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La caracterizacion e identificacion de pobla-
ciones forestales generalmente se basa en la des-
cripcion de caracteristicas morfologicas de las
plantas; pero su uso es limitado debido a que
por lo regular estas caracteristicas se ven afec-
tadas por el ambiente en donde se desarrolla el
organismo (Stegeman, 1984; Iglesias y Aparicio,
2001).

Como alternativa, en las ultimas dos déca-
das se han desarrollado y aplicado con éxito los
marcadores isoenzimaticos para estudio de la
variacion en poblaciones forestales (Parker et
al., 1997; Schmidtling et al., 1999).

Una gran ventaja de la caracterizacion
isoenzimatica comparada con los datos de ca-
racteristicas morfolQdgicas, es que las isoenzimas
por ser productos primarios de los genes, son
menos afectadas por el ambiente; ademas, como
la expresion de las enzimas es generalmente
codominante, es posible identificar tanto
genotipos homocigotos como heterocigotos. El
uso de las isoenzimas como marcadores se debe
a que estan libres de asociaciones deletéreas o
efectos epistaticos/pleiotrépicos los cuales ca-

racterizan a los marcadores morfolégicos
(Asiedu, 1992; Iglesias y Rojas, 1992).

Es por ello que se han desarrollado en coni-
feras y particularmente en el género Pinus nu-
merosos estudios isoenzimaticos que han de-
mostrado la existencia de una amplia variabili-
dad intrapoblacional (Hamrick et al., 1981). Sin
embargo pese a su importancia la mayoria de
los estudios que se han realizado en la especie
de P. hartwegii han sido efectuadas mediante el
empleo de marcadores de tipo morfoldgicos
(Pérez, 1984 y Bonilla, 1993, Iglesias, Solis y
Hernandez, 2001, datos no publicados).

Estudios previos efectuados en las poblacio-
nes de Pinus hartwegii ubicadas en el Cofre de
Perote y Pico de Orizaba, Ver., han mostrado
gue las mismas se encuentran seriamente afec-
tadas, dado el bajo porcentaje de germinacion
(menor de un 10%) asi como el elevado nime-
ro de semillas vacias que sobrepasa la cifra del
50% en dichas poblaciones constituyen, al pa-
recer, manifestaciones del fendmeno de depre-
sidén consanguinea bastante comun en especies
de coniferas (Williams y Savolaienen, 1996) que
estan ocasionando una sensible disminucion en
la produccién y calidad de la semilla de estas



poblaciones que estdn provocando una seria
reduccion de las tasas reproductivas en dichas
poblaciones (Iglesias et al., 1999; Solis e Igle-
sias, datos no publicados). Esta problematica
es preocupante dada la restringida distribucion
de la especie en el pais, asi como por su reduci-
da poblacion en el estado de Veracruz.

Teniendo en cuenta todo lo anterior se de-
sarrollo el presente trabajo con el fin de cono-
cer y describir la variacion en la composicidon
esterasas en megagametofitos de arboles pro-
venientes de la poblacion de Pinus hartwegii
del Pico de Orizaba, Ver.

El presente trabajo se efectuo en el Labora-
torio de Marcadores Moleculares del Instituto
de Genética Forestal de la Universidad
Veracruzana en Xalapa, Ver. Se colectaron se-
millas de 20 arboles de Pinus hartwegii Lindl.
de la poblacion del Pico de Orizaba, Veracruz,
México, localizada entre los 19° 01" de latitud
Norte y 97° 15" de longitud Oeste. El sitio pre-
senta suelos profundos, arenosos y con buen
drenaje, precipitacion media anual de 2091.1
mm, temperatura media anual de 18.8°C, y la
poblacion bajo estudio se encuentra entre los
3500 y 3800 msnm (SMN, 1984).

Las semillas debidamente tratadas e identi-
ficadas fueron almacenadas en refrigeracion a
4°C hasta su uso. Posteriormente se colocaron
en cajas Petri con agrolita para su germinacion,
hasta que la radicula alcanz6 una longitud de 3
a5 mm. Para extraer las proteinas de las semi-
llas y hacer el corrimiento electroforético de las
muestras, se removio la testa y el embrion se
separo del tejido del megagametofito. Posterior-
mente se homogenizaron en frio, los extractos
de megagametofito en tampon fosfato 0.2M pH
7.5. Los extractos obtenidos se centrifugaron a
13,000 rpm durante 10 minutos y posterior-
mente se sometio el sobrenadante a
electroforesis.

