinar la riqueza genética de una po-
blacién y las estrategias de conservacion mds adecuadas. ’

Pinus maximartinezii estd considerado como la especie de pino con la distribucién
mas restingida del mundo. y estudios anteriores la consideran como sobreviviente de
un cuello de botella pasado y muy vulnerable a la extincidn. En el presente estudio se
observoé que esta especie no estd empobrecida genéticamiente, ya que posee niveles
de heterocigosis esperada mayores a las de otras especies de pinos mexicanos con
un rango de distribucién mayor a la de P maximartinezii. Comparindola con pinos
de todo el mundo, posee variacién genética intermedia, ademds de poseer exceso
de heterdcigos significativo en al menos un locus. fenédmeno rara vez observado-en
los pinos. Estos datos sugieren la existencia de depresién por endogamia en esta
especie, lo que posiblemente ayuda a mantener relativamente altos los niveles de
variacién, contrario a lo que se esperaria tratindose de una poblacién tan pequefia
™\ y con probabilidad de que actuaran fenémenos azarosos en la determinacién de la
estructura genética. Por lo anterior, puede concluirse que no hay evidencias claras
de un cuello de botella pasado en esta especie.

ABSTRACT

The study of mating systems using molecular ‘markers is useful to distinguish the
genetic patterns produced by selfing, outcrossing and inbreeding in natural popula-
tions. This is specially important to understand the evolution of the mating systems
] and allows us to evaluate the efficiency of purging deleterious alleles. Purging could
J eliminate the causes of inbreeding depression and lower the outcrossing rate in small

populations. On one hand, the estimates of linkage disequilibrium can be helpful to
infer past events that affected the population’s genetic structure and, on the other
hand. the estimators of genetic diversity can determine the genetic richness of a
population and the most adequate conservation strategies to follow.




Pinus maximartinezii is considered the pine species with the most restricted distri-
bution in the world. Past studies have considered this species to have gone through
a very strong bottleneck and to be very vulnerable to extinction. In the present work
we could observe that this species is not genetically depauperate, because the levels
of expected heterocigosity are higher than the estimates for other species of mexican
pines that have wider distribution ranges than P. maximartinezii. Compared to the
levels of genetic variation of pines around the world, this species has a intermedia-
te value. but it presents heterocigote excess in at least one locus, something rarely
observed in pine trees. The latter suggests the existence of inbreeding depression in
this species that could actually help to maintain a relatively high genetic variation.
This observation is contrary to what is expected in such a small population, where
random forces are more likely to be modelling the genetic structure. Thus, there is
no clear evidence of a past bottleneck in this species.
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Capitulo 1

INTRODUCCION

it is an almost universal law of nature that _thé higher organic’
beings require an ocasional cross with another’ inviduali or. Which is
the same thing, that no hermaphrodite fertilises itself for a perpetuity of

generations.” (Darwin, 1895)

1.1 La reproduccion en plantas

La biologia reproductiva de las plantas es extraordinariamente diversa.‘ lo ¢ual repre-

senta un campo de estudio muy fértil dentro de la biologia. Esta dwersndad llamé la - ‘

atencidn a los naturalistas antes del advenimiento de la teona de la evolucxon* y fue

Charles Darwin-uno de los primeros en buscar una expllcacmn evolut'

rret, OO")

La dwersndad en los si s




to (Holsinger.n?_OOO) En las pteridoﬁlas tantd el gametoﬁto como el esporifito son

de vida hbre.: Un mismo gametoﬁto puede producu’ ambos txpos de gametos. o ser

: productdos por gametohtos dlsunto co o s el caso de SeIa mella. En las planta

con semllla. el ‘c1clo de vidaes ‘muy distinto; ya‘que la fase‘de.gametoﬁto es reducida

dl mmlmo y se encuentra dentro de'las’e ru uras reproductivas (Holsmger. 2000)

gmdloecm (hembras y cosexualés) y androdxoecxa (machos y cosexuales) (Barret )

70()'))
cigoto
(2n)
-y
™\ ) ovulo esperm - esporo \‘
gametotit
(n) a(n) o asexual fito 1
(2n) (2n) !
/
~ -
apogamia o apomixis
gameto { Sk espora
fito (n) ()
J Fxgura 1 1: Representacxon esquemadtica de los cnclos de v1da de las plantas Tomado

de (Holsmger. 2000) :

- Ahora, considerando inicamiente la reproduccién sexual, las plantas presentan va-

N




rias’ formas de produc:r los c1gotos- por autofemhzacxén o por emrecruzamxento.
aunque tambxen se presemnn vanacnones en la frecuencxa con ‘que cada tipo de apa-

reamlento se presentav yen las dxstmtas esu'aleglas con qu_e las plantas promueven

o evxtan un upo de apdreamlento u otro (Barret, 200.., Holsinger, 2000).

,de 1ndw1duos. poblacnones y especxes de plantas.» Por lo que una de las formas de

: aprox:marse a éste es la caracterizacién ‘genética de los smtemas de apa.rea:mento y

de los patrones que éstos generan.

como de los patrones de fertilidad y de la disposicién espacml

~\
1.2 Sistemas de apareamiento
1.2.1 Entrecruzamiento y endogamia
El sistema de apareamiento se refiere a la forma en que los gametos masculmos y fe-’
i meninos se unen para producir la siguiente generacién, y se compon’ de los porcen—
| tajes de cigotos producidos por apomixis, autofemllzacmn o. entrecruzamxento, asx
J temporal de‘la’ pro-

genie (dlspersmn. ntimero de apareamientos durante el cxclo _e 1da etc.) (Brown,




. j_’Redlsmbucxon

Este 'Aoeﬁ it

sea autécigo.:

Clark, 1989 Swexgm e
do con respecto a una

anterior no se toma en'cuenta’ (Wllllams y Savolamen. 1996

Otros esumadores que: perrmten caracterizar el sistem vde pareamnento es la tasa

de autoferullzacxon s) que es ]a proporcién de progeme producto de una autofertl-

lizacién del tota de la progeme produc1da por un mdw L de entrecruza-

miento (t) deﬁmd

omo la proporcwn de progeme producto de apareamxento con

otro 1ndxv1duo t

s (thland y Jam, 1981)

~Los efectos “genético e la endovamxa en las poblacxones son los siguientes: 1)




Walle'r.' 200 s Viard et al.. 1996)

En general puede: decnrse que Ios snstemas de aparearmento determman el nimero y

- f*,composxcxon geneuca de las sngunentes generacxones sobre todo porque los niveles

f"de endooamla presentes determman en gran medida, la forma en que se distribuird

la vanncnon genetxca en las poblaciones, que en dltima instancia es la materia prima

j.‘,de la evolucién (Brown, 1990).

1.2.2 Sistemas de apareamiento de las plantas en la naturaleza.

La distribucién de los sistemas de apareamiento puede considerarse como un conti-
nuo de formas que van desde la completa autofertilizacién y apomixis hasta el entre-
cruzamiento obligado, pasando por todas las opcxones 1ntermed1as (Brown, 1990).

La dlstnbucxon de las frecuencms de la tasa de entrecruzamlento de Ias especxes de

plantas es bnmodal para las especxes pohmzadas por vxento, con un mayor nimero

de especxe que presentan autofemhzacm predommante o entrecruzamnemo pre-




tasa de emrecruzamlemo. Esto ocurre especm]mente en especxes pollmzadns por

animales, ya que la presencm de estos puede variar, mlentras que el viento es factor

‘mds constame (' wadalla y thland 1'997 Barrett Y. Charlesworth 1991 Schems-

ke y Lande. 985 Vogler y Kahsz. 2001).k Aunque los ststemas de apareamiento

.fen la naturaleza representan un contmuo. eusten upos cuyas ‘caracterfsticas propias
> requneren de enfoques distintos para. su estudlo. por lo que es importante saberlos

’dlsunguxr.