La electroforésis se realizo en un sistema
discontinuo de geles de poliacrilamida en la-
mina vertical (PAGE) siguiendo el proce-
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dimiento descrito por Iglesias et al. (1974).

La tincién de las isoenzimas esterasas (Est:
EC 3.1.1.2) serealiz6 siguiendo el procedimien-
to de Iglesias (1986). El revelado se inici6 al
agregar el sustrato de la enzima de interés a la
ldmina del gel colocado en una charola de plas-
tico de tincion de 17 x 11cm. Se almaceno hasta
gue las bandas fueron evidentes y nitidas en el
gel, se retird de la solucién y se lavd con agua
corriente.

Los patrones de bandas se dibujaron sobre
papel milimétrico, designando como cero el
punto de unién del gel de compactacion y se-
paracion y como 100 la posicion de la banda 1,
de mas rapida migracion anddica.

Para el establecimiento de los patrones de
bandas de cada genotipo en estudio se registro
el polimorfismo detectado sobre la base de nu-
mero, posicion relativa e intensidad de tincion
de cada banda detectada. Para esta ultima se si-
guio la escala de tres grados: 1 = tenuemente
tefiida, 2 = medianamente tefiida y 3 = muy te-
fAida. Se determinaron los genotipos individua-
les y sobre esta base se calcularon los
parametros poblacionales: porcentaje de
polimorfismo (PP), de acuerdo con Hendrick
(1985), el indice de heterocigocidad esperada
(H,) de acuerdo con la formula de Nei (1978)
corregida para muestras pequefias y el nimero
promedio de alelos por locus (NPAL) de acuer-
do con lo propuesto por Ayala y Kiger (1984).

Los resultados obtenidos revelaron la exis-
tencia de un total de ocho bandas con activi-
dad esterasa bien definidas, las que se agrupa-
ron en cuatro zonas electroforéticas (Figura 1)
segun la movilidad electroforética en: Estl,
Est2, Est3y Est4. En la zona Est1 de més lenta
movilidad anionica se detectaron dos bandas
(bandas 1y 2) con valores de Rf de 0.38 y 0.43
cm, la primera medianamente tefiida (escala 2)
y la segunda altamente tefiida (escala 3); En las
zonas Est2 y Est3 se detectaron cuatro bandas
(bandas 3,4,5 y 6) con valores de movilidades
electroforéticas de: 0.51, 0.60 y 0.65, 0.70 cm
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respectivamente. La banda 3 result6 tenuemen-
te tefiida (escala 1), mientras que el resto de las
bandas mostraron una elevada intensidad de
tincion (escala 3). Dentro de estas ultimas las
bandas 4 y 5 mostraron una coloracién roja que
denota la presencia de actividad colinesterasa.
Por altimo en la zona Est4 se detectaron dos
bandas (bandas 7 y 8) la primera con mayor
intensidad de tincion (escala 3) a diferencia de
la banda 8 que resulté medianamente tefiida
(escala 2). Estas bandas mostraron movilidades
electroforeéticas de 0.77 a 0.81 cm.

Esterasas
Rl A [AA] A
A 0.38 | | Estl
0.43
B 2 6 4
C 0.31 0.44
A 0.51 | | Est2
0.60
B 3 2 4
C 0.25 0.31
A 0.65 | | Est3
0.70
B 2 7 2
C 0.34 0.34
AN 077 | | Est4
(+) 0.81
B 8 1 1
C 0.53 0.09

Figura 1. Zimograma del sistema enzimatico analizado
en Pinus hartwegii Lindl. A = Loci; B = Alelos; C = Fre-
cuencia alélica.

Un analisis integral del nivel de
polimorfismo en los sitios con actividad esterasa
detectadas revelaron la presencia de un 100%

de polimorfismo isoenzimatico en los indivi-
duos examinados, lo que denota la presencia
de una elevada variacién en la composicién
esterasas en megagametofitos de la poblacion
de Pinus hartwegii Lindl. examinada.