Autofertilizacion predominante

zamiento, cudnto y cémo varia temp obre todo para saber

cémo mantienen estas espécies’ algﬁh" nivel de:variacid a’capaci'dad‘ de "respon-
"der" evolutivamente a los camblos amblentales (Schemske'y: Lande. 1985 Brown,

f1990)

Entrecruzamiento predominante

Este sistema de apareamiento lo presentan muchas 'especies de plantas, ya que nunca
o casi nunca se autofertilizan, produc1endo mas del 80% de sus semillas por aparea-

mientos con individuos diferentes (entrecruzamxemo) Este sistema de apareamien-

to caracteriza a las especies didicas (sexos’ separados) o a las monéicas (sexos en

la misma planta) que poseen formas de automconpatxblhdad o algiin otro mecanis-

mo que promueva el emrecruzamlento. En este caso, los aspectos del sistema de




apareamiento que hay que considerar es si existe algin grado de endogamia, ya sea
por autofertilizacién o por apareamiento entre parientes, o variacién en la fertilidad

masculina o femenina (Brown, 1990).

Sistema de apareamiento intermedio

El sistema de apareamiento intermedio es el que presenta tasas vaﬁz_ibles de entre-

cruzamiento y autofertilizacion, presentzindose en varios niveles como: en distintas

e estudlo de la evolucxon de los sxstemas de apareamiento, ya que permite distinguir

: ‘los, pyocesos ecologxcos y evolutivos que dan lugar a la variacién en los sistemas de

“- apariamiento y el mantenimiento de los sistemas mds estables.

Apomixis (0 agamospermia) facultativa u obligada

La apomixis se refiere a la formacién de semilla sin meiosis y fertilizacién; por

lo que es una forma de reproduccidn uniparental. Este fenomeno no. aumenta la

homocigosis. por lo que su efecto sobre la estructura geneuca de las’ poblacxones es

distinto a la endogamia, y mds parecida a la reproduccnén vegetanva.

Autofecundacién haploide (o apoganii‘g):i

La autofecundacién haploide es lo contrarxo a I apom1x1s en el senudo de que ge-

nera un completo homdcigo en un solo paSO' se ha observado en helechos y otras




plantas que presentan gametofitos (haploides) de vida libre. En este caso se da la for-
macién de anteridios y arquegonios en el mismo gametofito. Estos se autofecundan

y producen un cigoto diploide completamente homécigo (Brown, 1990).

- 1.2.3 Depresion por endogamia

La depresién por endogamia se define como la reduccidén'de los.valores promedio de

la progenie productd' de entrecruza-

res de adecuacxon para la progenie

autofer lllZ, da y la entrec zad (Sche ske B Lande, 1985; Wlllmms y Savolainen,

1996) Para poder entender:la depresion ppr_endogamla y sus efectos, es importan-

“te conoccr su ba e g odelos genéticos de depresién por endogamia

consxderan a dos alelos para n ”md locus.ﬂzil valor de" adeCua ién (w). el coefi-

cxente de se]eccxon para cada genonpo (s)yel grado de: dom1nanc1a (h) (Wllllams

y deolamen. 1996) , rmc1pa[es modelos de depresxén po /ndogam}a son lqs

siguientes:




Sobredominancia:

En este modelo, los heteréeigos poseen mayor adecuacton que 1o _khomocxgos, por .

un efecto sinergético entre los alelos altemanvos Este modelo no exphca Iz mnyona )

de los casos de depresién por endogamxa. pero si exnsten algunos loci sobredoml-.

nantes que puedan influenciar la adecuamon como se ha vxsto en los trabajos sobre ot

P ’laeda (Wllhams ySavolamen. 1996; Remlngton y O Malley.'..OOOa) 3 rla so- .

bredommancna como causa de la depresion por endogamia, la adecuacxon promedxo :

: dlsmmuye con cada generacmn endégama debido al aumento: de homéc:gos Coe- -

~f,ﬁc1entes de seleccxon snmelncos mantendran el pohmorﬁsmo. pero coeﬁcxemes de :

seleccxén asimétricos ﬁJaran el alelo con mayor adecuacion en el estado homécx-

go (Wlllxams y Savolainen, 1996) .

Dominancia parcial

En este caso la depresién por endogamla es debxda a la expresnon de alelos dele-

téreos o letales, recesivos o pnrcmlmente receswos'en el estado homocngo. Asx.

como la endogamia aumema en niimero ‘de mdwxduos homocxgos, todos aquellos

individuos homécigos p;lra esto_s_ alelo

eletéreo presenta.nan una dlsmmucwn en :

la adecuacién o morin'zi (

fijando a la larga, los alelos normales. y: dlsmlnuyendo lanepresxén por: endoga-

mia (Williams y Savolainen, 1996). El purgamlento solamente puede ser eﬁcxeme




cuando aumenta el nimero de individuos homécigés. ya que estos alelos deletéreos
son sllenClosos en estado heterdgico y si los coeﬁcxemes de seleccién son altos; si
son bajos y actia la denva gemca. algunos alelos deletereos puedrian fijarse (Wi-
lliams y Savolamen. 1996 Remmgton y O Malley. 2000a; Remington y O’Malley,
2000b).

Sobredominancia aparente o sobredominancia asociativa

Este modelo se basa en la observacion de que algunos marcadores poseen una corre-
lacién con caracteres relacionados con la adecuacidn, lo cual produce un exceso de
heterécigos (Bierne et al., 2000). Esto puede darse por varios factores: 1) la pseudo-
sobredominancia puede darse por dos loci hgados con alelos ventajosos. en la fase

de repulsién de los cromosomas ) cuando los efectos selecuvos en contra de un

locus deletereo causan un exceso de

alley; 2000 Bxefne etal., 2000)

salmdnidos y bivalvoé_(Rgmlngto

Epistasis:

Se refiere a la mteracc16n emr vanos loc1 que conmbuyen a la depresxon por endo-*

gamia, siempre y cuan ¢ las 1nteracc1ones sea entre alelo om1 an es en dlsuntos

loci o entre alelos domm.mtes y admvos (Wlllxams y Savolamen 1996)




1.2.4 Evolucion de los sistemas de apareamiento

La evolucién del sistema de apareamiento depende de factores controlados genética-
mente, como la depresién por endogamia y de mecanismos precigéticos que evitan

que la femhzacxon por polen de la misma planta polinice los dvulos determinados

por genes modlﬁcadores del si i'tema de apareamlento (Clegg y Epperson, 1988). En-

E 1‘1‘ 




fre endogamia'por un tiempo suﬁcientememe largo. por ejemplo, debido a un cue-
llo de botella los genes deletereos pasanan del estado heterécigo al homéceigo y

j,senan ehmmados de la poblacnon. reducxendo asx la carga genética y por consi-

tes ventaJaS' segund d reprodu uv e' amblemes cambiantes, perpetuacién de ge-

»noupos con alta adecuacxén conservacnon de energla y capacidad de colonizar nue-

‘1998 Landé y Schemske. 1985 Schultz y Willis, 1995). Sin

‘vos hz‘ibi‘ta'vts‘ ‘(

‘ embargo, mcluso las espec1es que tlenen a la autofertxhzacxén como sistema de apa-
‘reamxento presentan vngor hx’bndo

f‘puras y. por lo geneml son los mdw du S mas vanables los ir volucrados en eventos

: de colomzac16n (Schemske y Lande. 1985) mlentras que las espec 1es con entre-
' cruzamlento predommante presentan autofertilizacién ocasx_ nal lo que indica que

“la determmacxon de los snstemas de apareamiento depende no sélo de mecanismos
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genéticos altamente héredableg. siﬁo también de.rc'ond‘iciones amBieniales'y demo-
grificas. que evitan que el sistema de aparéamiento se fije en autocruza o entrecruza
obligada (Kirkkiinen et al., 1996; Ledig, 1998: Lande y Schemske, 1985; Schemske
y Lande, 1985: Morgante et al., 1991).

1.3 Sistemas de apareamiento en pinos

Los pinos tienen una alta variacién genética en niveles inter e intrapoblacionales
y esto es el resultado de su sistema genético y reproductivo (Ledig, 1998).- Ade- )

mds, existen ciertos factores que les dan caractensncas particulares. Por ejemplo,

el polen, y en muchos casos. las. semlllas son dispersados por viento, lo que. le da
cohesién a las pobla' : : el ﬂu_]o geneuco a grandes distancias y la funda-

cién de nuevas poblacxones En otros casos las semillas se dxspersan por ammales :

lo que promueve que los parientes estén agrupados (Farjon y Styles, 1997 Ledxg. o

1998; Vander-Wall, 1992).

1.3.1 Reproduccion en pinos

El sistema reproductivo de los pinos se considera excluswamente sexual ya que se




S Qautofemllzacmn muere en la competencm emb

célula persiste y. da ongen al meeazame!oﬁ(o y al Svulo. Cada 6vulo se encuentra

en un arquegomo. pero puede haber arquegomos muluples en una semllla (Ledng.

‘1998 Wll]lams et al "OOI) Mlentras los arquegomos maduran : el tubo pohmco se

L desnrrolla romovndo po secrecnones el l¢] ulo. hasta que llega a las

K celulas del’ cuel del arquegomo y descarga su temdo en la vacuola receptiva del

lo"':Como muchos ﬁranos de polen pudxeron legado ala camara polinica,

cadd no de los muluples arquegomos puede f

pelencm entre embriones (Ledig, I998) La mayoria de los mdxvxduos producto de

oenla fase cigética (Wi-

f,lhams et al.,’ ..OOl) Durante la embnogenesxs, el megagametoﬁto (haploide y con
' {e] mxemo genotipo del 6vulo), provee al embnon y ala futura plantula de elementos

, :nutnuvos

i 132 Caracteristicas genéticas y de sistema de apareamiento

Los pinos presentan, en general, una tasa de entrecruzamiento superior al 90%, a
pesar de ser monéicos, autocompatibles y no contar con mecanismos precigdticos
efectivos para evitar la autopolinizacién (Ledig, 1998). As{, la autocruza en estos
organismos es. una consecuencia natural de su reproduccién, y sus niveles puedevn
seren realidad mzis 'arlvtos qué los reportados, debido a que no se puede déterminar la
canudad de autofemhzacxon en el estadio de cigoto (Williams y Savolamen. 1996).

) Ademas los pmos presentan una fuerte depresién por endogamla, debldo a que po-:
:seen en promedlo de’ 5 a'10equivalentes letales, que ellmman a muchos de los em-
: bnones productos de autofemhzacnon, dando como resultado una vnabxhdad menor

de aquellas semlllas y un exceso de semillas producto de entrecruzamnento (Mor-'




rante el de arrollo de la’ kemxlla. d.mdo como resultado semillas vacias, si es que

i:'la competencm embnonana ehmmo a todos los homogxcos (Williams y Savolainen,

"',1996) ‘ Se puede esumar el numero de equwalentes letaJes en una especie con base

- en el pocenta_]e de semillas ]lenas vs. vacna P du to ‘n(recruzamxento y de au-

tofemllzacxon o utilizando mapeo genomxco con marcadores moleculares (Reming-

bton y O’Malley, 2000a; Williams et al olamen. 1996). Los

: pmos tienen mayor nimero de equxvalentes_letales que muchas otras especnes (Wi-

lliams y Savolainen, 1996)deb1d0 a la alta tasa de mutacxon presente en este género,
',_dada en parte por su longevndad y la falta de una lmea germmal que perrmte el pa-

‘.,so de mutacxones somaucas a las sngulentes generacxones (lehams y Savolamen,

: 1996 Klekowsk1 y Godfrey. 1989) Muchos de los alelos relacionados con la via-

- _‘blhdad de las semxllas no son completamente letales' ya

letal a’semi-letal o sélo causar‘una ba_]a enla adecuacidni:Es’por. ello. que en las

dogamxa en lugar




equivalentes letales (lehams etal., 1999). Sm embargo no exnste un patrén claro,

sino que el numero de equwalentes letales en una poblacxon epende de la historia

evoluuva pamcular de la mxsma Por eJemplo “se h repon do que en el caso de

de ampha dxstnbumon Esto sugxerc un mecanismo de purgarmento ineficiente o una

Ttasa de mutacnon muy alta que resmuye la carga genenca. manteniendo la depresién
por endogamla eén ésta especie y contrario a lo que se esperaria para una especie con

Adlsmbucxon fragmentada (Williams et al., 1999)."

Tabla 1.1: Nidimero de equivalentes letales en varias especies de pinos .

Especie No. de equivalentes Distribucion
Pinus radiata 3.3 | endémico-fragmentada
Pinus resinosa 0.1 - amplia-cuellos de botella
Pinus sylvestris 6.2 g amplia- Norte de Europa
Pinus sylvestris 85 . amplia-Sur de Europa
Pinus virginiana 1047 amplia
Pinus patula 7 neotropical-fragmentada

Referencias: (Wllllams y Savolamen. 1996 ‘Williams et al., 1999; Kirkkidinen é;'al.‘.,

1996)

Aunque la depresnén por endogamla en pmos actua pnnc1palmente a los embnones,

Se ha reportad un vtasa de mor-

tamblen afecta otros estadlos del c1clo d‘ v1da.

: tahdad mayor en pldntulas produc[o vde utofemllzacxon que, de entrecruzamlento

-aunque ‘también puede afectar la tasa de crecxmxento yla fecundndad (Remington y

O Malley, 2000a). Pinus ponderosa que presenta una reduccién de 30% en el creci-
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mxento de mdxvxduos producto de autopohmzacnon y en Pinus taeda se ha reportado

una reduccnon de Ia fertilidad también del 30‘7((W lhams y Savolainen, 1996: So-

rensen'y Mlles.' 1982) Podna decnrse que a'depr 16n por endogamxa sobre todo




ten’ mayor autocruza que el prome-

“ =dno de las comferas en COI‘IdlC one n turales u ne vanas consecuencias: la endoga-

:mla aumenta la homocxgocns sin élterar las frecuenc:as alehcas (Eguiarte y Pifiero,
: 1990) aumenta la probablhdad de expreslon de los alelos deletéreos y disminuye la-
‘vanablhdad neutral y el tamaifio efectwo de la poblacxon (Viard et al., 1996). Ta_m- .
b,i‘évn los cuellos de botella reducen la div'eréidad‘ genética, causando en, ggnefql Vlosv
miémos efecétos que la endogamia, y dan 'paso a'lai ﬁjacio’n de alelos‘deléiéré(‘)sjpbr -

deriva génica, pudiendo poner en peligro la supervwencm de la poblac:én (Luklart et

1., 1998:Remington y O'Malley, "OOOa' erd et a] ; 1996) ‘No obstante, Ios'cuellos
de botella pueden llegar a permitir el purgamlenlo de los alelo de]etereos. reducxen-

do asfi la carga genética y la depresién por endoga‘ ‘ ta favorecnendo




‘ En resumen. »

) purgamxento‘(lehams et al 1999)

,d apareamlento de los pmos. tomando en cuenta los even-

: tos de femhzac1 el : qu 5 hay: " la" Aque evuen

dogamia (W'illia'ﬁisyy Sa

de la misma planta y‘ polinizacién por v

dedicado al entrecruzamlento. por lo que la -adecu: ida'a la reproduccnén de

un individio que se autopolinize en gran medxda. tamblen estana dada por ta proge-

nie que produzco por su contribucion de polen a otros arboles‘ (Holsmger. 1992).