Cabe significar no obstante que estos resul-
tados concuerdan con lo reportado para la ma-
yoria de las especies de Pinus, y en particular
coincide con lo encontrado en Pinus taeda por
Hamrick et al. (1981). De igual forma concuer-
dan con lo obtenido en un trabajo anterior (Igle-
sias y Cruz, 2001, datos no publicados) donde
se detectd en la poblacion del Cofre de Perote,
Ver. la presencia de un elevado polimorfismo en
lacomposicion esterasas de los megagametofitos
examinados en dicha poblacion.

La presencia de un elevado polimorfismo en
esta poblacién concuerda ademas con lo plantea-
do por Ledig (1998) en relacién a que los pinos
constituyen uno de los grupos de organismos mas
genéticamente variables del reino vegetal.

Por otra parte el andlisis de la base genética
de las variantes polimorficas detectadas deno-
taron la presencia de cuatro loci cada uno con
dos alelos (A/A, A A,y AJA) La frecuencia
genética se encontro dentro del rango de 0.06 a
0.50. De igual forma se detectd un valor relati-
vamente elevado de numero de alelos por locus
(NPAL= 2.8) en esta poblacion. Esto coincide
con el nimero promedio de alelos por locus
observados para la mayoria de las especies de
Pinus que se han estudiado, que fluctta en tor-
no al valor de 2.3 (Hamrick et al., 1981).

Finalmente y como era de esperar en base al
nivel de polimorfismo detectado se observo un
elevado valor de heterocigocidad esperada (He
=0.45) valor muy superior al registrado en otras
especies del género Pinus (Ledig, 1986; Berme-
jo, 1993). Cabe significar que el parametro
poblacional de heterocigocidad esperada cons-
tituye una medida mas precisa de la variabili-
dad genética que el nivel de polimorfismo
(Ayala y Valentine, 1983).

La presencia de un exceso de heterocigotos
en poblaciones de especies de coniferas no ha
sido ampliamente reportado en la literatura
(Gauthier et al., 1992; Beaulieu y Simon, 1995;



Lamy etal., 1999). De acuerdo con Gauthier et
al. (1992) lo anterior puede deberse a la elimi-
nacion de arboles debido a un efecto de depre-
sidn consanguinea que pudiese estar actuando
tanto a nivel de semillas, plantulas o de arboles
jovenes. Cabe mencionar al respecto que es
posible que la presencia de una elevada
heterocigocidad observada en esta poblacion
sea debida a un efecto marcado de depresion
consanguinea que este operando a nivel de se-
millas. Esto explicaria los bajos valores de via-
bilidad de la semilla detectados en estudios pre-
vios realizados en esta poblacion (Solis e Igle-
sias, datos no publicados). Cabe mencionar que
se han reportado similares resultados en otras
especies de pinos (Linhart et al., 1981;
Tigerstedt, 1983). No obstante, como sugirie-
ran Mitton y Grant (1984) los estreses ambien-
tales pueden también favorecer la presencia de
unaelevada heterocigocidad en las poblaciones.

Es posible que estudios futuros que se reali-
cen en esta direccion empleando un mayor
numero de sistemas isoenzimaticos y marcado-
res moleculares permitan obtener una mayor
informacion para el establecimiento de estrate-
gias apropiadas para el manejo y conservacion
de esta poblacion.
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Se detect6 un elevado polimorfismo en la
composicion esterasas en muestras de
megagametofito provenientes de la poblacion
de Pinus hartwegii Lindl. ubicada en el Pico de
Orizaba, Ver., las que estuvieron codificadas
por 4 loci con 2 alelos.

Los altos valores detectados en cuanto al
namero de alelos y heterocigocidad esperada
sugieren la existencia de un elevado nimero de
individuos heterocigotos en dicha poblacion
gue pudiera estar dado por un efecto de depre-
sion consanguinea operando a nivel de semi-
llas lo cual estaria en estrecha concordancia con
la baja viabilidad de las semillas observada en
la misma.

Por limitaciones de espacio no se ha podido
incluir la lista completa de referencias biblio-
graficas que acompafia a este articulo. Los in-
teresados en obtenerla en formato electronico
pueden solicitarla directamente a la direccién
de correo electronico de Cuadernos de
Biodiversidad.