1.4 La especie

1.4.1 Localizacion, habitat y ecologia

Pinus maximartinezii es considerado el pino con la dlstnbucxén mzis resmnglda del

mundo, ya que sélo cuenta con una poblacidn identificada. Se localxza en el Sur del

estado de Zacatecas y comprende un drea de 5 a 10 km? en- la Slerra

(figura 1.2) , pero sobre todo enel Cerro de Pifiones que se encuentra al oeste ‘d\'el

poblado de Pueblo Vle_]O (21 17 15"N 103° 21 227 W). mumc1p10 e uczhfi’pij’

la. Tiene un rango altxtudl’ 2400 msnm, con una reci

700-800 mm (Perry l 91) El suelo esta muy pobremente




das'y cerca de arrollos. con fresnos y vegemcxon npana yen lo alto de la ‘meseta

solo se encuentran algunos arbustos espmosos y cactaceas. La umca especxe de pl-
1991)

no asocxado a P. maxtmarnne:u fueron algunos mdxwduos de P Iumholt’u (Perry

@ Juehipila
Pueblo Viejo ™.

® Nochistian
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- En esta clasxﬁcacnon se mcluye a

i clastﬁca a P »

poca regeneracién en la poblacidén de P. maximartinezii debido al fuego recurrente
y al pastoreo (Farjon y Styles, 1997; Perry, 1991). pero en el campo en septiembre
del afio 2000, se pudo observar la presencia abundante ‘de blﬁntulzis (se supuso‘ que

habian germinado ese afio, ya que tenian todav1a los cotlledones) y de muchos indi-

viduos juveniles ya con hojas secundarias [obs personal]

1.4.2 Clasificaciéon

La clasificacién de Pinus maximariinezii- Rzedowski, segiin Farjon y Styles (1997)
es: ' ' : o ‘
Género: Pinus

Subgénero: Srrobus

. Seccioén:  Parryanae -

Pimés 'nmxiniartinevii L

r-'edowsku. mlemras que Pnce et al (1998)

2x Vnartme-'v . dentro de la Seccnén Parrya. Subseccxén Cembroi-

se mantiene su posxcxon basal en el clado, por lo que se consxdera a estas especies

como relictuales.




1.4.3 Descripcion

Los drboles de P maximartinezii (figura 1.3) son dc pequeiios a medianos (de S a
15 m. de altua y un diimetro a la altura del pecho de 40-50 cm.). El tronco es
monopodial pcro ramxﬁca abundantementc ddndolc a la copa una aparicncia redon-

deada (Perry, ‘1991) Los fasiculos constan de S acfculas de 7 a 11 cm de largo, de

un: verde azulado. ]_.a vaina del fasiculo es semipersistente y se recurva hacia atrds

‘ jfon'na o na ro:eta. Los conos de polen se encuentran en la mitad proximal de los

o plcales. miden de 8-10 mm y son amarillentos. Los conos femeninos

:‘son latcralcs cn las ramas terminalcs, ovales-cilindricos de 14-27cmde largoy 10-12

f»cm de ancho. al madurar son amarillo ocre y pueden pesar hasta 3 kg. Las escamas

‘son maswas, dc 35 a 50 mm dc ancho, apdéfisis piramidales, umbo sin cspinas de

10-15 mm de ancho. Las semillas son las mas grandes quc cualquicr pino (2-2.5 cm

de largo), con un ala vestigial (Farjon y Styles, 1997; Perry, 1991).

Figura 1.3: Individuo adulto de Pinus maximurtinezii en Cerro de Pifiones, Zacate-

cas. '

[
[N]




1.4.4 Antecedentes de estudios genéticos

Sdlo existe un antecedente de estudios de variabilidad genética y de sistéma de apa-

reamiento para P. maximartinezii y es el realizado por Ledig et ‘al (I999) con

isoenzimas. En ese trabajo se reporta un nimero de locx pollmorﬁcos de 30 3% y
una heterocxgosxs esperada de O l y observada de 0.1 l ; 'p aw e avla de otros
pmos y especmlmente a Ia reportada para P incean '(0.128-0. 87) tamblen con
xsoenzxmas (Le ge 121999) ¢ ode L 99) es:importante por-

pecie, como el hecho

presente trabajo intenta corroborar esa mfo‘

arrojar luz sobre la depresién por endogamxa en esta especxe

!Foto: Lev Jardén




1.5 Modelos y herramientas para el estudio del siste-

ma de apareamiento

1.5.1 Modelos
Modelo de apareamiento mezclado

Uno de los principales modelos que se han utilizado para el estudio de los sistemas
de apareamiento es el modelo de apareamxento mezclado (Brown. 1990). En este

modelo, la progenie de cada genoupo matemo representa un grupo que se deriva

robablhdad ¢, con el polen que tiene fre-

de 6vulos que se enlrccruzan con pna

cuencias gemcas P y s 2 aL




Paternidad

Otras aproxnmac:ones a la caractenzacton genetlca de los sxstemas de apareamxento. :

que también han temdo un’ |mpacto sustancnal en. ouas dlsc1plmas. son los anahsns’ f

de palermdad En ecologxa y.biologia ndlisisde patemmdad nos;~

muestran las desvmcnones de la panmlxm que ocurren en poblaciones: naturnles. asi

» como permnen dxsungu:r eventos de apaream nto selecuv ifer nc}as en el éxito ;

reproducuvo de los individuos, etc. (Brown. l990) "

Correlacién de apareamientos

La correlacién de apareamientos, permite establecer la relacxon genenca emre los

hijos de una misma madre utilizando dos esumadores."

la correlacuSn de la auto-

fertilizacion (r,) y la correlacmn de la patemxdad (rs) Estos' conceptos surgleron :

a partir de que dos hermanos matemos. en-.una»poblacxén"que resente autqfemh- ‘

zacién parcxal pueden ser fruto de’ Ios siguientes eventos:::1) ' Ambos:son prbducto




Det t'er'm'inhr‘el grado de parentesco entre los hermanos maternos adquiere importan-

ciaen los casos en que los hermanos 1nteractuen o compltan (Brown, 1990; Sweigart

et al., 1999).

Depresiéon por endogamia

Como la depresién por endogamia es el prin'c;ipz'i’l fenémeno que dirige la evolu-

cién de los sistemas de apareamiento ,(Scl{cm"s‘ke:y Lande, 1985), hacer inferencias

sobre la magnitud de la depresic’)n pdr enddgamia‘és‘imponame para su mejor com-




y Waller, 2002; Lande y Schemske. 1985' Ledig. 1998). El coeficiente de endoga-
~mia de anhl o: lndnce de ﬁJacuSn (F) mlde directamente el exceso de homocigosis

causada por Ia endogamla y pec'ﬁca las frecuencms genotipicas de la poblacidn :

Freq(Ai:) =pi(1 -~

Freq(4:4;) = 2pip; (1

5 (G=aF
supor ;,_(.,(1 1-*)) Esta ulnmav
suposicion tiene suS'Ses basa'en ’q e la generacxén parental es producto
del entrecruzamiento (lo que no esyreahsta ya que la tasa de entrecruzamxento puede

variar temporalmente y espacnalmente) debido a muchos factores como ambientales

y de fenologia, entre otros (Ritland, 1990; Schemske y Lande, 1985).

1.5.2 Uso de microsatélites para caracterizar sistemas de apa-
reamiento
Los microsatélites, también conocidos como repeticiones de secuencia simple (SSRs),

consisten en unidades repetitivas continuas de 1 a 10 pares de bases, como (AG)n

o (AAT)n, que pueden medir hasta un 1Kb de largo (Ciofi et al., 1998; Chambers y
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MacAvoy. 2000) Este npo de secuencias est:in ampllamente distribuidas en todos
los organmmos donde se han buscado y son excelentes marcadores moleculares para

estudlos poblacnonales y de sxstema de apareamnento. debldo a su alto nivel de poli-

morﬁsmos, su codomm:mcxa y sur herenc ; blpar ntal en el aso de los microsatélites

: nucleares (Cxoﬁ et al 1998 Llan 'et al.; 2001). Lo‘,bmlcrOSat'élites surgen al azar en

reglones del genoma donde las cuencias de ADN repeudo ya son abundantes y
mutan por el commlenlo le as’ enas de ADN durante el apareamiento, en la

: smtesxs de ADN (Chambers MacAvoy. 2000). Una de las dos cadenas forma una

: horquxlla. provocando que a DN pohmemsa afiada o elimine una unidad de repeti-

cxon en la cadena nueva (Schlbtterer. 2000 Chambers y MacAvoy. 2000) El modelo

mas aceptado de evolucxon de los microsatélites es el de mutacxon paso apaso, sin

ei‘ al., 1996), uno‘en:l

P. radtata,

"OOO Elsxk etal.; 2000 Echt et al 1996‘ Echt et al

especxes del genero (Powell et al 1995) Sm embargo n-el caso de los mxcrosate-

28 '




superar este problema, recientemente se han reportado varios' locn de mlcrosatéhtes

compamdos entre vanas especxes de pmos (Kutxl y Wilhams. 200‘ Karhu et al..,

1crosatelxtes nucleares, debldo a ‘codominancia,

-bnnda ‘mayor sensnblhdad para detectar emrecruzamxento

: signar paternidad en

poblacxones naturales (Lian et al., 2001).

1.6 Justificacion

La dnica poblacién de Pinus maximartinezii- ha sufrido mucho disturbio, ya sea
por su vulnerabilidad a los incendios como por elipastoreo y tala para obtener le‘-4‘

fia (Perry, 1991). También es una fuente 1mportante de semillas para el consumov' S

. c1al de la Federacmn (DOF) y resuita necesario conocer mas la estructura genetlca y

‘el sistema de apareamxemo no solo para poder dlsenar una estrategla de conserva-
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cién adecuada, sino parzi también tener un equema de ap’rovechamien(o sustentable

‘de esta especxe con 1mportancm comerctal En parucular. el conocxmlento del sis-

. tema de apareamlento y ‘de lo‘ mveles de’d resnén por endogamm es importante,

,jya que ba_jo un esquema de con de reproduccxon en viveros para

" su venta. generalmeme no S

toma en consnderacnén el grado de consangumldad de

las semnllas nilas caractensucas genéticas de los'individuos usados parasu produc-
cién, y esto puede tener consecuencms nefastas para la’ conservacxon de los recursos

genéticos de la especxe. por e_]emplo. s: existiera' gran depresxén por endogamxa y

una carga genética alta que resultara en poc adecuacién de los'individuos y podna

poner en pehgro la persxstemca de la ‘poblacién’ (Kelley'y Waller, 002; Schqcn et

al., 1998 Wll]lams y Savolamen 1996 Williams et-al; 1999) Por. 1o g:ngral,‘se ha
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cxones de . Tamblen. la comparacxén delos 1nd1ces de ﬁ_;acxén en dlstmtos grupos

de edades. v:sto en l marco del sxs(ema de apareamxento. nos puede dar una idea

V»de la mten%ldad de:la depre510n por endogamla preseme en esta especne (thland

: ,nal] lo que podna aumentar su potencml como colomzador. como es el caso de Pmus

B radlata, otra especie con dxstnbucxon resmnglda Yy que es un colomzador exxtoso en

" el hemisferio Sur.

1.7 Objetivos

1.7.1 - Generales

1. Determinar el sistema de aparedmlento anivel poblacxonal de Pmus maximar-

tinezii utilizando mxcrosatelltes nucleares. s

J 2. Obtener y comparar esumados de v:mab 1dad genetxca e 1nd1ces de ﬁjac16n o

para tres estadios de vnda de la especxe




1.7.2 Particulares

Obtener estimados de la tasa de emrecruzamiento multilocus (tm), para un

solo locus (t,). el coeficiente de endogamla (F) el esumador de cruza entre

parientes (7,,-1,). la probablhdad de encontrar hermanos' completos (rp) y de

la covarianza dev las tasas de emrecruzamlcnto ‘entre grupos _de progenie (r¢).

Obtener parametros de vanacxon genetlca como heterocxgosxs observada y es-

perada ‘ frecuencms alehcas para cada un fs pos_de ‘edades.

emste exceso de h '_o' dé edad. para cada

locus y comparar los 1nd1ces de:fijacion: (F) observados con los esperados

debldo al istema de apareamiento (F.):

proponer la existencia de dépreslon‘pq endogamia en'la especie.

Proponer un esquema de conservac pecie endémica, considerando

los datos genéticos y de sistema de

reamiento obtenidos.

Hipoétesis

Al ser Pinus maxunartuze‘.u una espec:e con ‘una sola poblacxén de distribu-

cién tan reducida, se espera que tenga mveles de vanacxén genenca muy bajos

y una tasa de entrecmznmxemo menor al»promedlo de los pmos e 1gual que




otras especies de pinos con tamaifios poblacionales reducidos y distribucién

fragmehtada. i

o

Debldo a las caractensucas de su poblacnon y a un posxble cuello de bote-




Capitulo 2

MATERIALES y METODOS

2.1 Colecta de material biolégico

La dnica poblacién de Pinus maximartinezii se encuentra en la Sierra de Morones,
al Sur del estado de Zacatecas, cerca del poblado de Pueblo‘V'v'jo:. a l2km al Su-

roeste de Juchlplla (Perry, 1991) El drea total de dxsmbuc' ‘del:P. rﬁa.ﬁmahinezii

no se redUJera po’ ba_| eﬁcxencm de germmacnon Todo el matenal vegetal se al-
macend a —70°C hasta la extraccién de ADN. Para los andlisis se tomaron en cuenta
todos los adultos-y juveniles, y 9 familias, con aproximadamente 10 embriones cada

una (Collevatti et al., 2001).

2.2 Extraccion de ADN

Protocolo modificado de (Vizquez-Lobo, 1996):
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. Moleren un mortero lg de tejido con nitro‘geno lfquido. :

. Agreuar a O 2 '8 de tejxdo ‘1ml de buffer CTAB ’7X (Tns

NaCl 1 4M EDTA ’OmM CTAB ’7% y B Mercaptoetan

fHCI lOOmM pH 8,




2.3 Amplificacién de microsatélites

Para este trabajo se probaron 14 nucleares iniciadores de Pinus raeda, Pinus strobus

{apéndice A] (Elsik et al., 2000; Echt et al.. 1996: Echt et al., 1999; Karhu et al.,

2000), de los cuales 7 generaron regiones del tamaiio aproximado-del "fragm'kento," ]
sin embargo para el anilisis final se utilizaron sélo 3 loci, po

generaban fueron las mds constantes y permitian una lectura mas ex:

, Seﬂusaron c'i‘os' programas de PCR con distintas mddiﬁéé

“'mer. Se dividen basncameme en los programas para 1m'" C

'1996; Echt et al., 1999)

Las cond1c1ones para un volumen de 12ul se mues rzm en la Tabla 2 l(modlﬁcadas :

de (Echt e; ynl 1996 Echt et al 1999))




Tabla 2.1:

La visualizacién de los mlcrosatehtes se llevé a cabo usando electroforesxs esnatu-
ralizante en geles de acnlamlda 6‘7
varié dependlendo del tamano de I

como se muestra en la tabla 2. ”. Los.detalles sobre la elaboracxon de‘los geles y la

Concentraciones de los componentes para cada reaccién de PCR

Componente Concentracién | Volimen
Tris-HCI (pH 8.4) 10X |  33.33mM 2ul
(NH,)2S80; 0.8mM 0.5 pl
MgCl, 1.6mM 0.4 ul
dNTPs 0.16mM 1.6 ul
Primer F 0.4mM 0.5 ul
Primer R 0.4mM 0.5 ul
TagPol 0.5U/reaccion 0.5 ul
ADN 0.125 ng 3 ul

fragmentos (Echt et al l9

. urea TM, a 49°C y 60 W. El txe ’

tincién con nitrato de plata estan en el apendlce A.El tamano de los alelos se deter-

mind visualmente, usand como referencxa un marcador de lO pb L .




Tabla 2.2: Inxcnadores utilizados, tamafio del fragmento y tiempo de corrida

Locus Primers Tamafio* | TO C de alineacién Tiempo
RPS34b 1] CAGTG’I'I‘CTCI’TATCACAGCG 120-125 59 1:55
R) GCACTATAATGAAATAGCGCA | (145-149)
PtTX3013 | F) GCTTCTCCATTAACTAATTCTA 115-140 64 1:55
RYTCAAAATTGTTCGTAAAACCTC | (116-137)
PtTX2123 | F) GAAGAACCCACAAACACAAG 165-170 57 2:40
’ R) GGGCAAGAATTCAATGATAA (195-207)

* El tamafio esperado del fragmento estd entre paréntesis

2.4 Analisis estadisticos

2.4.1 Sistema de apareamiento

Para el anilisis de sistema de apareamiento, se determmo el genotlpo del é:bol madre




>resente. Sin em-

parientes (/-r,) (Rllland. 200 thland 1989)

'2.4.2 Diversidad genética

‘Las frecuencias alélicas de adultos, _;uvemles Y. embnones fueron calculadas con

el programa GENEPOP (Raymond 'y Rousset.. 2001) Tamblen se realxzaron dos




pruebas de equilibrio Hardy-Weinberg‘ una pruebé exacta utilizando una cadena de

Markov de lOO OOO pasos en el programa Arlequm (Schnelder et al., 2000); y otro

—para detectar exceso de heterocxgos uuhzando mmblen una cadena de Markov de 1

; 1 000 repllcas‘.con el pl ogran{ ' GENEPOP

observa una asociacién al azar de

i los alelos de dxstmtos gene n los'gameto or;laféxisténcia de un ligamien-

to flSlCO. ‘al no haber reco b lelos pudieron estar presentes,
por azar, .en los oametos e

1989). El desequnllbno de ga

donde p, es la frecuencna de 'esnmo alelo (Swelgart et al 1999)




' : heterocngos en cada grupo de edad para cada’ locus unhzando el programa GENE-

POP (Raymond y Rousset.; 001).
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Capitulo 3

RESULTADOS

.De los 16 primes probados sélo se pudo obten@:f un "'”l;ﬁ'c'zzllc':én Eb'ﬁjs"is'tchte‘ y oo




Tabla 3.1: Frecuencias alélicas para los grupos de edades, polen y 6vulos.
Locus Alelo | Adultos | Juveniles | Embriones | Polen (d.s.) Ovulos (d.s.)
PtTX3013 | 115 0 0 0.01408 | 0.035(0.021) (o}
119 0 0 0.01408 | 0.035(0.024) 0
121 0 0.0123s 0.04930 0.01(0.063) 0
125 | 0.05263 0] 0.25352 | 0.337(0.232) | 0.188(0.096)
130 | 0.10526 0 0.02817 0.07(0.064) 0
134 | 0.82895 | 0.9878 0.64085 | 0.416(0.243) | 0.812(0.096)
140 | 0.01316 0 0 0 0
PtTX2123 | 165 0.9625 | 0.94048 1.0 1.0 0.944(0.059')
168 0.025 0.04762 0 0 0
170 | 0.0125 | 0.01190 (0] 0 il TQ'.056(Q‘f059)
RPS34b | 120 | 0.0125 0 0 oo
123 0.2875 | 0.05128 0.38415 | 0.41 17(0.225')’ 0.438(0.05)
N 125 0.7 0.94872 | 0.61585 | 0.589(0.225) | 0.562(0.05)

De las pruebas exactas de Hardy-Weinberg para detectar equilib‘rio.‘yykexceso de he-

: tero’cigos se obtuvo que los loci RPS34b y PtTX30l3 est:irl eﬁ 'veciuilibrio para los
. ; ;Juvemles y este ultxmo locus esta en equ:llbno tamblen para los adultos Todos los
' » bnones se encuentran en desequlllbno Un caso notable es el locus

3 que no se encuentra en equ1llbno en todos los grupos de edad y que ade-

";mas presenta 1nd1ces de. ﬁ_)acmn posmvos y altos (Tablas 32 y 3 3) Solo se pudo .
f detectar un exceso de heterocxgos sngmﬁcanvo (p<0. 05) para el locus RPS34b en los

: adultos y un exceso de heterocngos no s:gmﬁcatwo para el locus PtTX3013 tamblen
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en los adultos. Los indices de fijacion de todos los embriones fueron muy altos, lo

cual nos indica un exceso dé'homéci 0s.: F. fue calculada con base en la tasa de

vcorroborando el equlllbrlo de estos loci para los adultos (Tabla 3 2)‘

Tabla 3.... Valores de p de la prueba de equlhbno Ha.rdy-Wem k'H;:El”_l?o’cus no
esta en equthbno (p<0 05) -

RPS34b | PITX3013 | PrTX2123 |

Embriones | 0.000 | 0.00193 e
Juveniles 1.0 1.0 0.00027 - | -

Adultos 0.02151 1.0 .0.01121
*L.ocus monomartico :




Tabla 3.3: Relacxon entre heterocigosis observadas y espemdas. mdlces de ﬁ_)acxon

y valores de p de la prueba de Hardy- Wemberg para detectar exces & de heterécxgos

(El exceso de heteréeigos estadisticamente sngmﬁcauvo estd en negntas) o

Locus RPS34b

Grupo H, H. i
Embriones | 0.134 0.476 0719 1.0
Juveniles || 0.1025  0.0985 -0.041 0.9226
Adultos 0.6 0.4327 -0.394 0.0065
Locus PtTX3013

Grupo H, H,.
Embriones 0.352 0.5251 .

Juveniles 0.02439  0.02439...

Adultos 0.3421 0.3028"

Locus Pt_TXZ 123

\ Grupo H, H,

Embriones _— -

Juveniles - 0.0238 0.1144::0.794 1.0
Adultos 0.025  0.0737 - 0664 1.0

La tasa de entrecruzamlemo mululocus para todos los embnones (tabla 3.4) mues-
,tra que Pmus maximartinezii presenta entrecruzamxento predommante. aunque la
J - : ~desvnacxon estandar lndlca tamblen“que hay c1erta variacién en la tasa de entrecru-
:"‘zamlento entre famllms. pero nunca llega a ser menor a 0.5. El estimado para t, es

- hgerameme menor que t,,,. sm embargo la d1ferenc1a 0.09 no es significativamente




e

distintade O (p>0 05). aunque si senan diferentes a un mvel de sxgmﬁcancna de 0.01.

La dlferencxa t,,,-t, da un valor muy pequeno lo cunl mdxca que la endogamm dada

por apareamlemos entre panemes es baja y no es s:gmﬁcanvamente diferente de O

del polen en cada famx i

Tabla 3.4: Esumados de tasas de entrecruzamlento multxlocus pa.ra un solo locus y

de apareamlentos correlacmnados (d.s.)
o tm 0.964(0.489)

ts 0.874(0.329)

tm-ts || 0.09(0.167)
re 0.09(0.866)

t, | 0.950(0.279)

El desequilibrio de ligamieknto no fue constante para todos los grupos de edad, ya
que sélo un par de loci. de tres posibles, presentaron desequilibrio de ligamiento

51gmﬁcanvo en los embrlones mientras que en el resto de los grupos de edad, no se




presentd este desequilibrio (Tabla 3.5).

Tabla 3.5: Valores de p de la prueba de desequilibrio de ligamiento

Par de loci Embriones { Juveniles | Adultos
PtITX3013-PtTX2123 1.0 1.0 0.37382
PtTX3013-RPS34b 0.0 1.0 0.10839
PtTX2123-RPS34b 1.0 1.0 0.48692
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Capitulo 4

DISCUSION

4.1 Amplificacion de microsatélites

La amplificacién de microsatélites nucleares para esta especie resulté muy proble-

matica ya que los iniciadores desarrollados para pinos penenecen a especxes relauva-

mente lejanas filogenéticamente de P. ma_umartmezu Este esun problema frecuente
en el uso de microsatélites en espectes no maode os, -ya que: C especificidad

0, ya sea por

sik et al., 2000)

un pino blando, como Pl us maxz 1a ylne.,ll. y los 1mcxadores desarrol]ados para Pz- .

nus taeda, un pino duro. a pamr de las zonas poco repetmvas de su genoma y que
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ademds se ha probado que estan comparndos por vanas espec1es de pmos (Kutxl y .

Wnllmms. 2001 Karhu et al.. 2000) g Sm embargo‘ Ios locx que logramos amphﬁ-

ccar consxstentemente fueron muyvpocos 'y de los tres loci ‘elegldos para reahza.r este

erirfa.secuenciar este, fraigmento

para corroborarlo.




4.2 Diversidad genética : frecuencias alélicas y hete-
rocigosis esperada

Para todos los loci evaluados en este estudio se encontré el mismo patrén de un
alelo muy comiin (f>0.5) y varios alelos menos comunes hasta los raros que apare-

cieron en sélo un 1ndxvlduo. Las frecuencxas alehcas de adul




este locus, se ve claramenle que son ca51 mtermedlas. En el caso de los 6vulos,'
es claro. ya que todos los arboles madre eran heteréglcos para este locus. Pero las .

frecuencxas ca51 mtermedlas para el polen. nos puede sugenr que en su mayona losr

: femhdad de los 1nd1v1duos. posxblemente deblda a fa C 1b ale como in-

cendios, que pudxeron hmltar el nimero de mdxvxdos re oduc os entre los padres

de la generacidn de Juvemles que muestreamos (I_,edgg etal '1999).
La diversidad genética, expresada como la heterdcigpsi$ eéﬁefada;'es comparable al
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comemdo de mformacxon pohmorﬁca (PIC) y esen promedlo menor a la del resto

de los pmos para mxcrosatehtes aunquc presenté una vanacnon amplm dependnento

del locus Por ejemplo. para el caso de los loc1 caractenzados "para P taeda (Elsik

e 0073 con 3

ael lqcus PtTX3013,
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uno o los dos 1mctadores y no permue la amplxﬁcac:én de una’ de las secuencms del

mlcrosatehte (VVilhams et al :

”OOO) Algunos alelos nulos han 51do detecmdos para

Pinus taeda del cua] se denvaron los lmcmdores para el locu PtTX" 123 (Wllllams

Cet al.. 2000 Elsnk et al }”000)

‘Sm ¢ mbargo a solucién'a este problema sena lograr

. amphﬁcar mayor numero de loc1 para e :gl

se ve en la tabla 4.l A"‘P. .)n" L




valores de heteroc:gos:s observada que esperada y exceso : heterécigos en‘al me--

nos un locus. Consnderando es(os dat en‘que la mayona ‘de'lase pe‘ciésbresentan

cierto grado de exceso de homocngos y la endogamia P ece ser,comiin; el caso de P :

maxlmarnne:u es’ nolable por mantener'altos niveles de heterocigosis. consnderando ‘

que es una poblacmn lan pequena ‘Por lo tanto,'puede decirse que esta espeme‘pre-

senta una vanacnon"oenetlca importante, y mayor.que otras'especies mds abundantes

- 'y no consnderadas ‘en: pelxgro de extmctén. Y no sélo eso,'sino que: dlcha vannc16n

esta dlstnbuxda demro d&, la: poblacnon de una form ‘diferente que’ en la de otros pi-

fnos. ya qu exl_s;ell mayores vnkxverleskd,e h:tcroclg tos qu sperado;,’ lo que supone

"~ ‘que’esta dnica poblacién no es tan propen a de variacién genética

debido a’los efectos de la endogamia yla deriv uio'qhé al contrario, es

capaz de mantener alta dicha variacin (Kelley y Waller, _ooz)




Tabla 4.1: Valores de He y H, para distintas especies de pinos, usando isoenzimas

/0 microsatélites

Especie Ho He Poblaciones Marcador Referencia :
P. rzedowskii 0.162 | 0.219 9 isoenzimas (Delgado et al., 1999)
P. muricata 0.253 | 0.346 3 isoenzimas | (Molina-Freaner et al., 2001)
P. lagunae 0.188 | 0.386 4 isoenzimas | (Molina-Freaner et al., 2001)
P. pinceana 0.216 | 0.374 5 isoenzimas | (Molina-Freaner et al., 2001)
P. clausa 0.129 | 0.132 9 isoenzimas (Parker et al., 2001)
P. densata 0.171 0.190 9 isoenzimas (Yu et al., 2000)
P. maximartinezii | 0.110 | 0.122 1 isoenzimas (Ledig et al., 1999)
P. taeda 0.5258 { 0.610 6 nSSRs (Williams et al., 2000)
P. pinaster 0.6145 | 0.832 23 nSSRs (Mariette et al., 2001) .- .
P. pseudostrobus 0.206 | 0.256 3 nSSRs (Delgado, ?002)
P. montezumae 0.222 [ 0.273 5 nSSRs (Delgado, 2002)
P. nelsonii 0.0709 | 0.073 9 ) nSSRs (Renteria-Alcédntara, 2002)
P, maximartinezii | 0.3223 | 0.269 1 nSSRs este estudio .

4.3 Hardy-Weinberg e indice de fijacién

La prueba de equilibrio Hardy-Weinberg, la de exceso de heter6cigos y los fndic'es :

de fijacién dan resultados muy interesantes. El locus PtTX2123 estd en deseqmll-

brio para todos los grupos de edad y presenté un exceso de homoc1gos y.un mdxce‘ -




briones fue posmvo. para los Juvemles fue de Oy para los adultos negauvo, lo que

muestra una clara dlsmmucxén de la homocngoms como la detectada en Pmus leu-

no es suﬁmente para eliminar las causas de la depresnén por endogamxa (Wllhams

et-al.; 1999), ya que el purgamiento genera]mente es efegtlvo en condiciones muy
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caya ha sndo reportado para Pinus raeda (Wlllxams et al 5 2001), y como'base para un

‘f‘estudlo mds minucioso de los genes de viabilidad presentes en el genoma de esta

especie y en que etapa del desarrollo actiian.

4.4 Sistema de apareamiento

La tasa de entrecurzamiento fue alta como la esperada para los pmos, aunque pre-

sentd cierta variacién entre familias, lo cual se ha reponado en ‘muchas oLras espe-

cies arbdreas sin mecanismos de automcompatxbxhdad desanollados. omo Pmus

densiflora (0.777- 1) Pznus leucodermts (0. 765 0 947) P 2 ezu con

isoenzimas (O 42 -1)," Pmus sylvestrls (0. 6 1 2), Hellctere

y Thija pltcata (0 ‘73 l 757) (O Connell et a y elli y Kamaljit,
2000; Kirkkiinen et al.; 1996. Ledig et al.’ 199 Morgante‘et al

1991;Lian et al.,




"001) La varmcxon en las tasas de entrecruzamxento puede exphcars por vanos fac-

L., ..OOO) Esto ambxen puede deberse a un error de muestreo. porque las semillas

proveman umcamente de un cono por m-bol y en otros estudxos se ha observado que

tores. entre los que se incluyen factores ecologxcos que uenen que ver con la dxsmbu-l :

c10n espacxal de las plantas. condnctones meteorologlcas que permitan la dlspersu;Sn '




miento entre parientes no detectado. y la heterogeneidad de las frecuencias alélicas
pueden haber contribuido a obtener indices de fijacién en los embriones mayores a
los esperados dada la tasa de entrecruzamiento, al existir identidad por desendencia

no debida a la autofertilizacidn.

4.5 Desequilibrio de ligamiento

El desequilibrio de ligamiento ocurre cuando distintos loci estdn estadisticamente

asociados, lo cual puede deberse a seleccién epistdtica, poblaciones pequeiias, altas

tasas de autofertilizacién y migracién (Hastings.'l99p)‘ En el caso deP rhaximar-

tinezii, sélo se encomro desequnhbno de hgamle 1to sig

para dos de seis

obtemdoi-pzz'{rz;' o

ue no puede -




Para poder obtener un esumado mads conﬁable de la presencm de desqunhbno de
Ilgamlento en los embnones de Pmus ma.tlmartmezu “seria necesario utilizar mds

locn en los anallSns. y con un mayor mvel de pollmorﬁsmo.

e ——



Capitulo 5

CONCLUSIONES

e Contrario a lo que se esperaba, P. maximartinezii presenta vanacnon genética

(heterocigosis esperada) intermedia, menor a la de pmos con ampha distribu-

cién, pero mayor a la de otros pinos mexncanos c bu‘cxon restingida y

fragmentada. La heterocxgosxs observada es ‘may ala espefaaa pai-a dos loci,

resultado dlStln[O a lo reponado antenorment

ara.otros’pinos, en donde las

poblacnones se encuentran en equnl b €rg o presentan exceso

de homocngos.

e El desequuxbrlo de llgamlento no, mdlca la posxble presencna de un cuello de

’ botella recnente. ya que no fue generallzado en todos los estadlos de vida.
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Lo mismo puede inferirse a partir de los niveles de variacién genética y de

heterocigosis observada.

Los anteriores datos geneucos y de sistema de apareamiento indican que P. maxi-

'marnne:u no esta perdlendo vanacxon genetxca. por lo que una estrategia de conser-

vacién adecuada seria ﬂaranuzar la persxstencna dela poblacmn actual protegiendo

loda su area de dlstnbucnon. os:-datos demograﬁcos (Lopez-Mata com.

"'pers ) y la regeneracnon vxsta en el campo indican’'que la oblacxon estd crecnendo y

: ‘que mcluso podna aumentar su di

: Para la conservacxon ex situ seria importante hacer colectas de semxllas de dlsuntas

'pane de- la poblacmn para reducir;los:efectos’de la subestructuracxon poblacnonal

,,y max1m|zar ‘entonces el nimero de'genotipos diferentes colectados para evxtar asn

‘que en un futuro exista endogamla entre los'individuos en: los vxveros y que Ia de-

'presxon por endogamla actue de manera muy mtensa sobre un tamafio de muestra

pequeno. ’ S _ fk / ‘ :
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Apéndice A

Detalles de los métodos

Iniciadores para loci de microsatélites nucleares pro-
bados en Pinus maximartinezii

Locus No. de acceso | Amplificacion Referencias
RPS18 PSU60241 Si (Echt et al., 1996; Echt et al., 1999)
RPS25b PSU60245 No (Echt et al., 1996;Echtet al., 1999)
RPS39 PSU60247 No (Echt et al., 1996; Echt et al., 1999)
RPS34b PSU60246 Si (Echt et al., 1996;Echt et al., 1999)
RPS127 PSU60255 No (Echt et al., 1996;Echt et al., 1999)
RPS60 PSU60249 No (Echt et al., 1996;Echt et al., 1999)
RPS20 PSU60244 No (Echt et al., 1996; Echt et al., 1999)
RPS1b PSU60239 No (Echt et al., 1996:Echt et al., 1999)
PITX3013 AF143966 Si (Elsik et al., 2000)
PtTX3019 AF143968 Si (Elsik et al., 2000)
~ PtTX3025 AF143970 Si (Elsik et al., 2000)
PR4.6 AF091371 Inconsistente (Karhu et al., 2000)
PtTX2123 AF143960 Si (Elsik et al., 2000)
RPS118b PSU60252 No (Echt et al., 1996; Echt et al., 1999)

Soluciones stock

e Tris-HCI 1M pH 8.0 PM=121.1
e EDTA (sal disddica dihidratada) 0.5 M pH 8.0 PM=372.2
e NaCl 5M PM= 58.44 e
e Acido ascérbico. IM PM=1;’»I§.!1_:_ i
e DIECA IMPM=171.3
_ e Sulfato de amonio ”OmM PM 132 1
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e Buffer Tris-KCl1 10X pH 8.4 ("OOmM Tns-HCl y SOOmM KCl)

e Persulfato de amonio 10% -

e Formaldehido 37% (guardar en alxcuotas de’l. 5m| para evuar la evaporacnon) )
IMPORTANTE: Sustancia tdxica. ewlar la mhalaclon

e Acido acético 10%

e Buffer TBE 10X (Tris-borato) pH 8.0

Compuesto Concentracién | Cantidades para 1 Lt.

Tris 0.89M 108¢g

Acido bérico (PM=61.8) 0.89M 55g
EDTA 0.02M 40ml de EDTA 0.5M

Ajustar el pH con hidréxido de sodio (NaCl)
e Acrilamida 40% (para 100 ml)

Bis-acrilamida | 2g
Acrilamida 38 g
IMPORTANTE: las soluciones de acrilamida son sensibles a la luz y deben guardarse en
Jrascos ambar y en refrigeracion (4°C). Manéjese con cuidado, utilizando guantes, bata y
mascarilla. La acrilamida sélida debe manejarse en una campana de humos.y con mascari-
lla protectora para evitar la inhalacion, ya que es un compuesto neurotoxico y cancerigeno.
También deben tomarse las mismas precauciones con toda la acrilamida sin polimerizar,
aunque esté en solucion. -

e Acrilamida 6%, UREA 7M (500 ml)

Acrilamida 40% | 75ml
Urea 210g
TBE 10X 50mi

e Bind-Silane (prepdrese al momento de usarse) -

Etanol absoluto 666 ul
Bind.silane 2.5 ul
Acido acético 10% | 166 ul

e Tiosulfato de Sodio (2g/1)

e Buffer de corrida (desnaturalizante de dos frentes)

NaOH 1O0mM
Formamida 95%

Azul de bromofenol | 0.05%

Xilencianol 0.05%




Elaboracion de geles de acrilamida

1.

188

. Vaciar la mezcla de acrilamida para pohmenzac:é

Limpiar los vidrios con alcohol al 70% y con agua destilada. En caso de ser.
necesario, lavar con un detergente suave. Secar perfectamente

. Impregnar uno de los vidrios con la solucién de Bind-silene, lo que permxnrﬁ

que el gel de adhiera a dicho vidrio y no se despegue al teiiir. Una vez seco el
cristal, enjuagar con agua caliente y aplicar 2ml de alcohol 96% y de_]ar secar

. Enel otro cnslal apllcar una pequeiia cantidad de Rain-X (producto que, evxta .

de manera uniforme.

den burbujas. Una vez terminado esto, se coloca
superficie plana por lhr. :

Acrilamida 6%, Urea 7M 60 ml

Persulfato de amonio 10% | 180 ul

TEMED 50 ul

NOTA: Es conveniente mantener en frio las soluciones uuhzadas para la mezcla de gel de

acrilamida, ya que las altas temperaturas aceleran la polimerizacion. -~

Tincion con Nitrato de plata

1.

2

Desmontar los vidrios y lavar el gel en dcido acético 10% por 30 rylr'xin.‘

. Lavar el gel por 1 min. con agua destilada y repetir dos vecés

Impregnar el gel con una solucién de nitrato de plata pér 30 min. 'La solucién
lleva 1 g de nitrato de plata, l S ml de formaldehxdo 37% enun. ll[I‘O de agua
destilada :

Lavar el gel en agua destlladd por lO seg.

5. Revelar el gel con la soluc1on reveladora 30g de Carbonato de sodlo, 1 ml k

de Tiosulfato de sodno en solucnon (ver soluciones Stock) y l 5 ml de formal-
dehido 37% : .
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6. Banode paro con dcndo acético al 10% (puede reutlhzarse la soluc:én ﬁjadora
m1c1al) - : .

NOTA: El nitrato de plata es wnco \- mancha la pxel ¥ la ropa. es necesano uul:ar guames
¥y bata para revelar Ios geles [ : :
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